
1 
 

Uniwersytet Jagielloński 

Collegium Medicum 

 

 

 

Anna Kurzyńska 

 

 

Wykorzystanie badań genetycznych w wybranych rzadkich 

chorobach endokrynologicznych 

Genetic testing in selected rare endocrine disorders 

 

 

 

Praca doktorska 

 

 

Promotor: dr hab. n. med. Elwira Przybylik-Mazurek 

Pracę wykonano w Katedrze i Klinice Endokrynologii Collegium Medicum UJ 

Kierownik jednostki: prof. dr hab. n. med. Alicja Hubalewska-Dydejczyk 

 

Kraków, 2022 rok 

 



2 
 

Podziękowania 

 

 

 

 

 

Składam serdeczne podziękowania  

Pani dr hab. n. med. Elwirze Przybylik-Mazurek, 

za promotorską opiekę i życzliwość  

od początku mojej pracy w Klinice Endokrynologii. 

 

Dziękuję Kierownikowi Kliniki, Pani prof. dr hab. n. med. Alicji Hubalewskiej-Dydejczyk, 

za umożliwienie rozwoju naukowego i nieustanną inspirację. 

  

Dziękuję Pani prof. dr hab. n. med. Dorocie Pach, za pomoc w realizacji badań 

oraz dr n. med. Annie Skalniak, za pomoc w opracowaniu wyników. 

 

Rodzicom, za zaszczepienie we mnie pasji do medycyny. 

 

Moim Najbliższym, Mężowi i Dzieciom, za wiarę we mnie, wsparcie i wyrozumiałość. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 
 

Spis treści  

1. Wykaz publikacji stanowiących rozprawę  ..................................................................... 4 

2. Wykaz skrótów  .............................................................................................................. 5 

3. Wstęp i uzasadnienie podjęcia badań ………………………………………………………………………. 6   

3.1  Wrodzony przerost nadnerczy – podłoże genetyczne oraz korelacja  

genotyp – fenotyp ………………………………………………………………………………………….6 

3.2 Nowotwory neuroendokrynne – genetyka i rola polimorfizmów……………………..7 

3.3 Przyzwojaki – czy rodzaj zaburzenia genetycznego warunkuje przebieg kliniczny 

i dziedziczenie?................................................................................................... 8 

4. Cele pracy  ...................................................................................................................... 9 

5. Publikacje  ..................................................................................................................... 10 

5.1  Publikacja 1: Molecular analysis and genotype-phenotype correlations in 

patients with classical congenital adrenal hyperplasia due to 21-hydroxylase 

deficiency from southern Poland – experience of a clinical center. Kurzyńska 

A, Skalniak A, Franson K, Bistika V, Hubalewska-Dydejczyk A, Przybylik-Mazurek 

E. Hormones (Athens). 2022 Jun;21(2):241-249. doi: 10.1007/s42000-022-

00348-z. Epub 2022 Jan 26. PMID: 35079965; PMCID: PMC9130175 

5.2 Publikacja 2: Prevalence of Selected Single-Nucleotide Variants in Patients 

with Neuroendocrine Tumors – potential Clinical Relevance. Kurzyńska A, 

Pach D, Skalniak AE, Stefańska A, Opalińska M, Przybylik-Mazurek E, 

Hubalewska-Dydejczyk A. J Clin Med. 2022 Sep 21;11(19):5536. doi: 

10.3390/jcm11195536. PMID: 36233401; PMCID: PMC9573749 

5.3 Publikacja 3: A rare case of aggressive, hereditary paraganglioma associated 

with a pathogenic variant in SDHD. Kurzyńska A, Przybylik-Mazurek E, Skalniak 

A, Buziak-Bereza M, Brzozowska-Czarnek A, Tomaszewska R, Hubalewska-

Dydejczyk A. Endokrynol Pol. 2021;72(4):403. doi: 10.5603/EP.a2021.0050. 

Epub 2021 May 19. PMID: 34010450 

6.  Podsumowanie wyników i wnioski ............................................................................... 35 

7.  Streszczenie pracy doktorskiej w języku polskim  ........................................................ 40 

8. Streszczenie pracy doktorskiej w języku angielskim  ................................................... 43 

9. Piśmiennictwo  ............................................................................................................. 46 

10. Oświadczenia współautorów prac  ............................................................................... 49 



4 
 

1. Wykaz publikacji stanowiących rozprawę 

Niniejsza rozprawa doktorska pt.: "Wykorzystanie badań genetycznych w wybranych 

rzadkich chorobach endokrynologicznych", powstała w oparciu o cykl trzech artykułów  

(2 artykułów oryginalnych i 1 opisu przypadku) opublikowanych w międzynarodowych 

czasopismach naukowych indeksowanych w bazie PubMed oraz znajdujących się na liście 

Journal Citation Reports (Thomson Reuters, Clarivate Analytics). 

1. Kurzyńska A, Skalniak A, Franson K, Bistika V, Hubalewska-Dydejczyk A, Przybylik-

Mazurek E. Molecular analysis and genotype-phenotype correlations in patients with 

classical congenital adrenal hyperplasia due to 21-hydroxylase deficiency from 

southern Poland – experience of a clinical center. Hormones (Athens). 2022 

Jun;21(2):241-249. doi: 10.1007/s42000-022-00348-z. Epub 2022 Jan 26. PMID: 

35079965; PMCID: PMC9130175 

punkty MNiSW: 70 

impact factor: 3.419 

2. Kurzyńska A, Pach D, Skalniak AE, Stefańska A, Opalińska M, Przybylik-Mazurek E, 

Hubalewska-Dydejczyk A. Prevalence of Selected Single-Nucleotide Variants in 

Patients with Neuroendocrine Tumors – Potential Clinical Relevance. J Clin Med. 2022 

Sep 21;11(19):5536. doi: 10.3390/jcm11195536. PMID: 36233401; PMCID: 

PMC9573749 

punkty MNiSW: 140 

impact factor: 4.964 

3. Kurzyńska A, Przybylik-Mazurek E, Skalniak A, Buziak-Bereza M, Brzozowska-Czarnek 

A, Tomaszewska R, Hubalewska-Dydejczyk A. A rare case of aggressive, hereditary 

paraganglioma associated with a pathogenic variant in SDHD. Endokrynol Pol. 

2021;72(4):403. doi: 10.5603/EP.a2021.0050. Epub 2021 May 19. PMID: 34010450 

punkty MNiSW: 70 

impact factor: 1.569 

 

Sumaryczna liczba punktów MNiSW: 280 

Sumaryczny impact factor: 9.952  
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2. Wykaz skrótów 

 

21OHD – 21-hydroksylaza 

DES – rozlany system endokrynny (ang. diffuse endocrine system) 

GEP NEN – nowotwór neuroendokrynny żołądkowo-jelitowo-trzustkowy (ang. 

gastroenteropancreatic neuroendocrine neoplasm) 

MEN – zespół mnogich nowotworów gruczołów wydzielania wewnętrznego  

(ang. multiple endocrine neoplasia) 

MLPA – zależna od ligacji multipleksowa amplifikacja sond (ang. multiplex ligation-

dependent probe amplification) 

NEC – rak neuroendokrynny (ang. neuroendocrine carcinoma) 

NEN – nowotwór neuroendokrynny (ang. neuroendocrine neoplasm) 

NET – guz neuroendokrynny (ang. neuroendocrine tumour) 

NF1 – neurofibromatoza typu 1 

PPV – pozytywna wartość predykcyjna (ang. positive predictive value) 

SNP – polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism) 

SV – wirylizacja prosta (ang. simple virilization) 

SW – postać z utratą soli (ang. salt wasting) 

TSC – zespół stwardnienia guzowatego (ang. tuberous sclerosis complex) 

VHL – zespół von Hippel-Lindau 

WHO – Światowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organisation) 

WPN – wrodzony przerost nadnerczy 
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3. Wstęp i uzasadnienie podjęcia badań 

Badania molekularne stanowią jedną z kluczowych i dynamicznie rozwijających się 

metod diagnostycznych współczesnej endokrynologii. Poszukiwanie zmian genetycznych 

pozwala nie tylko na ustalenie prawidłowego rozpoznania czy przewidywanie przebiegu 

klinicznego danej jednostki chorobowej, ale może również wpływać na dobór optymalnej 

sekwencji leczenia, co płynnie wpisuje się w nowoczesne koncepcje rozwoju onkologii 

endokrynologicznej, takie jak medycyna spersonalizowana. 

Założeniem niniejszej rozprawy doktorskiej było opracowanie zagadnień związanych  

z wykorzystaniem badań genetycznych w wybranych rzadkich zaburzeniach 

endokrynologicznych: klasycznej postaci wrodzonego przerostu nadnerczy, guzach 

neuroendokrynnych oraz przyzwojakach. 

 

3.1 Wrodzony przerost nadnerczy – podłoże genetyczne oraz korelacja genotyp- 

-fenotyp 

Wrodzony przerost nadnerczy (WPN) to dziedziczone autosomalnie recesywnie 

zaburzenie wywołane zmianami molekularnymi w jednym z genów kodujących enzymy szlaku 

sterydogenezy nadnerczowej [1]. Około 90% do 95% przypadków WPN jest spowodowanych 

niedoborem 21-hydroksylazy (21OHD) wynikającym z nieprawidłowości molekularnych  

w genie CYP21A [2]. W zależności od stopnia upośledzenia aktywności enzymu 21OHD, WPN 

może przybierać różne formy kliniczne – cięższą formę klasyczną oraz formę nieklasyczną,  

z łagodniej wyrażonymi objawami klinicznymi. Częstość występowania formy klasycznej 

ocenia się na od 1 : 14 000 do 1 : 18 000 urodzeń, natomiast formy nieklasycznej na 1 : 1000 

osób i jest ona znacznie większa w niektórych grupach etnicznych (np. u Eskimosów Yupik czy 

wśród mieszkańców rejonu basenu Morza Śródziemnego) [2, 3].  

Postać klasyczną dodatkowo można podzielić na formę przebiegającą z utratą soli (SW) 

oraz wirylizację prostą (SV). W postaci SW resztkowa aktywność 21OHD jest niewielka lub nie 

ma jej wcale, co skutkuje ciężkim niedoborem kortyzolu i aldosteronu oraz nadmiarem 

androgenów, a objawy kliniczne pojawiają się już w pierwszych dniach lub tygodniach życia. 

Postać  SV cechuje się znacznym niedoborem kortyzolu i nadmiarem androgenów, ale bez 

istotnego ograniczenia syntezy aldosteronu, i zwykle jest rozpoznawana we wczesnym 

dzieciństwie.  
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Szerokie spektrum fenotypów WPN jest związane z różnymi typami zaburzeń 

molekularnych w obrębie genu CYP21A2, które mogą skutkować częściową lub całkowitą 

utratą aktywności 21OHD. W literaturze opisano ponad 200 wariantów patogennych genu 

CYP21A2 [4, 5]. Wyniki dotychczasowych badań wykazały, że korelacja pomiędzy genotypem 

a fenotypem występuje w około 80–100% przypadków [6, 7]. Badania prowadzone przez New 

i wsp. pokazały jednak, że związek pomiędzy genotypem a fenotypem może być znacznie 

mniejszy i wynosić jedynie 50% [8]. Co więcej, częstości występowania poszczególnych 

genotypów CYP21A2 wykazują zróżnicowanie etniczne. Do tej pory nie publikowano badań 

charakteryzujących genotypy WPN oraz określających korelację genotyp-fenotyp w grupie 

polskich pacjentów.  

 

3.2 Nowotwory neuroendokrynne  – genetyka i rola polimorfizmów 

Nowotwory neuroendokrynne (NEN) stanowią heterogenną grupę nowotworów 

wywodzących się z komórek endokrynnych rozproszonych w całym organizmie i tworzących 

rozlany system endokrynny (DES). Około 70% nowotworów neuroendokrynnych wywodzi się 

z przewodu pokarmowego (GEP NEN), co stanowi około 2% wszystkich nowotworów układu 

pokarmowego [9]. Cechą charakterystyczną NEN jest zdolność do produkcji, wydzielania  

i magazynowania hormonów peptydowych i amin biogennych. Guzy te mogą wykazywać 

czynność hormonalną, dając charakterystyczny obraz kliniczny (np. zespołu rakowiaka), jednak 

znaczna ich część jest hormonalnie nieczynna, co  istotnie opóźnia rozpoznanie. 

Według klasyfikacji histopatologicznej WHO z 2019 roku GEP NEN obejmują zarówno 

wysokozróżnicowane guzy neuroendokrynne (NETs), klasyfikowane jako G1, G2, G3, jak 

również niskozróżnicowane raki neuroendokrynne (NECs) [10]. Podłoże genetyczne NEN, 

pomimo wielu badań, nie zostało w pełni wyjaśnione. Większość ma charakter sporadyczny,  

a jedynie niewielki odsetek występuje w przebiegu zespołów genetycznych, takich jak zespół 

mnogich nowotworów gruczołów wydzielania wewnętrznego typu 1 (MEN1), zespół mnogich 

nowotworów gruczołów wydzielania wewnętrznego typu 4 (MEN4), zespół von Hippel-Lindau 

(VHL), neurofibromatoza typu 1 (NF1), czy zespół stwardnienia guzowatego (TSC) [11]. 

Ponieważ częstość występowania NEN stale rośnie (wskaźnik zapadalności skorygowany  

o wiek dla GEP-NET wzrósł  6,4 razy z 1,09 na 100 000 w 1973 r. do 6,98 na 100 000 w 2012 r.) 

[12], kluczowe jest lepsze zrozumienie zmian molekularnych leżących u podłoża NET, co może 

się przełożyć na poprawę możliwości diagnostyczno-terapeutycznych. Niemniej, rzadsze  
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w stosunku do innych nowotworów złośliwych występowanie NET stanowiło istotne 

ograniczenie jeśli chodzi o prowadzenie badań populacyjnych dotyczących polimorfizmów 

genetycznych w NET. Do tej pory opublikowano niewiele danych na ten temat. Istnieją 

natomiast doniesienia, że polimorfizmy pojedynczych nukleotydów mogą w przyszłości 

stanowić marker przydatny w przewidywaniu odpowiedzi na terapię radioizotopową  

i prognozowaniu jej toksyczności [13]. 

 

3.3 Przyzwojaki – czy rodzaj zaburzenia genetycznego warunkuje przebieg kliniczny 

i dziedziczenie? 

Przyzwojak (paraganglioma) to rzadki nowotwór neuroendokrynny wywodzący się  

z ciałek przyzwojowych układu przywspółczulnego (przyzwojaki niechromochłonne) i układu 

współczulnego (przyzwojaki chromochłonne). Paraganglioma mogą być związane  

z dziedziczonymi autosomalnie dominująco zmianami genetycznymi w obrębie genu 

kodującego dehydrogenazę bursztynianową (SDHD, SDHB, SDHC, SDHAF2), jak również mogą 

występować w zespołach uwarunkowanych genetycznie, takich jak MEN 2A i 2B, NF1, VHL oraz 

zespole Carneya. W większości przypadków nie udaje się jednak ustalić podłoża genetycznego, 

paraganglioma, chociaż przyjmuje się, że około 40% z nich jest uwarunkowana genetyczne 

[14]. Stale oczekujemy na wyniki dalszych badań genetycznych, które miałyby wartość 

predykcyjną. Według aktualnie obowiązującej klasyfikacji WHO wszystkie przyzwojaki mają 

potencjał przerzutowania, ale markery pozwalające przewidzieć przebieg kliniczny wciąż nie 

są znane [15, 16]. 

 

Podsumowanie  

Badania genetyczne  stanowią jedno z podstawowych narzędzi diagnostycznych 

współczesnej endokrynologii.  

1. W przypadku WPN badania genetyczne pozwalają na ustalenie rozpoznania 

i przewidywanie przebiegu klinicznego. Konieczne jest oszacowanie częstości 

występowania poszczególnych genotypów CYP21A2 w grupie pacjentów z WPN  

w różnych  grupach etnicznych.  

2.  Dane literaturowe dotyczące roli polimorfizmów w nowotworach neuroendokrynnych 

są ograniczone.  Analiza wybranych polimorfizmów pojedynczych nukleotydów może 

w przyszłości pozwolić na ocenę agresywności i odpowiedzi na leczenie. 
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3.  Badania genetyczne dotyczące przyzwojaków umożliwiają przewidywanie przebiegu 

klinicznego oraz dziedziczenia. Stratyfikacja ryzyka złośliwości umożliwi optymalizację 

wyboru diagnostycznych metod obrazowych oraz personalizację leczenia. 

 

 

4. Cele pracy 

Cele ogólne 

Niniejsza praca dotyczy wykazania roli badań genetycznych w wybranych rzadkich 

chorobach endokrynologicznych. Dane z piśmiennictwa podkreślają istotne znaczenie badań 

genetycznych w chorobach endokrynnych.  

Praca była próbą odpowiedzi na pytania czy na podstawie wykonanych badań 

genetycznych można  lepiej przewidzieć fenotyp  oraz przebieg kliniczny choroby.  

W przypadku chorób onkologicznych podjęto próbę weryfikacji dotychczasowych danych 

dotyczących zależności zmian genetycznych i potencjału przerzutowania  NEN. 

Cele szczegółowe obejmowały: 

1. Określenie korelacji pomiędzy genotypem a fenotypem u pacjentów z klasyczną 

postacią wrodzonego przerostu nadnerczy, wywołaną niedoborem  

21-hydroksylazy w populacji pacjentów klinicznego ośrodka endokrynologicznego  

w Polsce południowej. 

2. Ocenę wpływu wybranych wariantów genetycznych pojedynczych nukleotydów na 

ryzyko zachorowania oraz przebieg kliniczny guzów neuroendokrynnych. 

3. Powiązanie nietypowego przebiegu klinicznego agresywnego, dziedzicznego 

paraganglioma z patogennym wariantem w genie SDHD. 
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6. Podsumowanie wyników i wnioski 

 

Artykuł numer 1: Molecular analysis and genotype-phenotype correlations in patients with 

classical congenital adrenal hyperplasia due to 21-hydroxylase deficiency from southern 

Poland – experience of a clinical center 

  

 Do badania zostało włączonych 48 pacjentów z klasyczną postacią WPN (38 osób  

z postacią z SW i 10 z SV). U wszystkich pacjentów przeprowadzono analizę genetyczną 

metodą MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplifcation), z użyciem sondy SALSA 

MLPA P050 CAH firmy MRC Holland, która umożliwia wykrywanie dużych rearanżacji i siedmiu 

najczęściej występujących mutacji punktowych w jednej mieszaninie reakcyjnej.  

W przypadkach, w których nie wykryto zmian molekularnych metodą MLPA, diagnostykę 

uzupełniono o sekwencjonowanie metodą Sangera. Czterech pacjentów zostało wykluczonych 

z dalszej analizy, ponieważ nie było możliwe określenie rozkładu allelicznego wariantów bez 

wykonania analizy molekularnej u rodziców. 

W badanej grupie 44 pacjentów z klasyczną postacią WPN (łącznie 88 alleli), zmiany 

molekularne w genie CYP21A2 stwierdzono w 100% analizowanych alleli. Najczęstszym 

wykrytym wariantem był I2G (c.293-13A/C>G), który wykazano w 38,63% wszystkich 

zbadanych alleli, następnie występowały duże delecje i wariant I172N (p.Ile173Asn) 

(odpowiednio 32,95% i 12,5% badanych alleli). Pozostałe wykryte warianty to: p.Val282Leu, 

SNP-113 (c.- 113G>A), Q318X (p.Gln319Ter), R356Q (p.Arg357Gln), R356W (p.Arg357Trp), 

p.Trp20Ter, p.Pro31Leu, del8bp (p.Gly111Valfs*21), F306+T (p.Leu308Phefs*6)  

i c.738+12_738+13delACinsGT.  

Otrzymane genotypy podzielono na pięć grup (w zależności od resztkowej aktywności 

enzymatycznej 21OHD) [17, 18], a następnie skorelowano z obrazem klinicznym. Grupa null,  

z 0% resztkową funkcją 21OHD, obejmowała pacjentów z zaburzeniami molekularnymi 

stwierdzonymi w obydwu allelach genu CYP21A2, powodującymi całkowity brak aktywności 

enzymatycznej (delecje, konwersje, F306+T, del8bp, klaster E6, R356W i Q318X). Grupę A  

(0–1% resztkowej aktywności 21OHD) stanowili pacjenci będący homozygotami I2G lub 

heterozygotami składającymi się z I2G i innego wariantu, z minimalną aktywnością 

enzymatyczną (0–1%). Pacjenci będący homozygotami wariantu I172N (około 2% resztkowej 
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aktywności enzymu 21OHD) lub heterozygotami I172N z wariantami null lub A, zostali 

przypisani do grupy B, z 1–2% resztkową aktywnością enzymu. Pacjenci, którzy byli nosicielami 

wariantów o nieznanym wpływie na resztkową aktywność enzymatyczną in vitro, zostali 

przydzieleni do grupy genotypowej D.  

W badaniu wykazano dobrą korelację pomiędzy genotypem a oczekiwanym 

fenotypem w grupach z zerową aktywnością 21OHD (null) i grupie z aktywnością enzymu 

wynoszącą 0–1% (A), z PPV odpowiednio 100% i 90,5%, natomiast korelacja była znacznie 

niższa w grupie z aktywnością 1–2% (grupa B) i wynosiła 66,7%. U dziewięciu pacjentów 

stwierdzono niezgodność genotyp-fenotyp.  

W badanej grupie zidentyfikowano jeden nowy wariant CYP21A2 c.[878G>T] 

(p.Gly293Val), dotychczas nieopisywany w literaturze. Do  oceny wpływu wykrytego wariantu 

na funkcję białka wykorzystano narzędzia bioinformatyczne. Zidentyfikowany wariant 

c.[878G>T] został oceniony jako uszkadzający przez PROVEAN [19] i SIFT [20]. Również zgodnie 

z klasyfikatorem Bayesa stosowanym w MutationTaster wariant ten został uznany za 

chorobotwórczy [21]. 

Badanie wykazało dobrą korelację pomiędzy genotypem a fenotypem w grupie 

pacjentów z zerową aktywnością 21-hydroksylazy (null) i w grupie z aktywnością wynoszącą  

0–1% (A) . Częstości wariantów genu CYP21A2 były zbliżone do danych wcześniej opisywanych 

dla innych krajów regionu. Najczęstszym wariantem genetycznym w badanej kohorcie był I2G, 

a następnie duże delecje i wariant I172N. W badanej grupie zidentyfikowano jeden nowy 

wariant – c.[878G>T] (p.Gly293Val), który za pomocą narzędzi bioinformatycznych 

scharakteryzowano jako patogenny.  
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Artykuł nr 2: Prevalence of selected single-nucleotide variants in patients with 

neuroendocrine tumors – potential clinical relevance 

 

Pomimo postępu wiedzy o nowotworach neuroendokrynnych, czynniki genetyczne 

odpowiedzialne za rozwój sporadycznych NET nadal stanowią przedmiot badań. Wciąż 

poszukuje się markerów molekularnych, które miałyby wartość prognostyczną i/lub 

predykcyjną.  

Celem pracy była ocena wybranych wariantów pojedynczych nukleotydów genów 

zaangażowanych w odpowiedź zapalną, kontrolę cyklu komórkowego i mechanizmy naprawy 

DNA, w aspekcie występowania sporadycznych NET oraz ich przebiegu klinicznego. W pracy 

Bodei i wsp. [13] polimorfizmy pojedynczych nukleotydów zostały wymienione jako 

potencjalne czynniki mogące mieć zastosowanie w przewidywaniu toksyczności związanej  

z radioterapią izotopową, co sugeruje, że przedstawione badanie może mieć w przyszłości 

implikacje praktyczne. 

Do badania zostało włączonych 185 pacjentów. W pierwszej części przeprowadzono 

analizę molekularną czterech wariantów pojedynczego nukleotydu: rs8005354 (DAD1, 

NM_001344 substytucja intronowa T/C), rs2069762 (substytucja T/G w regionie promotora 

IL2 NM_000586), rs3731198 (CDKN2A, NM_000077 substytucja intronowa A/G) oraz 

rs1800872 (substytucja C/A w regionie promotora IL10 NM_000572) u 107 uczestników (49 

pacjentów z NET o różnym punkcie wyjścia oraz 58 osób z grupy kontrolnej). W drugim etapie 

badania oceniono te same polimorfizmy pojedynczych nukleotydów u 127 pacjentów z NET  

i przeanalizowano w odniesieniu do danych klinicznych (ognisko pierwotne, stężenie CgA  

w surowicy i występowanie przerzutów). Analizowane warianty zostały wyselekcjonowane  

w oparciu o dane literaturowe wskazujące na ich potencjalny związek z rozwojem NET: 

rs3731198 [22, 23], rs8005354 [22] i rs2069762 [24] lub łączące wybrane warianty  

z podatnością na inne nowotwory: rs2069762 [25] i rs180072 [26]. 

Wszyscy pacjenci zostali przebadani pod kątem obecności wybranych SNP przy użyciu 

odpowiednich sond TaqMan i TaqMan Genotyping Master Mix. 

Analiza homozygot wykazała istotną statystycznie większą częstość występowania 

homozygot TT wariantu rs3731198 w grupie kontrolnej (p = 0,0209). W grupie pacjentów  

z NET stwierdzono istotną statystycznie wyższą częstość występowania homozygot GG 

wariantu rs1800872 (p = 0,003). Ponadto wykazano istotną statystycznie korelację pomiędzy 
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wariantem rs3731198 a występowaniem przerzutów do węzłów chłonnych (p = 0,0038  

z korektą Bonferroniego).  

Badanie wykazało, że homozygoty GG wariantu rs1800872 są częściej obserwowane  

u chorych z NET, natomiast homozygoty TT wariantu rs3731198 występują w tej grupie 

rzadziej. Wariant rs3731198 może być związany ze zwiększonym ryzykiem wystąpienia 

przerzutów do węzłów chłonnych.  
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Artykuł nr 3: A rare case of aggressive, hereditary paraganglioma associated with  

a pathogenic variant in SDHD 

 

Zmiany genetyczne w genie SDHD odpowiadają za około 9% wszystkich przypadków 

pheochromocytoma/paraganglioma [14]. Paraganglioma związane z wariantami SDHD 

rozwijają się najczęściej w obrębie głowy i szyi, zwykle cechują się łagodnym przebiegiem 

klinicznym, a ryzyko wystąpienia choroby przerzutowej u nosicieli wynosi około 5–7% [16].  

W pracy przedstawiono przypadek pacjentki z dwoma wariantami w obrębie genu SDHD. Na 

jednym allelu został wykryty wariant w postaci rozległej delecji genu (w obrębie eksonów  

1–3), natomiast na drugim allelu rzadki wariant, c.34G>A (p.Gly12Ser), który do niedawna 

oznaczony był jako mający „niepewne znaczenie kliniczne”, a aktualnie jest klasyfikowany  

w bazie NCBI ClinVar jako „łagodny lub prawdopodobnie łagodny”. Przedstawiony przypadek 

cechował się agresywnym przebiegiem, wystąpieniem wznowy i przerzutów odległych około 

7 lat od pierwotnego rozpoznania. 

 

Podsumowanie ogólne 

Coraz szersze portfolio testów genetycznych wykorzystywanych we współczesnej 

endokrynologii pozwala na poprawę możliwości diagnostycznych, a w niektórych sytuacjach 

również predykcyjnych. 

Badania genetyczne w wielu jednostkach chorobowych stanowią dzisiaj decydujące 

narzędzie w optymalizacji procesów diagnostycznych i personalizacji leczenia.  Poszukiwania 

zaburzeń molekularnych w rzadkich chorobach endokrynologicznych przybliżają nas nie tylko 

do lepszego zrozumienia patomechanizmu ich powstawiania, ale i przewidywania przebiegu 

choroby i odpowiedzi na leczenie.  
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7. Streszczenie pracy w języku polskim 

 

Wstęp  

Badania molekularne stanowią jedną z kluczowych i niezwykle dynamicznie 

rozwijających się metod diagnostycznych współczesnej endokrynologii. Poszukiwanie zmian 

genetycznych pozwala nie tylko na ustalenie prawidłowego rozpoznania czy przewidywanie 

przebiegu klinicznego danej jednostki chorobowej, ale może również stwarzać możliwości 

terapii, zwłaszcza w dobie medycyny spersonalizowanej.  

Założeniem niniejszej rozprawy doktorskiej było opracowanie zagadnień związanych  

z wykorzystaniem badań genetycznych w kilku wybranych rzadkich zaburzeniach 

endokrynologicznych: klasycznej postaci wrodzonego przerostu nadnerczy, guzach 

neuroendokrynnych oraz przyzwojakach. 

 

Cele pracy  

1. Określenie korelacji pomiędzy genotypem a fenotypem u pacjentów z klasyczną 

postacią wrodzonego przerostu nadnerczy, wywołaną niedoborem  

21-hydroksylazy. 

2. Ocena wpływu wybranych wariantów genetycznych pojedynczych nukleotydów na 

ryzyko zachorowania oraz przebieg kliniczny guzów neuroendokrynnych. 

3. Powiązanie rzadkiego przypadku agresywnego, dziedzicznego paraganglioma  

z patogennym wariantem w genie SDHD. 

 

Materiały i metody  

Do pierwszego badania, dotyczącego podłoża genetycznego wrodzonego przerostu 

nadnerczy i korelacji genotyp-fenotyp, włączono 48 pacjentów (30 kobiet i 18 mężczyzn  

z klasyczną postacią WPN (38 z utratą soli i 10 z wirylizacją prostą). U wszystkich pacjentów 

została przeprowadzona analiza molekularna genu CYP21A2 metodą MLPA, przy negatywnym 

wyniku MLPA diagnostykę była uzupełniona o sekwencjonowanie. Otrzymane genotypy 

podzielono w zależności od aktywności resztkowej 21-hydroksylazy, a następnie porównano  

z fenotypem klinicznym. 

Do drugiego badania analizującego wybrane polimorfizmy pojedynczych nukleotydów 

w nowotworach neuroendokrynnych włączono 185 pacjentów. W pierwszym etapie pracy 
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analizowano częstość wybranych wariantów molekularnych: rs8005354 (DAD1, NM_001344 

substytucja intronowa T/C), rs2069762 (substytucja T/G w regionie promotora IL2 

NM_000586), rs3731198 (CDKN2A, NM_000077 substytucja intronowa A/G) oraz rs1800872 

(substytucja C/A w regionie promotora IL10 NM_000572) w grupie badanej, obejmującej 49 

pacjentów z NET o różnych punktach wyjścia oraz w grupie kontrolnej, liczącej 58 osób.  

W kolejnej części te same warianty analizowano w kontekście danych klinicznych w grupie 127 

pacjentów z NET (punkt wyjścia guza neuroendokrynnego, stężenie chromograniny  

A i występowanie przerzutów). 

W trzeciej pracy, będącej opisem przypadku, przedstawiono przypadek pacjentki  

z wariantami w obydwu allelach genu SDHD i agresywnym przebiegiem klinicznym. 

 

Wyniki  

W pierwszym badaniu, dotyczącym WPN, zmiany molekularne w genie CYP21A2 

wykazano w 100% analizowanych alleli. Najczęstszym wykrytym wariantem był I2G (c.293-

13A/C>G) stwierdzony w 38,63% wszystkich przebadanych alleli. Duże delecje dotyczyły 

32,95% alleli, a wariant I172N (p.Ile173Asn) 12,5%. Badanie wykazało dobrą korelację 

pomiędzy genotypem a oczekiwanym fenotypem w grupach z zerową aktywnością 21-

hydroksylazy (null) i grupie z aktywnością wynoszącą 0–1% (A), PPV odpowiednio 100% 

i 90,5%. Korelacja była znacznie niższa w grupie z aktywnością 1–2% (grupa B) – 66,7%. U 

dziewięciu pacjentów stwierdzono niezgodność genotyp-fenotyp. W badanej grupie 

zidentyfikowano jeden nowy patogenny wariant CYP21A2 c.[878G>T] (p.Gly293Val), 

dotychczas nieopisywany w literaturze.  

W drugim badaniu analiza homozygot udowodniła większą częstość występowania 

homozygot TT wariantu rs3731198 w grupie kontrolnej (p = 0,0209). U pacjentów z NET 

stwierdzono wyższą częstość występowania homozygot GG wariantu rs1800872 (p = 0,003). 

Ponadto wykazano istotną statystycznie korelację pomiędzy wariantem rs3731198  

a przerzutami do węzłów chłonnych (p = 0,0038).  

W trzeciej pracy scharakteryzowano warianty genu SDHD na podstawie przypadku 

klinicznego. W obrębie jednego allelu wykryto wariant w postaci rozległej delecji genu 

(eksonów 1–3), na drugim allelu zidentyfikowano rzadki wariant, c.34G>A (p.Gly12Ser). 
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Wnioski  

1. Przeprowadzone badania pozwoliły na scharakteryzowanie genotypów klasycznej 

postaci WPN pacjentów z Polski południowej. Udowodniono wysoką korelację 

genotyp-fenotyp w grupach z zerową aktywnością 21-hydroksylazy oraz z aktywnością 

wynoszącą 0–1%. Zidentyfikowano i scharakteryzowano nowy patogenny wariant 

genu CYP21A2.   

2. Wykazano, że homozygoty GG wariantu rs1800872 występują częściej u pacjentów  

z NET, a homozygoty TT wariantu rs3731198 są w tej grupie rzadsze. Wariant 

rs3731198 może się wiązać z ryzykiem wystąpienia przerzutów do węzłów chłonnych.  

3. Opis przypadku zwrócił uwagę na rzadki przypadek agresywnego przebiegu 

paraganglioma związanego a patogennym wariantem SDHD. 
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8. Streszczenie pracy w języku angielskim 

 

Introduction  

Molecular testing is one of the key and rapidly developing diagnostic methods in 

modern endocrinology. Searching for genetic alterations not only makes it possible to 

establish the proper diagnosis or predict the clinical course of a given disease entity, but can 

also provide opportunities for therapy, especially in the era of personalized medicine.  

The purpose of this dissertation was to address issues related to genetic testing in 

selected rare endocrine disorders: the classical form of congenital adrenal hyperplasia, 

neuroendocrine tumors, and paragangliomas. 

 

Objects of the study  

1. Determine the correlation between genotype and phenotype in patients with the 

classical form of congenital adrenal hyperplasia caused by 21-hydroxylase 

deficiency. 

2. Assess the significance of selected single nucleotide genetic variants in the 

susceptibility and clinical course of neuroendocrine tumors. 

3. Linking a rare case of aggressive hereditary paraganglioma with a pathogenic 

variant in the SDHD gene. 

 

Materials and Methods  

Forty-eight patients (30 females and 18 males) with the classical form of CAH (38 with 

salt wasting and 10 with simple virilization) were included in the first study, on the genetic 

basis of CAH and genotype-phenotype correlations. Molecular analysis of the CYP21A2 gene 

using MLPA was performed in all patients; in cases with a negative MLPA result, the diagnosis 

was complemented by sequencing. The obtained genotypes were classified according to the 

residual 21-hydroxylase activity and then compared with the clinical phenotype. 

For the second study, which analyzed selected single nucleotide polymorphisms in 

neuroendocrine tumors, 185 patients were included. In the first stage of the study, the 

prevalence of selected molecular variants, rs8005354 (DAD1, NM_001344 intronic T/C 

substitution), rs2069762 (T/G substitution in IL2 promoter region NM_000586), rs3731198 

(CDKN2A, NM_000077 intronic A/G substitution), and rs1800872 (C/A substitution in IL10 
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promoter region NM_000572) was analysed in a study group of 49 NET patients and a control 

group of 58 subjects. In the next part, the same variants were analyzed in the context of clinical 

data on an extended group of 127 NET patients (primary site, serum chromogranin A 

concentration and metastasis). 

The third paper, which is a case report, presents the case of a patient with variants in 

both alleles of the SDHD gene and an aggressive clinical course. 

 

Results  

In the first study on classical CAH, molecular alterations in the CYP21A2 gene were 

identified in 100% of the alleles analyzed. The most common variant detected was I2G (c.293-

13A/C>G) - 38.63% of all alleles tested. Large deletions affected 32.95% of alleles and the 

I172N variant (p.Ile173Asn) affected 12.5%. The study showed a good correlation between 

genotype and expected phenotype in the groups with zero 21-hydroxylase activity (null) and 

the group with activity of 0-1% (A), PPV 100% and 90.5%, respectively. The correlation was 

much lower in the group with 1-2% activity (group B) - 66.7%. Nine patients had non-

concordance of genotype and phenotype. In the study group, a new pathogenic variant of 

CYP21A2 c.[878G>T] variant (p.Gly293Val), previously not reported in the literature, was 

identified and characterized.  

In the second study, homozygote analysis proved a higher frequency of TT 

homozygotes of the rs3731198 variant in the control group (p = 0.0209). NET patients showed 

a higher frequency of GG homozygotes of the rs1800872 variant (p = 0.003). There was a 

statistically significant correlation between the rs3731198 variant and lymph node metastasis 

(p = 0.0038).  

In the third study, variants of the SDHD gene were characterized based on a clinical 

case. Within one allele, a variant was detected in the form of extensive deletion of the gene 

(exons 1–3), and a rare variant, c.34G>A (p.Gly12Ser), was identified in the other allele. 

 

Conclusions 

1. The study allowed us to characterize the genotypes of the classical CAH in patients 

from southern Poland. A high genotype-phenotype correlation was shown in groups 

with zero 21-hydroxylase activity and with 0-1% activity. A new variant of the CYP21A2 

gene has been identified and characterized by means of bioinformatic tools. 
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2. The study showed that GG homozygotes of the rs1800872 variant are more common 

in NET patients, while TT homozygotes of the rs3731198 variant are less common in 

this group. The rs3731198 variant may be associated with a risk of lymph node 

metastasis. 

3. The case report highlighted a rare case of aggressive paraganglioma associated with a 

pathogenic variant of SDHD. 
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