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Streszczenie |

Summary

Nowotwory mozgu pochodzenia zarodkowego sa najliczniejsza grupa ziosliwych nowotworéw litych u dzieci,
u ktorych stanowig okoto 12-25% wszystkich rozrostow nowotworowych zlokalizowanych w o§rodkowym
uktadzie nerwowym (OUN). NajczeSciej rozpoznawang jednostka z tej grupy jest rdzeniak (MB), nieco rza-
dziej nadnamiotowy prymitywny nowotwor neuroektodermalny (sPNET) oraz atypowy nowotwor terato-
idny/rabdoidny (AT/RT). Utrata materiafu genetycznego jest w tych nowotworach czgstym zjawiskiem, ktore
mozna stwierdzi¢ m.in. dzigki ocenie obecnosci utraty heterozygotycznosci (loss of heterozygosity, LOH).
Wykorzystywane jest ono do identyfikacji regionow chromosomalnych mogacych zawiera¢ geny supre-
sorowe transformacji nowotworowej. Analizie poddano materiat pochodzgcy od 35 dzieci (17 dziewczat
i 18 chtopcow) w wieku 1-13 lat. Wsrod badanych nowotwordw znajdowato si¢ 26 MB, 6 sSPNET i 3 AT/RT.
Badana grupa obejmowata 35 przypadkdw nowotwordw pierwotnych i 12 przypadkéw nowotworéw nawroto-
wych. DNA, wyizolowany z tkanek nowotworowych oraz z leukocytow krwi obwodowej (materiat kontrolny),
powielano podczas reakcji faficuchowej polimerazy (polymerase chain reaction, PCR) przy uzyciu syntetycz-
nych starteréw oligonukleotydowych. W grupie nowotwordw pierwotnych LOH stwierdzono w 21 przypad-
kach (60%). W 14 przypadkach nie potwierdzono LOH w zadnym z badanych obszaréw. Najwigcej przypad-
kow LOH odnotowano na chromosomach 17p, 22q i 10q, natomiast w zadnym przypadku nie stwierdzono
LOH na chromosomach 1p, 1qi 5q. W jednym przypadku nowotworu nawrotowego zdiagnozowano pro-
gresje zmian molekularnych. W nowotworze pierwotnym LOH obecna byta na chromosomie 10q i 17p, z kolei
w nowotworze nawrotowym dodatkowe obszary delecji obejmowaty oba ramiona chromosomu 16. LOH
wystepuje z rézng czestoscia w poszcezegdlnych typach histologicznych nowotwordw pochodzenia zarod-
kowego i w wigkszosci przypadkéw nie ma charakteru zmian swoistych. Progresja zmian molekularnych
w nawrotowych nowotworach pochodzenia zarodkowego jest zjawiskiem wyjatkowo rzadkim i moze by¢
nastepstwem radioterapii.

SEOWA KLUCZOWE: AT/RT, nowotwory mozgu pochodzenia zarodkowego, rdzeniak, SPNET, utrata
heterozygotycznosci

Embryonal tumours, the most common group of malignant solid tumours in children consist about 12-25%
of all brain tumours of childhood. The most frequent types are: medulloblastoma (MB), supratentorial prim-
itive neuroectodermal tumour (SPNET) and atypical teratoid/rhabdoid tumour (AT/RT). The loss of genet-
ic material in embryonal tumours is the most often described abnormality, which may be confirmed by loss
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of heterozygosity analysis (LOH). This method is used to identifying regions harboring putative suppressor
genes. 35 children (18 male and 17 female), aged from one year to 13 years were included in this study. There
were 26 MB, six sSPNETs and three AT/RTs. DNA isolated from tumour tissues and blood samples (control)
was amplified in polymerase chain reaction (PCR) with polymorphic markers. Molecular analyses were per-
formed for 35 primary and 12 recurrent tumours. LOH was found in 21 primary tumours (60%). In 14 cases
no alteration for all analysed region was confirmed. LOH was detected most often on chromosomes 17p, 22q
and 10q. There was no alterations on chromosomes 1p, 1q and 5q. Progression of the molecular changes
occurred in one case of recurrent medulloblastoma. LOH on 10q and 17p was found in both primary and
recurrent tumour, while losses on 16p and 16q occurred only in the recurrent tumour. The occurrence of LOH
in the particular types of tumours is quite different and not specific. Progression of molecular changes in
recurrent tumors is rare event and could be connected with radiotherapy.

KEY WORDS: AT/RT, embryonal brain tumours, medulloblastoma, sSPNET, loss of heterozygosity

WSTEP

owotwory mozgu pochodzenia zarodkowego
N stanowig najliczniejszg grup¢ nowotwordw zto-
Sliwych oSrodkowego ukiadu nerwowego (OUN)

u dzieci. Na podstawie danych epidemiologicznych
czestosE ich wystepowania okresla si¢ na 12-25% spo-
Srod wszystkich rozrostow nowotworowych w tej gru-
pie wieckowej". W obecnie obowigzujacej klasyfikacji
nowotworow mozgu wg WHO w grupie nowotworow
pochodzenia zarodkowego wyroznia si¢ 5 gtownych ty-
pow histologicznych:
1. nabtoniak rdzeniakowy (medulloepithelioma),
2. wySciotczak zarodkowy (ependymoblastoma),
3. rdzeniak (medulloblastoma, MB):

* rdzeniak desmoplastyczny (desmoplastic medul-

loblastoma),
 rdzeniak olbrzymiokomorkowy (large cell medul-
loblastoma),

 rdzeniakomigs$niak (medullomyoblastoma),

e rdzeniak barwnikowy (melanotic medulloblastoma),
4. nadnamiotowy prymitywny nowotwOr neuroekto-

dermalny (supratentorial primitive neuroectodermal

tumour, SPNET):

e neuroblastoma,

e ganglioneuroblastoma,
5. atypowy nowotwor teratoidny/rabdoidny (atypical

teratoid/rhabdoid tumour, AT/RT).
Wszystkie nowotwory pochodzenia zarodkowego cha-
rakteryzuje IV, najwyzszy stopien ztosliwoSci histologicz-
nej. Sposrdd nich najezgSciej rozpoznawany jest rdzeniak
(MB), rzadziej nadnamiotowy prymitywny nowotwor
neuroektodermalny (SPNET) i atypowy nowotwor tera-
toidny/rabdoidny (AT/RT), pozostate jednostki wyste-
puja wyjatkowo rzadko®. W nowotworach tych opisano
dotychczas szereg zmian molekularnych wskazujacych na
zaangazowanie w procesy onkogenezy wielu genow™"?.
Jednym z cz¢sciej opisywanych zaburzen jest utrata ma-
teriatu genetycznego, ktora w wigkszosci przypadkow
jest zwigzana z obecnoscig gendw supresorowych trans-

172 formacji nowotworowej. Potwierdzenie tych zmian jest

mozliwe m.in. dzieki ocenie obecnosci utraty heterozy-
gotycznosci (loss of heterozygosity, LOH) przy uzyciu
markerow mikrosatelitarnych. Do powstania LOH w ko-
morkach obcigzonych mutacjg genu supresorowego naj-
czesciej prowadzi delecja fragmentu chromosomu; wsrod
rzadziej wystepujacych przyczyn wymienia si¢ nondy-
sjunkcje, rekombinacj¢ mitotyczng, mutacje punktowe,
niezrOwnowazone translokacje, btedy replikacyjne oraz
konwersje gendw (rys. 1)"*'. Ocena obecno$ci LOH przy
uzyciu markerow mikrosatelitarnych jest obecnie z powo-
dzeniem wykorzystywana do identyfikacji regionow chro-
mosomalnych, ktore mogg zawierac geny supresorowe.

CEL PRACY

1. Ocena obecnosci LOH w miejscach lokalizacji zna-
nych genOw supresorowych mogacych odgrywac rolg
W rozwoju nowotworow mozgu pochodzenia zarod-
kowego: APC, AXIN1, DMBTI, hSNF5/INI1, PTCHI,
PTEN, SUFU.

2. Ocena obecnosci LOH w okolicach mogacych obej-
mowac loci dla dotychczas niezidentyfikowanych ge-
now tego typu na chromosomach 1, 16,1 17.

3. Proba znalezienia zaleznoSci pomigdzy typem histo-
logicznym nowotworu a rodzajem stwierdzonych za-
burzen molekularnych.

[ I i

PP MooP LOH
Rys. 1. Najczestszy mechanizm prowadzqcy do wylgczenia
funkcji genu supresorowego zwigzany z obecnoscig
LOH. Mutacjaw jednym allelu jest pierwszq zmia-
nq poprzedzajqcq delecje kolejnego allela: P— allel

prawidlowy, M — allel zmutowany, LOH — utrata
heterozygotycznosci
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Kod chorego Ple¢ Wiek (lata) Umiejscowienie nowotworu
MB-1 M 13 lewa pétkula méidiku
MB-2 i 8 prawa péfkula mozdiku
MB-3 M 13 robak méidiku
MB-4 M 10 komora IV
MB-5 1 9 robak mézdiku
MB-6 M i robak méidiku
MB-7 M 1 robak méidiku
MB-8 M 4 robak mézdiku
MB-9 M 6 proces rozsiany
MB-10 M 2 komora IV i Il
MB-11 1 6 prawa pétkula mozdiku
MB-12 1 8 robak mézdiku
MB-13 M 4 komora IV
MB-14 M 6 robak méidiku
MB-15 M 7 komora IV
MB-16 M 8 robak mézdiku
MB-17 1 2 prawa potkula mézdiku
MB-18 1 2 komora IV
MB-19 1 2 komora Il i IV
MB-20 1 8 lewa pétkula méidiku
MB-21 M 11 komora IV
MB-22 1 9 komora IV
MB-23 1 8 robak mézdiku
MB-24 1 6 lewa pétkula méidzku
MB-25 M 4 robak mézdiku

Tabela 1. Dane kliniczne chorych z rdzeniakami (MB)

4. Analiza obecnoSci powyzszych zmian molekular-
nych w przypadkach nawrotowych procesow no-
wotworowych.

CHARAKTERYSTYKA BADANEJ
GRUPY CHORYCH

Badaniami objeto grupe 35 dzieci w wieku 1-13 lat ope-
rowanych z powodu nowotworow mdzgu pochodze-
nia zarodkowego, wsrdd ktorych byto 17 dziewczat
i 18 chfopcow. Wszystkie rozpoznania postawiono
w oparciu o kryteria obowigzujacej klasyfikacji guzow
mozgu Swiatowej Organizacji Zdrowia®. Bezposredni
materiat do badafh molekularnych stanowity fragmenty
tkanek nowotworowych i leukocyty wyizolowane z krwi
obwodowej chorych (materiat kontrolny). Wsrod do-
stepnego materiatu biologicznego znajdowaly si¢ tak-

ze tkanki nowotworowe z 12 procesOw nawrotowych
(7 rdzeniakéw, 4 SPNET i1 1 AT/RT). Pozwolilo to na
przeprowadzenie analizy porownawczej ewentualnych
zmian molekularnych obecnych w nowotworach pier-
wotnych i wtornych. Dane kliniczne chorych uwzgled-
nionych w analizach molekularnych przedstawiono
w tabelach (tab. 1-4).

OPIS ZASTOSOWANYCH
METOD BADAWCZYCH

Po izolacji DNA z fragmentow tkanek nowotworowych
1 leukocytow krwi obwodowej standardowg metoda chlo-
roformowo-fenolowg wybrane cz¢Sci genomu powiela-
no podczas reakeji tancuchowej polimerazy (polymerase
chain reaction, PCR). Mieszanina reakcyjna o objetosci
20 pl zawierata: 50-100 ng matrycy DNA, 0,5 um kaz-

Kod chorego Ple¢ Wiek (lata) Umiejscowienie nowotworu
PNET-1 1 1 okolica czolowa prawa
PNET-2 1 2 okolica czolowa prawa
PNET-3 1 12 okolica skroniowo-potyliczna lewa
PNET-4 M 2 okolica skroniowa lewa
PNET-5 M 10 okolica ciemieniowo-potyliczna prawa
PNET-6 M 11 okolica ciemieniowo-potyliczna prawa

Tabela 2. Dane kliniczne chorych z prymitywnymi nowotworami neuroektodermalnymi o lokalizacji nadnamiotowej (sSPNET)
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Kod chorego Ple¢ Wiek (lata) Unmiejscowienie nowotworu
ATRT-1 1 1 komora IV
ATRT-2 M 1 okolica czofowo-ciemieniowa lewa
ATRT-3 1 2 okolica skroniowa lewa
Tabela 3. Dane kliniczne chorych z atypowymi nowotworami teratoidnymi/rabdoidnymi (AT/RT)
dego z dwoch starterow, 50 um dNTP, 1,5 mm MgCl, WYNIKI

11 U Taq polimerazy (Promega). Po 5 minutach denatu-
racji wstepnej w 94°C nastepowato 32-37 cykli amplifi-
kacji ztozonych z denaturacji (94°C/60 s), przytaczania
starterow (51-63°C/60 s) i wydtuzania produktow reak-
¢ji (72°C/60 s). Temperatura topnienia ustalana byta dla
kazdej pary starterow indywidualnie. Produkty reakcji

PCR rozdzielane byty kolejno: podczas elektroforezy

W 2% zelu agarozowym (w celu potwierdzenia prawi-

dtowosci przebiegu reakcji PCR), a nast¢pnie podczas

elektroforezy w zelu poliakryloamidowym (w celu wizu-
alizacji wynikow dzigki znakowaniu starterOw barwni-
kiem fluorescencyjnym). Ostatni rozdziat elektrofore-
tyczny przeprowadzano przy uzyciu automatycznego
sekwenatora IR’ firmy LiCor. Efektem koficowym bylo

uzyskanie uktadu prazkow odpowiadajacego allelom mi-

krosatelitarnym, co pozwalafo na przeprowadzenie oce-

ny utraty heterozygotycznosci i klasyfikacj¢ analizowa-
nych przypadkow do jednej z trzech grup wyr6znionych
wedtug nastepujgcych zalozen:

1. heterozygota — przypadki informacyjne z zachowa-
nymi dwoma allelami dla danego locus, w materiale
nowotworowym i w tkance prawidiowej,

2. utrata heterozygotycznosci (LOH) — przypadki in-
formacyjne z utraconym jednym allelem lub ze znacz-
nie obnizong intensywnoscig wzgledng prazkow
w materiale nowotworowym dla danego markera
mikrosatelitarnego,

3. homozygota - przypadki nieinformacyjne wzgledem
analizowanego locus (rys. 2).

Analizy przeprowadzono dla 32 starterow, wyboru

ktorych dokonano w oparciu o istniejace bazy danych

(NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (tabela 5).

UTRATA MATERIAEU GENETYCZNEGO
W NOWOTWORACH PIERWOTNYCH

Utrat¢ heterozygotycznosci stwierdzono w 21 przypad-
kach, co stanowi 60% badanych nowotworow, nato-
miast w 14 przypadkach nie potwierdzono LOH na
zadnym z badanych chromosoméw. W analizowanym
materiale zmiana ta najcz¢sciej obejmowata chromosom
17 1 byta obecna w 15 nowotworach —w tym w 14 rdze-
niakach i w 1 sSPNET, co stanowito 43% wszystkich ba-
danych przypadkow. Odsetek ten dla samych rdzenia-
kow wynosit 58% (14/26), a dla sSPNET 16% (1/6). We
wszystkich przypadkach LOH zostata potwierdzona dla
co najmniej dwoch loci mikrosatelitarnych. W wigkszo-
Sci otrzymano dane wskazujace na utratg calego ramie-
nia 17p. W nowotworach oznaczonych kodem: MB-1,
MB-4, MB-7, MB-§, MB-9, MB-11, MB-13, MB-14,
MB-15, MB-16, MB-17 1 MB-22 obraz potwierdzaja-
cy obecnos¢ LOH uzyskano zardwno dla loci potozo-
nych okofocentromerowo (D175976, D17S1843), jak
idla tych zlokalizowanych w dystalnej cz¢Sci ramienia 17p
(D175849, D17S51828, D175675, D175729). W dwoch
przypadkach obszar delecji byl mniejszy (MB-19,
MB-21). Analiza mikrosatelitarna przeprowadzona dla
loci potozonego na dtugim ramieniu 17q potwierdzita
jego utrate w 3 przypadkach (MB-7, MB-14, MB-22),
co Swiadczy o stracie cafego chromosomu 17. Markery
mikrosatelitarne wykorzystane do analiz obejmowaty
loci dla genow supresorowych mogacych odgrywac rolg
w przebiegu rdzeniakow: HIC-1 1 REN*™" jednak roz-
miary delecji przemawiajg za utratq duzej czeSci materia-

Kod chorego Ple¢ Wiek (lata) Umiejscowienie nowotworu
MB-2W 1 12 prawa pétkula mozdiku
MB-6W M 13 okolica skroniowa lewa
MB-9W M 8 robok méidzku
MB-17W 1 4 prawa potkula mozdiku
MB-19W L 3 rohak mozdiku
MB-20W 1 10 lewa pétkula méidiku
MB-21W M 16 komora IV

PNET-5-W1 M 12 okolica ciemieniowo-potyliczna prawa
PNET-5-W2 M 12 okolica ciemieniowo-potyliczna prawa
PNET-5-W3 M 13 okolica ciemieniowo-potyliczna prawa
PNET-5-W4 M 13 okolica ciemieniowo-potyliczna prawa
ATRT-3-W A 4 okolica skroniowa lewa

Tabela 4. Dane kliniczne chorych z nawrotem procesu nowotworowego
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tu genetycznego zlokalizowanego na krotkim ramieniu
chromosomu 17 i tym samym za utratg wyzej wymie-
nionych oraz innych, dotad niezdefiniowanych genow
supresorowych transformacji nowotworowej. LOH, li-
czona tylko dla przypadkdw informacyjnych, wykaza-
ta najwicksza czesto$¢ wystepowania dla loci D17S729
(45%), D17S849 (44%) oraz D1751828 (41%), przy
czym nalezy zaznaczyc, ze czgstosE wystepowania LOH
w poszczegolnych loci byta podobna (tab. 6).

LOH na dtugim ramieniu chromosomu 10 stwierdzono
w picciu przypadkach (cztery rdzeniaki, jeden SPNET).
Markery mikrosatelitarne obejmowaly loci trzech genow

supresorowych transformacji nowotworowej majacych
znaczenie w onkogenezie nowotworow mozgu: PTEN
(D10S1709), SUFU (D10S1267) i DMBT1 (D10S587).
W materiale nowotworowym oznaczonym kodem MB-9
wynik Swiadczacy o utracie heterozygotycznosci potwier-
dzono dla trzech loci (D10S1709, D10S1267, D10S587),
co Swiadczy o stracie obszaru obejmujgcego region dla
wszystkich badanych gendw; w przypadkach MB-11
1 MB-22 obecnos¢ wynikOw nieinformacyjnych utrud-
nia precyzyjne okreSlenie rozmiaru delecji; zachowa-
nie heterozygotycznosci dla loci D10S1267, D10S209
1 D10S587 w przypadku MB-16 wskazuje na utratg tyl-

Nazwa Lokalizacja Sekwencja Dlugos¢ produktu (bp) Temperatura fopnienia
DIS162 1p33 5 oS 115-129 57°C
D152720 1033 R athrs 235-245 59°C
D1S510 1425 5 AGOMOMACTOAC OGS 173195 53°C
D15306 1432 AT ] 152 53¢
D152636 1932 Shrrare e e 216-224 57°C
D15237 1g41 G AaaTaess 259 59°C
D15180 1443 & ACiCheTOaTeTos 100-500 53¢
D55346 5q22 5 A OMACACAC TG 96-122 53
D9s319 9pl1 R e 173 55°C
D95299 9432 S A S 192 55°C
D10S1709 10923 It 158-174 55°C
D1051267 10q23 b ahbeme s 175213 63'C
D105209 10426 BRIt e 181-216 53C
D105587 10926 GO TEMOIES 3 150 51°C
D165521 16p13 ey 129 53C
D165752 1621 T 101129 63'C
D175250 17q11 YT 151 51°C
D175849 17p13 s cAeonboLs 251-261 59°C
D1751828 17p13 TG ECoTG 207-227 51°C
D175675 17p13 B Ty 193 56'C
D175729 17p13 Y 138 63'C
D1751843 17p11 Sy o 159-203 53
D175976 17p11 S TeeecaOTToHICS 234 55°C
D225303 22911 BTt 220-233 62C
D225257 22911 STy 125 51°C
D225449 22411 e v e 200 55°C
D225258 22q12 S heeemacaey 177-184 53
D2251163 22q12 N OeteTecoIoC s 147-163 51°C
D225535 22q12 S ASGUCHGUTSGte Y 114 51°C
D225298 22q12 P e m 59°C
D2251150 22912 R 213-235 51°C
D225268 22q12 RO 244-251 59°C

Tabela 5. Charakterystyka zastosowanych starterow oligonukleotydowych
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< 1allel

—_— < 2allel

N K N K N K

heterozygota uirata heterozygotycznosci homozygota
H LOH 0
Rys. 2. Schematyczne przedstawienie wynikow uzyskiwa-
nych podczas analizy na obecnosc utraty heterozy-
gotyeznosci. N — material nowotworowy, K — mate-
rial kontrolny

ko regionu genu PTEN. Jedyny przypadek sSPNET wy-
kazat LOH dla D10S1709 i1 D10S209 (SUFU, PTEN),
podczas gdy obszar obejmujacy gen DMBT1 cechowalo
zachowanie heterozygotycznosci (tab. 7).

LOH obejmujacg dtugie rami¢ chromosomu 9, gdzie po-
tozony jest gen PTCH1, stwierdzono w 2 przypadkach
(MB-5, MB-8). Zmiany pod postacia utraty heterozygo-
tycznosci obejmujace chromosomy 9q i 10q w 6/7 przy-
padkow wspotistnialy z delecjg chromosomu 17p.
Utrat¢ materiatu genetycznego na diugim ramieniu chro-
mosomu 22 wykazano w pi¢ciu przypadkach (rdzeniak,
dwa sPNET i dwa AT/RT). Obszar z delecjg we wszyst-
kich przypadkach obejmowat locus genu hSNF5/INII .
W jednym z przypadkow AT/RT (ATRT-1), niewielki ob-
szar, gdzie miata miejsce delecja, obejmowat tylko region
genu hSNF5/INII, przy zachowaniu heterozygotyczno-
Sci dla loci D22S303, D22S257 1 D225298 (tab. 8).

W zadnym przypadku nie stwierdzono LOH na chro-
mosomach 1p, 1q i 5q.

MB-15 MB-23 PNET-4 MB-16 PNET-5
D2251163 D225535 D225303 D1751843 D55346
R
o
N K N K N K N K N K

Rys. 3. Przykladowe wyniki uzyskane dla prob homozygo-
tyeznych wzgledem badanych loci. N — materiat no-
wotworowy, K — material kontrolny

UTRATA MATERIAEU GENETYCZNEGO
W NOWOTWORACH NAWROTOWYCH

Badany materiat obejmowat 12 przypadkow nowotwo-
row nawrotowych. Wsrod nich bylo 7 rdzeniakow pocho-
dzacych od roznych chorych, 4 kolejne wznowy sPNET
pochodzace od tego samego pacjenta oraz 1 przypadek
wznowy AT/RT. Nowotwory te operowane byly od 2 do
5 lat po pierwszym zabiegu; we wszystkich przypadkach
potwierdzono pierwotne rozpoznania. W analizowanych
nowotworach nawrotowych znany byt profil molekular-
ny nowotworu pierwotnego. Zmiang¢ obrazu moleku-
larnego stwierdzono w jednym rdzeniaku (MB-9). Byt
to przypadek nowotworu pierwotnie rozsianego, ktory
po dwoch latach manifestowat si¢ jako lita masa nowo-
tworowa zlokalizowana w robaku mozdzku. W nowo-
tworze pierwotnym obecna byla utrata heterozygotycz-
nosci na chromosomie 10q i 17p, zmiana ktora uzyskata

Lokalizacjo/ | Gen | MB-1 | MB-4 | MB-7 | MB-8 | MB-9 | MB-11 |MB-13 | MB-14| MB-15 | MB-16 | MB-17 | MB-19 | MB-21 | MB-22| PNET-3| (zestost
Marker LOH
]7p'|3/ ° — ° ° — ° - ° ° o ° ° ° 11/25
D175849 (44%)
|7p]3/ - ° — ° ° — ° — — o ° ° ° 9/22
D1751828 41%)
17p13/ | HICT | o o o o . - ° o ° o o - - 10/26
D175675 (38%)
17p13/ | REN | - J . - - - - . . - - . - 5/11
D175729 (45%)
17p11/ - | e - | - . - - = | e . o R 6/18
D1751843 (33%)
17p11/ | TP53 | o - . ° - o . - - ° o . - 8/20
D175976 (40%)

Tabela 6. Szczegoltowe wyniki oceny obecnosci utraty heterozygotycznosci na chromosomie 17p z uwzglednieniem lokalizacji wybra-
nych genow objetych analizq mikrosatelitarng. ,,®” — utrata heterogygotycznosci, ,,© " — heterogygota, ,,—" — homozygota
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MB-21 MB-26 MB-6 MB-10 MB-25
D2251163 D2251163 D175675 D1751843 D15180
o '
‘
- = ‘ -~
b b -

N K N K N K N K N K
MB-3 MB-15 MB-6 MB-8 MB-7
D105587 D225258 D1S2636 D2251150 D9S319
-, .

- - -

REIR
- -
N K N K N K N K N K

Rys. 4. Przykiadowe wyniki ukazujgce zachowanie hetero-
Zygotyeznosci. N — materiat nowotworowy, K — ma-
terial kontrolny

potwierdzenie takze we wznowie, natomiast tylko w no-
wotworze nawrotowym stwierdzono dodatkowo utrate
na obydwu ramionach chromosomu 16.

Przykfadowe wyniki pokazano na rysunkach (rys. 3-5).

DYSKUSJA

W nowotworach pochodzenia zarodkowego zaburzenia
molekularne pod postacig utraty heterozygotycznosci
wystepuja z rdzng czgstoscig 1 dotyczag wielu obszardw
chromosomalnych. W rdzeniakach najczeSciej stwier-
dza si¢ utrat¢ ramienia 17p. Zaburzenie to, wykrywane
w 30-50% badanych guzow, zazwyczaj jest zwigzane
z wystepowaniem izochromosomu 17q"***'*'”. W ana-

MB-9 MB-11 MB-20 MB-4 MB-8
D10S587 D10S587 D225257 D1751843 D1751828
- - =
= |18 | 18
‘e
Ltk "
- ra—
2
- -
SAE
N K N K N K N K N K
MB-14 MB-5 ATRT-1 PNET-3 MB-9
D1751828 D9S319 D2251163 D10S1709 D10S1267
[ T“W‘ g
el »
e

N K N K N K N K Nk
Rys. 5. Przyktadowe wyniki ukazujqce utrate heterozygo-
tyeznosci. N — material nowotworowy, K — materiat
kontrolny. Strzalka wskazuje miejsce po utraco-

nym allelu

lizowanej grupie nowotworéw LOH na chromosomie
17p zostata potwierdzona w 58% rdzeniakow, co byto
poréwnywalne z danymi z piSmiennictwa. Przeprowa-
dzenie badan ze starterem dla sekwencji mikrosatelitar-
nych umiejscowionych na diugim ramieniu chromosomu
17q posrednio pozwolito na ustalenie liczby nowotwo-
row, w ktorych mozliwa byta obecno$¢ i(17q). Zacho-
wanie heterozygotycznosci dla sekwencji potozonych
w tym obszarze stwierdzono w 20 przypadkach. Mozna
zatem zatozyC, ze w wickszosci badanych rdzeniakow
utracie materiatu genetycznego na chromosomie 17p to-
warzyszyla obecnos¢ izochromosomu 17q. Istniejg dwie
hipotezy ttumaczgce znaczenie zmian obejmujacych

Lokalizacjo/Marker Gen MB-9 MB-11 MB-16 MB-22 PNET-3 (zgstosc LOH
10923/ PTEN o - o o o 4/
D10S1709 (15%)
10923/ SUFU o - ° - - 1/25
D10S1267 (4%)
10926/ - ] ° o o 3/25
D105209 (12%)
10426/ DMBTI . . o - o 2/23
D10S587 (7%)

Tabela 7. Szczegotowe wyniki oceny obecnosci LOH na chromosomie 10q z uwzglednieniem lokalizacji wybranych genow obje-
tych analizq mikrosatelitarng. ,,®” — utrata heterozygotycznosci, ,,© " — heterozygota, ,,—” — homozygota
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chromosom 17 w patogenezie rdzeniaka. Jedna z nich
zaktada, ze dla rozwoju nowotworu istotna jest nie tylko
utrata materiatu genetycznego na ramieniu krotkim, ale
rowniez zwigzany z obecnoscig i(17q) nadmiar mate-
rialu genetycznego na ramieniu dtugim chromosomu
175 Druga hipoteza, majaca zdecydowanie wiecej
zwolennikow, opiera si¢ na zalozeniu, ze tracony ob-
szar na chromosomie 17p zawiera hipotetyczne geny
supresorowe. Poszukiwania tych gendw nie ustajg od
momentu stwierdzenia, jak czestq zmiang jest utrata ra-
mienia krotkiego 17p w rdzeniakach. Minimalny region
17p ulegajacy w rdzeniakach delecji obejmuje obszar
17p13.3-13.2*"*. Analizy molekularne potoznych w tym
regionie znanych genOw supresorowych nie wykazuja
czestych zmian. Przyktadem jest gen TP53, ktorego mu-
tacje stwierdza si¢ w okofo 50% wszystkich schorzefi no-
wotworowych u cziowieka, a w rdzeniakach mutacje ge-
nu potwierdzono w zaledwie kilku przypadkach"®***.
Poszukiwania zaburzen genOw supresorowych na chro-
mosomie 17p nie ograniczajg si¢ tylko do znanych anty-
onkogenow, lecz na podstawie wynikow prezentowanych
w wickszosci opracowan trudno o spdjne wnioski. Doty-
czy to m.in. gendw ROX/Mnt, HIC-1 oraz ABR™*%.
Jedynie w przypadku genu REN*™"" odsetek stwier-
dzanych zmian wydaje si¢ by¢ wickszy®*. W mate-
riale wlasnym utrat¢ catego ramienia 17p odnotowano

w 12 z 14 rdzeniakow z LOH 17p. Podobne wyniki pre-
zentuja Thomas i wsp. oraz Scheurlen i wsp., ktorzy
w przeprowadzonych badaniach potwierdzili utrat¢ ca-
tego krotkiego ramienia 17p we wszystkich badanych
przypadkach™**. Po porOwnaniu uzyskanych wynikow
z aktualng literaturg wydaje si¢, ze zmiany na chromo-
somie 17 Swiadczg o obecnosci wigkszej liczby genow
supresorowych potozonych na krotkim ramieniu 17p,
ktore mogg by¢ zaangazowane w patogenez¢ rdzenia-
ka. Niepowodzenia przy poszukiwaniu tych genow po-
winny jednakze sktaniac ku jednej z opisanych powy-
z¢j hipotez, podkreslajacych prawdopodobne znaczenie
zmian iloSciowych obejmujacych chromosom 17 w pa-
togenezie rdzeniaka.

W nowotworach typu sPNET w odr6znieniu od rdze-
niakow nie opisywano dotychczas zmian o typie utraty
materiatu genetycznego na diugim ramieniu chromoso-
mu 17. Zaburzenie to uznawane jest za gtowny element
rOznicujacy na poziomie molekularnym oba typy podob-
nych do siebie histologicznie nowotworow. Stwierdze-
nie w jednym z przypadkow w analizowanym materia-
le obecnosci LOH na 17p jest dowodem na mozliwos¢
wystepowania tego zaburzenia takze w nowotworach
o typie SPNET. Brak opisu takich zmian w piSmiennic-
twie mozna wyttumaczyc¢ ich prawdopodobnie maig cz¢-
stoscig wystepowania oraz umieszczaniem obu typow

Lokalizacja/Marker Gen MB-20 PNET-1 PNET-4 ATRT-1 ATRT-3 (zestosé LOH
22911/ o ° - o ° 3/18
D225303 (17%)
22q11/ . - - o - 119
D225257 (5%)
22q11/ - - . - . 2/
D225449 (9%)

hSNF5/INIT

22912/ - . o - - 2/20
D225258 (10%)
22412/ . . . . - 4/25
D2251163 (16%)
22412/ - - - - - 0/9

D225535 (0%)
22912/ - o - o . 1/18
D225298 (6%)
22q12/ . - - - - 1/16
D2251150 (6%)
22q12/ U o o - o 3/13
D225268 (23%)

Tabela 8. Szczegotowe wyniki oceny obecnosci LOH na chromosomie 22q z uwzglednieniem lokalizacji wybranych genow obje-
tych analizq mikrosatelitarng. ,,®” — utrata heterozygotycznosci, ,,© " — heterozygota, ,,—" — homozygota
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nowotworOow w jednej grupie, co miafo miejsce zwlasz-
cza w starszych doniesieniach.

W rdzeniakach obecno$¢ LOH na chromosomie 17p
(wspdfistniejgca najczesceiej z izochromosomem 17q) opi-
sywana jest takze w skojarzeniu z innymi aberracjami
chromosmalnymi, majgcymi charakter nadmiaru ma-
teriatu genetycznego. Bayani i wsp. oraz Bhattacharjee
1 wsp. na podstawie analiz cytogenetycznych wymienia-
ja wsrod tych zmian trisomi¢ chromosomu 7 oraz nad-
miar materiatu genetycznego na chromosomach 11 8%
Whyniki analiz przeprowadzonych przez Reardon i wsp.,
Avet-Loiseau i wsp., Shlomit i wsp. oraz Michiels i wsp.
metoda CGH wykazaty wspotobecnos¢ zmian o podob-
nym charakterze“***"*. W badaniach tych zauwazy¢
mozna takze obecnos¢ licznych kombinacji zmian o cha-
rakterze utraty materialu genetycznego wystepujacych
w obrebie roznych chromosomow, generalnie jednak brak
im cech powtarzalnoSci. Rowniez w analizach przepro-
wadzonych przy uzyciu markerow mikrosatelitarnych nie
wykazano jak dotad takiej zaleznoSci. W opracowaniu
Blaeker i wsp. obejmujacym 7 przypadkow rdzeniakow
kombinacje zaburzef majacych miejsce w obszarach po-
tozonych na r6znych chromosomach miaty charakter
przypadkowych zmian wtornych®”.

Analiza materiatu wlasnego wykazata wspotwystepowa-
nie LOH na chromosomie 17p z zaburzeniami tego typu
na krotkich ramionach chromosomow 9 1 10. Badane
obszary na tych chromosomach obejmowaly /oci dla ge-
nOw zaangazowanych w proces przekazywania sygnatu
na szlaku SHH: SUFU i PTCH 1. Zaburzenia w obrebie
tych genow opisywano dotychczas przede wszystkim
w odmianie desmoplastycznej rdzeniaka®*”. W jedy-
nym analizowanym przypadku tej postaci nowotworu
(MB-20) nie stwierdzono LOH na 9q i 10q. Natomiast
zbieznos¢ obecnosci LOH na 9q, 10q i 17p moze przema-
wiac za zwigzkiem pomiedzy genami aktywnymi na szla-
ku SHH i genami zlokalizowanymi na krotkim ramieniu
chromosomu 17, takze w klasycznej postaci rdzeniaka.
Potwierdzeniem tych spostrzezefi moze by¢ doniesienie
Di Marcotullino i wsp. opisujace delecje genu supreso-
rowego REN*™" w 39% (7/18) badanych rdzeniakow"”.
Powyzszy gen, bedacy antagonistg bialek transkrypcyj-
nych z rodziny Gli, poprzez blokowanie ich transferu do
wnetrza jadra wycisza transkrypcje genow docelowych.
Inaktywacja genu prowadzi do zaburzen w funkcjono-
waniu szlaku SHH i przyczynia si¢ do promocji rozrostu
nowotworowego. W kolejnej pracy pochodzacej z tego
samego oSrodka De Smaele i wsp. kolejny raz podkre-
Slili znaczenie delecji na chromosomie 17p w aktywacji
transkrypcji docelowych genéw na szlaku SHH®. Odkry-
cie zmian genu REN““" ponownie skfania do podj¢cia
proby wyjasnienia znaczenia cz¢stego zaburzenia, jakim
jest utrata chromosomu 17p w patogenezie rdzeniaka.
Poniewaz utrata materiatu genetycznego na chromoso-
mie 17 jest najczestszg zmiang molekularng stwierdzang
w rdzeniaku, w wielu doniesieniach podejmowano pro-
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by wykorzystania jej jako czynnika prognostycznego.
W chwili obecnej brak jest jednak przestanek, ktore po-
zwalalyby na jednoznaczng interpretacj¢ danych z pi-
$miennictwa. Bowiem obok prac Batra i wsp. czy Scheur-
len i wsp., w ktorych opisano zwigzek pomi¢dzy utratg
chromosomu 17p a zdecydowanie gorszym rokowaniem
w porOwnaniu z chorymi bez delecji, istniejg doniesie-
nia, ktorych autorzy na podstawie przeprowadzonych
analiz statystycznych stawiajq krancowo odmienne wnio-
ski"*". T tak Emadian i wsp., Biegel i wsp. a takze Jung
i wsp. nie wykazali zaleznosci pomiedzy LOH 17p a kr6t-
szym czasem przezycia chorych"***. Nalezy nadmienic,
ze w wiekszoSci wspomnianych opracowar, poza pracg
Biegel i wsp. oparta na wigkszej, bo 56-osobowej grupie
pacjentow, liczebnoS¢ badanych grup jest porownywalna.
Sposobem na wykorzystanie LOH 17p jako czynnika pro-
gnostycznego moze byC rozwigzanie zaproponowane
przez Gilbertson i wsp., w ktdrym powigzano utrat¢ ra-
mienia krotkiego ze zmianami ekspresji receptora ErbB2
oraz z klinicznymi czynnikami ryzyka. Zdaniem autorow
posunic¢cie takie pozwala na zdecydowanie lepsze prze-
widywanie przebiegu choroby"”.

Zarowno Emadian i wsp., jak i Biegel 1 wsp. zwracajq
uwage na czestsze wystgpowanie LOH 17p u dzieci po-
wyzej trzeciego roku zycia®*?. W obu doniesieniach
grupa miodszych dzieci stanowita okoto 1/4 wszystkich
badanych, przy czym autorzy nie stwierdzili statystycznie
istotnej zaleznoSci pomig¢dzy wiekiem chorych a czasem
ich przezycia, nie wykazujac tym samym zwigzku pomice-
dzy utratq krotkiego ramienia chromosomu 17p a gor-
szym rokowaniem. Podobne wyniki dotyczace cz¢stoSci
LOH na 17p w poszczeg6lnych grupach wiekowych uzy-
skano takze w wyniku analizy materialu wtasnego.
Utrata materiatu genetycznego na chromosomie 22q opi-
sywana jest, w zaleznosci od opracowania, w 7-27% dla
nowotworow MB/sPNET i w 60-90% dla AT/RT®#+4.
W materiale wtasnym LOH na 22q zostata potwierdzona
w 3 przypadkach MB/sPNET (14%) i w 2 z 3 badanych
AT/RT. Czestos¢ wystepowania tych zmian pozostaje
w zgodzie z danymi z piSmiennictwa. LOH na chromo-
somie 22q bylfa jedynym stwierdzonym zaburzeniem
o typie utraty materiatu genetycznego w AT/RT. Nie
odnotowano obecnosci utraty materiatu genetycznego
w obrebie innych obszarow genomu opisywanych przez
Wharton i wsp. i Rickert i wsp. W pracach tych autorzy
przeanalizowali metoda CGH tacznie 10 przypadkow
guzow AT/RT, wykazujac wspolistnienie utraty materia-
tu genetycznego na chromosomie 22 z utratg na chro-
mosomach 1, 16, 17, 191 2049,

Utrata materiatu genetycznego na 22q w nowotworach
MB/sPNET jest uznawana powszechnie za zmian¢ wtOr-
ng, opisywang w kombinacjach z innymi alteracjami,
przede wszystkim zas$ z izochromosomem 17q***”. Jed-
nak w materiale wtasnym, podobnie jak miafo to miej-
sce w przypadkach guzow AT/RT, zaburzenie to wyste-
powalo jako zmiana izolowana.

179



ARTYKUE REDAKCYINY

Utrata materiafu genetycznego na chromosomie 1, obec-
na w wielu typach nowotworéw OUN, w rdzeniakach
jest opisywana z czgstoscia 30-40%""*Y. Mutacje jedyne-
go kandydata potozonego w tej okolicy, genu PTCH?2,
stwierdza si¢ wyjatkowo rzadko“®. Co ciekawe, odmien-
ne wyniki uzyskiwane sa przy uzyciu metody CGH.
Strata krotkiego ramienia chromosomu 1p notowana
jest sporadycznie, natomiast cz¢stym zaburzeniem jest
nadmiar materiatu genetycznego na 1q°**”. Utrata ma-
teriatu genetycznego na chromosomie 1 w nowotworach
sPNET i AT/RT opisywana byta w pojedynczych przy-
padkach, jednak mata liczebnos$¢ badanych grup nie po-
zwala na obiektywng oceng cz¢stosci tego zjawiska ¥,
W materiale wtasnym nie stwierdzono jej w zadnym
z nowotworOow pochodzenia zarodkowego. Wyniki po-
twierdzajace zachowanie heterozygotycznosci we wszyst-
kich analizowanych przypadkach s3 powazng przestan-
kg do zakwestionowania badanego regionu jako miejsca
obejmujacego geny supresorowe transformacji nowo-
tworowej istotne dla rozwoju nowotwordw pochodze-
nia zarodkowego u dzieci.

W materiale wlasnym nie wykryto takze obecnosci dele-
¢ji na chromosomie 5q, obejmujacych region genu APC,
opisywanych w pojedynczych przypadkach w literaturze.
Zaburzenia tego genu spotyka si¢ przede wszystkim
w rdzeniakach, ktorych wystepowanie uwarunkowane
jest genetycznie (zespot Turcota typu 2), natomiast ba-
dana grupa obejmowata tylko przypadki nowotworow
wystepujacych sporadycznie®*"*.

Informacje na temat progresji i/lub sekwencji pojawiania
si¢ zmian molekularnych w nowotworach mozgu pocho-
dzenia zarodkowego sg nieliczne i dotyczg w zasadzie
tylko rdzeniakow. Sposrdd kilku analiz uwzgledniajacych
takze nowotwory nawrotowe, zmiany w obrazie mole-
kularnym guzow pierwotnych i wtornych opisali tylko
Eberhart i wsp.” W pracy udokumentowano dodatko-
wg utrate materiatu genetycznego na chromosomach
17p 1Y w guzie nawrotowym, przy czym wraz ze zmiang
obrazu molekularnego nastapita progresja stopnia ana-
plazji nowotworu. Zjawisko zmiany stopnia anaplazji
opisali takze Loenard i wsp., ale w analizowanym ma-
teriale nie byto rdzeniakdw. Autorzy scharakteryzowali
natomiast zwigzek pomi¢dzy obecnoscig wigkszej liczby
zmian molekularnych w grupie nowotworow o wyzszym
stopniu anaplazji i na podstawie przeprowadzonych ana-
liz uznali obecno$¢ i(17q) za zmiang pojawiajacg si¢ we
wezesnej fazie rozwoju nowotworu”. Hipoteza dotyczg-
ca jednoczesnej zmiany stopnia anaplazji rdzeniakow iich
obrazu molekularnego stawiana jest takze w kolejnym
doniesieniu Eberhart i Burger. Autorzy uwazajg, ze zwia-
zek pomiedzy wznowa nowotworu a progresja stopnia
jego anaplazji, potaczong z nagromadzeniem si¢ aberra-
¢ji genetycznych, moze dotyczyC nie tylko rdzeniakow, ale
takze innych nowotworéw pochodzenia zarodkowego®*.
W jedynej analizie przeprowadzonej przy uzyciu marke-

180 row mikrosatelitarnych autorstwa Yin i wsp. nie wyka-

zano zmian w obrazie zaburzen molekularnych stwier-
dzanych w dwoch rdzeniakach nawrotowych"”. Analiza
materiafu wtasnego obejmujgca siedem przypadkow no-
wotworow nawrotowych (piec rdzeniakow, jeden sPNET,
jeden AT/RT) potwierdzita progresj¢ zmian molekular-
nych w jednym z badanych nowotwordow. Przypadek ten
dotyczyt 6-letniego dziecka z pierwotnie rozsiang posta-
cig rdzeniaka obejmujacego caly tylny dot czaszki, ktory
poddany zostat radioterapii i chemioterapii. Po dwoch
latach u chorego stwierdzono symptomy wznowy pro-
cesu nowotworowego pod postacig litego guza zlokali-
zowanego w robaku mézdzku.

Analiza molekularna nowotworu nawrotowego, oprocz
notowanych w procesie pierwotnym delecji na chromo-
somach 10q i 17p, wykazata dodatkowa utrat¢ materiafu
genetycznego na obydwu ramionach chromosomu 16.
W badaniu histopatologicznym w obu przypadkach roz-
poznano rdzeniaka klasycznego. Dodatkowy obszar ob-
jety delecja zajmowal w nowotworze nawrotowym lo-
kalizacje, ktorych utrate opisywali m.in. Blaeker i wsp.,
Yin i wsp. oraz Michiels i wsp."***” Te dosyc czeste, bo
wystepujace nawet w 50% przypadkow, zmiany nie byly
dotad opisywane jako zaburzenia wtorne, nawet we
wspomnianej wczesniej analizie Yin 1 wsp."”
Studiujac ten przypadek, nie mozna wykluczy¢ mozliwo-
Sci pojawienia si¢ nowych zmian molekularnych w wy-
niku stosowanej radioterapii, ktora w rdzeniaku jest me-
todg terapeutyczng z wyboru. Jednakze argumentem
przemawiajacym przeciwko temu zafozeniu jest brak pro-
gresji zmian molekularnych w pozostatych analizowa-
nych przypadkach nowotwordw nawrotowych, z ktorych
wickszoSC (7 sposrod 9) guzow takze byla poddana ra-
dioterapii i chemioterapii.

Uzyskane wyniki nie wykazaly zatem cz¢stego wystepo-
wania dodatkowych regionow objetych utratqg materiatu
genetycznego w nowotworach nawrotowych. Niemniej
jednak progresja procesu nowotworowego moze by¢
zwigzana z obecnoscig innych zmian molekularnych, co
sugerowali Leonard i wsp., wykazujac czgstsze amplifi-
kacje c-myc w rdzeniakach olbrzymiokomorkowych uwa-
zanych za nowotwory o bardziej nasilonej anaplazji".

WNIOSKI

1. Stwierdzenie utraty heterozygotycznosci w regionach
obejmujacych miejsca lokalizacji znanych genow su-
presorowych: PTCHI, AXINI, hSNF5/INI1, PTEN,
SUFU 1 DMBT! przemawia poSrednio za ich zaan-
gazowaniem w patogenez¢ nowotworOw pochodze-
nia zarodkowego.

2. Odnotowanie utraty heterozygotycznosci na chro-
mosomach 161 17 sugeruje obecnos¢ w tych obsza-
rach loci dla dotychczas niezidentyfikowanych genow
supresorowych transformacji nowotworowej.

3. Brak zmian wskazujacych na utrat¢ materiatu ge-
netycznego na chromosomach 115 przemawia za
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ich niewielkim znaczeniem w rozwoju badanych
NOWOIWOrOw.

Badania przy uzyciu markerow mikrosatelitarnych
ze wzgledu na rozmiar delecji czgsto nie pozwalajg
na okreslenie minimalnego traconego regionu i unie-
mozliwiajg precyzyjne oznaczenie loci poszczegol-
nych gendw supresorowych.

Zaburzenia molekularne wystepujq z rézng czgsto-
Scig w poszczegOlnych typach histologicznych no-
wotworow pochodzenia zarodkowego, nie majg jed-
nak charakteru zmian swoistych.

Progresja zmian molekularnych w nowotworach na-
wrotowych jest mozliwa, aczkolwiek nie wydaje si¢
by¢ zjawiskiem czestym. Nie mozna rownoczeSnie
wykluczy¢ wplywu radioterapii na powstawanie ko-
lejnych zaburzen.
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