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Streszczenie |

Gwiazdziak wlosowatokomdrkowy (pilocytic astrocytoma, PA) jest najezgstszym nowotworem mozgu wystepujacym u dzieci,
u ktdrych stanowi okoto 30% wszystkich nowotwordw oSrodkowego uktadu nerwowego. Biologia molekularna tego nowo-
tworu, pomimo jego cz¢stego wystgpowania w populacji dziecigcej, nie zostata dotad wystarczajaco poznana, a ewentualne-
go zwigzku pomigdzy obecnoscig zaburzen molekularnych a parametrami klinicznymi nie zdefiniowano na poziomie pozwa-
lajacym wykorzysta¢ wyniki badafi genetycznych w sferze dziatai klinicznych. Celem projektu byto ustalenie profili ekspresji
genow roznicujacych gwiazdziaka wlosowatokomorkowego wieku dziecigcego w zaleznosci od jego umiejscowienia, obra-
zu radiologiczno-morfologicznego oraz przebiegu klinicznego choroby. Do bada zakwalifikowano nowotworowy materiaf
tkankowy pochodzacy od 86 dzieci (55 chlopcow, 31 dziewczat) w wieku od 1 do 17 lat (mediana 7 lat). Wszystkie przypadki
zostaly zdiagnozowane w Zaktadzie Patologii Molekularnej i Neuropatologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi w oparciu
o kryteria biezacej klasyfikacji nowotworéw oSrodkowego uktadu nerwowego wedtug WHO. Badania majace na celu iden-
tyfikacje istotnych biologicznie odchylefi w ekspresji gendw przeprowadzono przy uzyciu mikromacierzy wysokiej gestoSci
Human Genome U133 Plus 2.0 (Affymetrix) w 50 przypadkach gwiazdziakow wiosowatokomdrkowych. Badana grupa byta
zroznicowana pod wzgledem lokalizacji (28 nowotworéw mozdzku i komory IV, 11 nowotwordéw drog wzrokowych i pod-
wzgorza, 9 nowotwordw potkul mozgu, 2 nowotwory pnia mézgu), obrazu radiologiczno-morfologicznego (27 nowotwo-
row litych, 10 nowotworow torbielowatych, w ktorych wzmocnieniu kontrastowemu ulegaly Sciana torbieli i guzek przy-
Scienny, 8 nowotwordw torbielowatych z guzkiem przySciennym, w ktrych wzmocnieniu kontrastowemu ulegat tylko guzek
przyScienny, 5 nowotworéw z obecnymi cechami martwicy centralnej) i przebiegu klinicznego choroby (5 przypadkdw z ce-
chami klinicznymi progresji choroby po resekcji subtotalnej, 2 przypadki rozwijajace si¢ w przebiegu neurofibromatozy
typu 1.). Po normalizacji wynikow przy uzyciu algorytmu GC-RMA przeprowadzono analizy bioinformatyczne wykorzystu-
jace przede wszystkim pakiet Bioconductor. Wyselekcjonowano 862 geny roznicujace gwiazdziaki wiosowatokomorkowe pod
wzgledem umiejscowienia anatomicznego i wykazano obecno$¢ istotnej zaleznosci statystycznej pomigdzy profilem ekspresji
gen6w w odniesieniu do lokalizacji zmiany (p=0,001). Na podstawie uzyskanych wynikow dokonano wyboru gendw beda-
cych markerami molekularnymi dla nowotwordw rozwijajacych si¢ w poszczegolnych lokalizacjach (IRX2, PAX3, CXCL14,
LHX2,SIX6, CNTNI, SIX1). Nie wykazano mozliwosci zroznicowania badanej grupy w zaleznosci od obrazu radiologiczno-
-morfologicznego. Geny najlepiej roznicujace badang grupe cechowaly sig mafa amplituda zmian i brakiem znamiennosci
statystycznej (p=0,88). Podobnie progresja choroby nie byta zwigzana z profilem ekspresji gendw (p=0,83). Walidacje uzy-
skanych wynikow przeprowadzono w oparciu 0 QRT-PCR. Przeprowadzone analizy pozwolily stwierdzi¢, ze gwiazdziaki
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wilosowatokomérkowe w zaleznosci od lokalizacji anatomicznej posiadaja charakterystyczny profil ekspresji gendw, sugeru-
jacy ich rézne pochodzenie. Z kolei obraz radiologiczno-morfologiczny oraz przebieg kliniczny choroby nie maja zwiazku
z catkowitym profilem ekspresji genow.

Stowa kluczowe: dzieci, gwiaZzdziak wiosowatokomdrkowy, lokalizacja, obraz radiologiczny, profil ekspresji gendw, prze-
bieg choroby

Summary |

Pilocytic astrocytoma (PA) is the most common type of brain tumour in paediatric population connected with favourable
prognosis although in numbered cases recurrence or dissemination could be observed. PA accounts for 30% of all brain tu-
mours occurring in children. The tumours affect various anatomical structures and show different radiological appearance.
Genetics of this tumour as well as the plausible correlations between molecular profile and clinical course of the disease
and/or radiological features are still undefined. The purpose of our research was the identification of gene expression pro-
files related to localization and radiological features of pilocytic astrocytomas and clinical course of the disease. Eighty six
children with PAs, operated on in the Department of Neurosurgery, Polish Mother’s Memorial Hospital Research Institute,
were included in this study. The group was comprised of 55 males and 31 females. The mean age of patients at the time of
diagnosis was 7 years (ranging from 1 to 17 years). All specimens were diagnosed at the Department of Molecular Pathol-
ogy and Neuropathology Medical University of Lodz, according to the WHO criteria. The analysis was done by high den-
sity oligonucleotide microarrays (GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0) in 50 snap-frozen tissue samples diversified
in terms of localization (28 cerebellar tumours, 11 optic tracts and hypothalamic tumours, 9 hemispheric tumours, 2 brain
stem tumours), radiological appearance (27 solid or mainly solid tumours, 10 cystic tumours where the mural nodule and the
cyst wall were enhanced, 8 cystic tumours where only the mural nodule was enhanced, 5 largely necrotic tumours) and clin-
ical course (5 cases of progressive disease after subtotal resection, 2 cases connected with neurofibromatosis type 1). Bioin-
formatic analyses with using Bioconductor packages were done after normalization of data with using GC-RMA algorithm.
Gene expression profile of pilocytic astrocytomas highly depends on the tumour localization. This correlation reach statisti-
cal significance (p=0.001). Eight hundred sixty-two probesets differentiated tumours of different localization with high sig-
nificance of global test. Most prominent differences were noted for IRX2, PAX3, CXCL14, LHX2, SIX6, CNTNI and SIX]
genes. Analysis of the genes differentiating between radiological features showed much weaker transcriptome differences,
with the borderline significance in the global test of association (p=0.88). No genes showed significant association with the
tendency to progression in univariate analysis (p=0.83). The results of microarray analysis were confirmed by QRT-PCR.
In the conclusion we showed that gene expression profile in pilocytic astrocytomas is connected with tumour localization
and such relationship suggest different origin of PA arising within various anatomical brain structures. Morphological and
radiological features as well as clinical course of disease seem not to be associated with different gene expression pattern.

Key words: children, gene expression profiling, location, outcome, pilocytic astrocytoma, radiology

CGH - poréwnawcza hybrydyzacja genomowa (ang. comparative ge-
nomic hybridization)
CHAD - ang. chondroadherin

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

aCGH - porownawcza hybrydyzacja genomowa z zastosowaniem

mikromacierzy (ang. array comparative genomic hybridization)
ALDH - rodzina dehydrogenaz aldehydowych (ang. aldehyde dehydro-
genase gene superfamily)

ARX - ang. aristaless-related homeobox X-linked

ASCLI — ang. achaete-scute homolog 1

ASE - ekspresja allelospecyficzna (ang. allele-specific expression)
BCL7A - ang. B-cell CLL/lymphoma 7A

BCL7B - ang. B-cell CLL/lymphoma 7B

BRAF - ang. v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog Bl

CINH — ang. complement component 1 inhibitor

CASP7 - ang. caspase 7, apoptosis-related cysteine peptidase

CD68 - antygen lizosomalny, marker makrofagéw

CDH5 - ang. cadherin 5

CDKN2A (pl16INK4A) - gen inhibitora kinazy cyklinozaleznej 2A

136 (ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A)

CNS PNET - prymitywny nowotwdr neuroektodermalny osrodko-
wego uktadu nerwowego (ang. central nervous system primitive neu-
roectodermal tumor)

CNTNI - ang. contactin 1

COL9AI - ang. collagen type IX alpha-1

CXCL14 - ang. chemokine, CXC motif, ligand 14

CTGF - czynnik wzrostu tkanki facznej (ang. connective tissue growth factor)
DNER - ang. Delta/Notch-like EGF-related

DYPSL3 - ang. dihydropyrimidinase-like 3

EFS - okres przezycia wolnego od nawrotu choroby (ang. event-free
survival)

EGFR - gen receptora nablonkowego czynnika wzrostu (ang. epider-
mal growth factor receptor)

ERBB3 (HER3) - gen receptora nabtonkowego czynnika wzrostu
(ang. v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3)
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ESM1 - ang. endothelial cell-specific molecule 1

FDR - odsetek wynikow fatszywie dodatnich (ang. false discovery rate)
FLNI - ang. filamin A

FNI - gen fibronektyny (ang. fibronectin 1)

FOXGIB - ang. forkhead box G1

FOXM1 — ang. forkhead box M1

GABA - kwas gamma-aminomastowy (ang. gamma-aminobutyric
acid)

GCRMA - ang. Guanine Cytosine Robust Multi-array Analysis

GFAP - kwasne fibrylarne biatko glejowe (ang. glial fibrillary acid-
ic protein)

GSEA - ang. gene set enrichment analysis

HIF - gen czynnika indukowanego hipoksja (ang. hypoxia inducible
factor)

HIPK? - ang. homeodomain interacting protein kinase 2

IDH] - gen dehydrogenazy izocytrynianowej 1 (ang. isocitrate dehy-
drogenase 1)

IGFBP?2 — gen biatka wigzacego insulinopodobne czynniki wzrostowe
(ang. insulin-like growth factor-binding protein 2)

IL§ - gen interleukiny 8 (ang. interleukin 8)

IRX - ang. iroquois homeobox proteins

Ki-67 (MIB1) - antygen proliferacyjny

KIT - gen kinazy tyrozynowej (ang. v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline
sarcoma viral oncogene homolog)

KRAS - ang. v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

KS - test permutacyjny Kotmogorowa-Smirnowa

LAMBI - ang. laminin, beta-1

LICAM - ang. L1 cell adhesion molecule

LHX?2 — ang. lim homeobox gene 2

LHX9 - ang. lim homeobox gene 9

LOX - oksydaza lizylowa (ang. lysyl oxidase)

LOH - utrata heterozygotycznosci (ang. loss of heterozygosity)

LS - test permutacyjny najmniejszych kwadratow (ang. Least
Squares)

MA - mikromacierze (ang. microarray)

MAPK - kaskada sygnalowa kinaz aktywowanych mitogenem (ang. mi-
togen-activated protein kinase signaling pathway)

MATN?2 — ang. matrilin-2

MB - rdzeniak (ang. medulloblastoma)

MBP - zasadowe biatko mieliny (ang. myelin basic protein)

MGMT - metylotransferaza O6 metyloguaniny (ang. O6-methyl-
guanine-DNA methyltransferase)

MYB - ang. v-myb avian myeloblastosis viral oncogene homolog
MYODI - ang. myogenic differentiation antigen 1

NEDDA4L - ang. ubiquitin protein ligase NEDD4-like

NFI - gen neurofibrominy 1 (ang. neurofibromin 1)

NF1 - neurofibromatoza typu 1 (ang. neurofibromatosis type I)
NR2EI - ang. nuclear receptor subfamily 2 group E member 1

NUSE - znormalizowany nieskalowany biad standardowy (ang. nor-
malized unscaled standard error)

O2A - komdrki progenitorowe oligodendrocytdw (ang. oligodendro-
cyte type-2 astrocyte progenitors)

OLIG1 - ang. oligodendrocyte transcription factor 1

OLIG?2 - ang. oligodendrocyte transcription factor 2

OUN - oérodkowy uktad nerwowy

PA - gwiazdziak wlosowatokomdrkowy (ang. pilocytic astrocytoma)
PAX3 - ang. paired box gene 3

PCA - analiza glownych sktadowych (ang. Principal Component Analysis)
PDGFR-o. - gen receptora o plytkowego czynnika wzrostu (ang. plate-
let-derived growth factor receptor alpha)
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PENS (CD162) - glikoproteina powierzchniowa

PES - czas przezycia bez progresji choroby (ang. progression-fiee sur-
vival)

PI3 - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu

PLM - ang. Probe Level Model

PLP1 - biatko proteolipidowe (ang. proteolipid protein 1)

PM - wartos¢ fluorescencji sond komplementarnych (ang. Perfect
Match)

PMA - gwiaZdziak pilomyksoidny (ang. pilomyxoid astrocytoma)
POSTN - ang. periostin

PROMI - ang. prominin 1

PTCHI — ang. human homologue of Drosophila patched

PTEN - ang. phosphatase and tensin homolog

PTGS?2 - ang. prostaglandin-endoperoxide synthase 2

PTPNI - ang. protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 1
PTPRZI - ang. protein tyrosine phosphatase receptor-type Z 1
QRT-PCR - pétilosciowy PCR w czasie rzeczywistym (ang. quantita-
tive real time PCR)

RAF1 - ang. v-raf murine leukemia viral oncogene homolog 1
RASSFIA - ang. Ras-association domain family protein 1, isoform A
RASSF2 - ang. Ras-association domain family protein 2

RIN - wspotezynnik integralnoSci RNA (ang. RNA integrity number)
RLE - mediana ekspresji (ang. Relative Log Expression, RLE)

RM - rezonans magnetyczny

SAGE - seryjna analiza ekspresji gendw (ang. serial analysis of gene
expression)

SDCI - ang. syndecan 1

SEMA3E - ang. semaphorin 3E

SEMASA - ang. semaphorin 5A

SHH - szlak sygnatowy SHH (ang. sonic hedgehog signaling pathway)
SIX3 - ang. sine oculis homeobox homolog 3

SIX6 - ang. sine oculis homeobox homolog 6

SMAD - rodzina biatek jadrowych

SNP - polimorfizm pojedynczych nukleotydoéw (ang. single nucleo-
tide polymorphism)

SOCS3 - ang. suppressor of cytokine signaling 3

SOXI10 - ang. sry box 10

SOXS - ang. sry box 8

SRGAP3 - ang. SLITROBO Rrho GTPase-activating protein 3

TGF-B - transformujacy czynnik wzrostu beta (ang. transforming
growth factor beta, TGF-f)

THBS1 - gen trombospondyny 1 (ang. thrombospondin I)

THBS4 — gen trombospondyny 4 (ang. thrombospondin-4)

TIMP4 — gen tkankowego inhibitora metaloproteinazy 4 (ang. fissue in-
hibitor of metalloproteinase-4)

TJP2 - ang. tight junction protein 2

TLE2 — ang. transducin-like enhancer of split 2

TNC - gen tenascyny C (ang. tenascin C)

TNR - gen tenascyny R (ang. tenascin R)

TK - tomografia komputerowa

TP53 - gen biatka supresorowego TP53 (ang. tumor protein p53)

TSS - miejsce startu transkrypcji (ang. transcription start site)

TTC9 - ang. tetratricopeptide repeat domain 9

VEGF - gen czynnika wzrostu Srodblonka naczyfi (ang. vascular en-
dothelial growth factor)

WTI - gen guza Wilmsa 1 (ang. Wilms tumor 1)

ZNF140 - ang. zinc finger protein 140

ZYX - ang. gyxin
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WSTEP

ze wzgledu na czgste wystepowanie w populacji dzie-

ciecej, stanowig powazny problem medyczny. Pomimo
znacznego postepu w sferze diagnostyki, technik chirurgicz-
nych i metod terapeutycznych, ktore znaczaco wplynely na po-
prawe wynikow leczenia, nadal istnieje potrzeba poglebiania
wiedzy opisujacej podstawy procesow przyczyniajacych sie do
rozwoju pierwotnych nowotworéw mozgu. Poznanie mecha-
nizmow zwigzanych z przebiegiem choroby nowotworowej jest
rowniez niezbgdnym krokiem na drodze poszukiwania moleku-
larnych czynnikdw prognostycznych, predykcyjnych oraz tych,
ktore mogg postuzy¢ opracowaniu ukierunkowane;j i efektyw-
nej terapii. Stosowane obecnie zaawansowane narzedzia biolo-
gii molekularnej wykorzystywane sa zar6wno do poszukiwania
zmian genetycznych charakterystycznych dla poszczegolnych
typow histologicznych nowotworéw OUN, jak i do definiowa-
nia znamiennych réznic w obrazie molekularnym, ktére mogg
pozwoli¢ na rdznicowanie nowotwordw o zblizonej czy nawet
takiej samej morfologii.

Nowotwory oSrodkowego uktadu nerwowego (OUN),

BADANIA EKSPRESJI GENOW

W ostatnich kilku latach mozna zaobserwowac znaczacy roz-
wdj metod badawczych dotyczacych analiz ekspresji genow.
Po okresie dynamicznych badaf dotyczacych zmian struktu-
ralnych genomu nadeszfa pora na analizy dotyczace aktywno-
Sci gendw, majace na celu poznanie podstaw ich funkcjonowa-
nia i zwigzkoéw z nowotworzeniem. Stato si¢ to mozliwe dzigki
wprowadzeniu nowych technik analizy molekularnej pozwa-
lajacych na prowadzenie badan ekspresji duzej liczby genow
w pojedynczych eksperymentach.

Do najpopularniejszych technik, ktore sa wykorzystywane do
prowadzenia analiz profili genowych obejmujacych caty ge-
nom, naleza metody oparte na stosowaniu mikromacierzy.
Maja on najczesceiej fizyczng postac ptytek zawierajacych son-
dy przeznaczone do hybrydyzacji z badanym materialem bio-
logicznym. Wprowadzenie takiej technologii pozwolito na oce-
ne ekspresji niejednokrotnie wszystkich znanych genow oraz
ich roznych wariantéw transkrypcyjnych. Efektem dobrze za-
planowanego i wykonanego eksperymentu mikromacierzo-
wego jest mozliwoS¢ wyselekcjonowania genow o zmienionej
ekspresji oraz stworzenie unikalnego wzoru ekspresji dla kaz-
dej proby. Ten ostatni aspekt badafi miatby si¢ przyczyni¢ do
mozliwosci przewidywania przebiegu chorob, odpowiedzi na
leczenie czy nawet wyboru odpowiedniej terapii.

Badania oparte na ocenie catkowitej ekspresji gendw przy-
czynily si¢ juz do odpowiedzi na wybrane problemy neuroon-
kologii. Dzieki niej jednoznacznie rozstrzygnigto toczacy si¢
przez wiele lat spor o to, czy rdzeniak (ang. medulloblastoma,
MB) i prymitywny nowotwor neuroektodermalny oSrodkowego
uktadu nerwowego (ang. central nervous system primitive neuro-
ectodermal tumor, CNS PNET) to ten sam typ nowotworu, tyl-
ko o innym umiejscowieniu, czy tez dwa odmienne rodzaje no-

138 | wotworow. Podezas gdy klasyczne badania histopatologiczne

nie wykazywaly znamiennych roznic fenotypowych, analizy
w oparciu o profilowanie genomowe dostarczyly istotnych do-
wodow na istniejace pomiedzy nimi roznice”. Przestanki po-
jawiajace si¢ w biezacym piSmiennictwie pozwalajg przypusz-
cza¢, ze podobne obserwacje moga dotyczy¢ rowniez innych
nowotworow OUN.

W trakcie realizacji badaf mikromacierzowych pojawiaja si¢ dwa
dos¢ istotne problemy. Pierwszy z nich jest zwigzany z olbrzymig
iloScig otrzymywanych informacji, co wymaga uzycia odpowied-
nich narze¢dzi statystycznych i bioinformatycznych. Drugi wia-
ze si¢ z koniecznoScia potwierdzania (walidacji) uzyskiwanych
wynikow przy wykorzystaniu innych metod badawczych.

W badaniach majacych na celu profilowanie genomowe sto-
sowane sg obecnie trzy typy mikromacierzy: mikromacierze
cDNA, mikromacierze oligonukleotydowe oraz mikromacie-
rze oligonukleotydowe o wysokiej gestosci (mikroczipy DNA).
Poszczegolne techniki roznig si¢ przede wszystkim metodyka
prowadzenia eksperymentu obejmujacg procesy hybrydyzacji
i znakowania sond, jak rowniez akwizycjq i analiza uzyskiwa-
nych danych (rys. 1).

Stosowanie mikromacierzy cDNA nie wymaga znajomosci se-
kwenciji catego genomu, niezb¢dna jest natomiast matryca, na
bazie ktorej przygotowywane sg sondy. Technologia ta stuzy
glownie poszukiwaniu zmian genomowych pod postacig du-
zych aberracji chromosomalnych, a jej modyfikacja jest obec-
nie wykorzystywana w poréwnawczej hybrydyzacji genomow
z zastosowaniem mikromacierzy pozwalajacej na okrelanie
miejsc w genomie objetych amplifikacjg lub delecja.

W mikromacierzach oligonukleotydowych wykorzystuje si¢
dtugie sondy zbudowane z oligonukleotyd6w o dtugosci okoto
60 monomerow, ktore za pomocg specjalistycznych drukarek
s3 nanoszone na szkietka w dowolnym uktadzie, podyktowa-
nym przede wszystkim zalozeniami eksperymentu. Za gtowne
zalety tej techniki uwaza si¢ diugo$¢ uzywanych sond, maja-
ca zapewniC wigkszg swoisto$¢ procesu hybrydyzacji, mozli-
wos¢ analizy proby badanej i kontrolnej na jednym szkietku
oraz mozliwo$¢ modyfikacji zestawu badanych genow. Wsrdd
giownych wad wymienia si¢ za$ mozliwo$¢ wzajemnej konta-
minacji materiatu w procesie drukowania macierzy i wiagza-
cq si¢ z tym konieczno$¢ wieloetapowego sprawdzania jako-
Sci drukowanych sond oraz trudnosci zwigzane z uzyskaniem
powtarzalnych wynikow hybrydyzacji analizowanego materia-
tu badawczego.

Badania z wykorzystaniem mikroczipow zapewniaja z kolei wy-
soka swoisto$¢ hybrydyzacji, a dzieki statej kontroli nad pro-
duktem, zapewnionej przez producentow, zachowuja przy tym
wysoka jakoSC analiz i gwarantujg uzyskanie wiarygodnych wy-
nikow. Przyktadem tego typu mikromacierzy sg czipy firmy
Affymetrix, ktore pozwalaja obecnie na oceng ponad 47 tysie-
cy transkryptow (GeneChip®Human Genome U133 Plus 2.0
Array). Ich produkcja opiera si¢ na bezpoSredniej syntezie oli-
gonukleotydow na odpowiedniej ptytce, przy uzyciu techno-
logii fotolitografii. Niewatpliwg wadg tych macierzy stanowig
brak elastycznosci w doborze sond 1 wysoki koszt pojedyncze-
go badania, ktory jest rekompensowany wysoka specyficzno-
Scig 1 powtarzalnoScig wynikow>?.
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CzeSciowym rozwigzaniem tych problemow mogg by¢ wpro-
wadzone niedawno na rynek macierze produkowane w oparciu
o technologi¢ bead arrays, zbudowane z sond zakotwiczonych
do kropli silikonowych umieszczonych na silikonowych ptyt-
kach analitycznych. Pozwalajg one na jednoczesng oceng eks-
presji ponad 29 tysiecy transkryptéw (Whole-Genome DASL
HT Assay, [llumina). Technologia ta pozwala na jednoczesng
analiz¢ kilku prob i tym samym ograniczenie kosztow ekspery-
mentu. Kolejng korzyscig jest mozliwo$¢ prowadzenia analiz

A

na bazie czg$ciowo zdegradowanego materiatu, np. RNA po-
chodzacego z blokow parafinowych.

Wsro6d innych technik stuzacych ocenie poziomu transkryptow
nalezy wymieni¢ seryjng analize ekspresji genow (ang. serial
analysis of gene expression, SAGE), ktdéra pozwala na réwno-
czesng ilosciowg oceng ekspresji tysiecy gendw w oparciu o bi-
blioteke oznakowanych sond, tzw. SAGE tags, o dtugosci okoto
10 par zasad. Metoda ta umozliwia identyfikacje¢ do 100 ty-
sigcy transkryptow bez konieczno$ci wstgpnej znajomosci

B
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Rys. 1. Schemat ilustrujgcy metodyke dwdch najczesciej stosowanych typow eksperymentow mikromacierzowych. A — mikromacierze oligonukle-
otydowe o wysokiej gestosci; B — mikromacierze oligonukleotydowe
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ich sekwencji. Rozwinigciem tej metody jest system SOLiD™
SAGE™, w ktérym seryjna analiza ekspresji genow zostata po-
taczona z profilowaniem miejsc startu transkrypcji (ang. trans-
cription start site, TSS). Generowanie dfuzszych niz w technice
SAGE, znakowanych sond o dtugosci okofo 27 par zasad po-
zwala na uzyskiwanie obszernych profili ekspresji genow i nie-
zidentyfikowanych transkryptéw, porownywanie analizowa-
nych transkryptomow oraz identyfikacj¢ nowych gendw.

Do oceny ekspresji mniejszej liczby genow stuzy potilosciowa
analiza PCR w czasie rzeczywistym (ang. quantitative real time
PCR, QRT-PCR). Pozwala ona na elastyczne planowanie eks-
perymentu, dostarcza wiarygodnych wynikdw i jest wykorzysty-
wana gfownie do potwierdzania wynikdw uzyskiwanych w trak-
cie analiz mikromacierzowych. W zwiazku z rosnacg potrzeba
jednoczesnej oceny ekspresji wickszej liczby gendw producenci
platform stuzacych analizie ekspresji z uzyciem QRT-PCR ofe-
ruja coraz nowsze aplikacje dedykowane takim wiasnie projek-
tom (ang. Quantitative RI-PCR & PCR Array, RT? Profiler PCR
Array). NajezeSciej reakcje takie przeprowadza si¢ na 96- lub
384-dotkowych ptytkach zawierajacych sondy dedykowane ge-
nom zwigzanym z wybranymi procesami biologicznymi, szla-
kami przekazywania sygnatow czy zespotami chorobowymi.
Znacznie rzadziej do oceny ekspresji RNA uzywana jest me-
toda hybrydyzacji typu Northern, pozwalajaca dodatkowo
okresla¢ szereg wtasciwosSci mRNA wynikajacych np. z me-
chanizméw zwigzanych z alternatywnym sktadaniem genow.
Metoda ta oprocz tego, ze nie jest wystarczajaco swoista, ma
inng zasadnicza wadg — jako bezposredni materiat wykorzystu-
je RNA, ktory jest materiatem biologicznym wyjatkowo niesta-
bilnym i fatwo ulegajacym degradaciji.

Do oceny ekspresji gendw na poziomie ich produktéw stoso-
wane sg metody oparte na detekcji biatek z zastosowaniem od-
powiednich przeciwcial, western blot i analizy immunohisto-
chemiczne.

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA
GWIAZDZIAKOW
WLOSOWATOKOMORKOWYCH
WIEKU DZIECIECEGO

_ KLASYFIKACJA HISTOLOGICZNA
GWIAZDZIAKOW WELOSOWATOKOMORKOWYCH

GwiaZdziak wlosowatokomdrkowy jest nowotworem o niskim
stopniu ztoSliwoSci histologicznej, zaliczanym do grupy nowo-
twordw gleju gwiazdzistego. W najnowszej klasyfikacji nowo-
tworow OUN (WHO Classification of Tumours of the Central
Nervous System) przypisano mu pierwszy stopiefi ztoSliwosci
i kod Miedzynarodowej Klasyfikacji Chorob 9421/1©.

Poczatkowo w celu opisania tej zmiany o cechach tagodne-
go rozrostu nowotworowego i dobrym rokowaniu uzywano
okreslenia spongioblastoma. W kolejnych proponowanych
terminach: piloid astrocytoma i gliocytoma embryonale stara-
no si¢ odzwierciedli¢ charakterystyczng dla tego nowotworu
morfologi¢. Jednak obecna nazwa gwiaZdziak wiosowatoko-

140 mdrkowy najlepiej oddaje cechy obrazu histologicznego guza,

ktorego podstawowym elementem, oprdcz elementéw drob-
notorbielkowych, sa wydtuzone ,wiosowate” komorki astro-
cytarne. W obrazie histologicznym tego nowotworu typowa
jest rowniez obecno$¢ widkien Rosenthala i eozynochion-
nych ciat ziarnistych. W niektorych przypadkach obserwuje
si¢ komorki o hiperchromatycznych, atypowych jadrach, pola
martwicy i pojedyncze mitozy. Dla nowotworow z silnie za-
znaczonymi histopatologicznymi cechami zfosliwosci (duza
liczba figur podziatu, martwica z obecnoscig palisad, rozlana
anaplazja) zaleca si¢ stosowanie nazwy anaplastyczny (zlosli-
wy) gwiaZdziak wlosowatokomorkowy®®. W celu podkreslenia
faktu wystepowania nowotworu gtownie u dzieci i mtodych
dorostych uzywano nazwy juvenile pilocytic astrocytoma, kto-
ra jednak nie zostafa przyjeta w oficjalnym mianownictwie.
Pojawiajace si¢ niekiedy uwagi sugerujace traktowanie gwiaz-
dziakdw wtosowatokomdrkowych jako wrodzonych, nieno-
wotworowych zaburzef rozwojowych wydaja si¢ niestuszne,
zwlaszcza w Swietle opisywanych przypadkow progresji czy
rozsiewu tego nowotworu®!0,

HISTOGENEZA GWIAZDZIAKOW
WEOSOWATOKOMORKOWYCH

Na podstawie obserwacji wykazujacych obecno$¢ w gwiaz-
dziakach wlosowatokomdrkowych nielicznych zmian cyto-
genetycznych uwaza si¢, ze nowotwory te maja pochodzenie
monoklonalne. Ostatnich dowoddw na to, ze gwiazdziak wlo-
sowatokomorkowy wywodzi si¢ z rozrostu pojedynczej linii gle-
jowych komdrek prekursorowych o zmienionym genotypie, do-
starczyly analizy Payton i wsp. Na podstawie allelospecyficznej
oceny ekspresji genow (ang. allele-specific expression, ASE) au-
torzy okreslili stopiefi inaktywacji chromosomu X wskazuja-
¢y jednoznacznie na monoklonalne pochodzenie wszystkich
badanych przez zespdt nowotworow (siedem informacyjnych
przypadkow sposrod o$miu poddanych badaniu)?.

Za komorki prekursorowe gwiazdziaka wlosowatokomorko-
wego uznaje si¢ komdrki progenitorowe oligodendrocytow
(ang. oligodendrocyte type-2 astrocyte progenitors, O2A) wy-
kazujace mozliwos¢ dwukierunkowego roznicowania. Pierw-
sze dane sugerujace obecno$¢ zwiazku pomiedzy onkogene-
73 tego nowotworu a zaburzeniami réznicowania komorek
prekursorowych oligodendrocytow przedstawili w 1999 roku
Figarella-Branger i wsp. Zespot ten wykazat istotne odchy-
lenia w ekspresji antygenu PENS (CD162) we wszystkich
dziesigciu badanych gwiazdziakach wtosowatokomdrko-
wych i zasugerowal wykorzystanie tego markera proliferuja-
cych komorek prekursorowych w diagnostyce roznicowej!'?.
Kontynuacja tych analiz jest doniesienie Takei i wsp. przed-
stawiajace charakterystyke ekspresji biatek bedacych mar-
kerami oligedendrogleju w 64 gwiazdziakach wtosowatoko-
morkowych. W powyzszej analizie immunohistochemicznej
uwzgledniono biatka: MBP (ang. myelin basic protein), be-
dace markerem dojrzatych oligodendrocytow, PDGFR-a
(ang. platelet-derived growth factor receptor-a), uznawane za
marker niedojrzalych oligodendrocytéw (potencjalnych ko-
morek prekursorowych) oraz OLIGI (ang. oligodendrocyte
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transcription factor 1) 1 OLIG2 (ang. oligodendrocyte trans-
cription factor 2) obecne w oligodendrocytach zaréwno roz-
wijajacego sig, jak i dojrzatego mozgowia. Autorzy wykazali
odwrotnie proporcjonalny zwigzek pomiedzy warto$cig in-
deksu proliferacyjnego komorek gwiazdziakow wiosowato-
komorkowych a ekspresja markerow réznicowania oligoden-
drocytow i zasugerowali, ze ekspresja ww. biatek, a zwlaszcza
MBP i PDGFR-a, moze by¢ pomocna przy identyfikacji no-
wotworow o odmiennym rokowaniu. Wysoki poziom ekspre-
sji MBP przy jednoczesnej niskiej ekspresji PDGFR-a mial-
by by¢ zwigzany z lepszym rokowaniem, podczas gdy wysoka
ekspresja markera niedojrzatych oligodendrocytow wigzataby
si¢ z duzym prawdopodobiefistwem wczesnej wznowy i pro-
gresji choroby. Zespot uznat obecnos¢ ekspresji markerow
oligodendrocytow w komorkach gwiazdziakow wiosowatoko-
morkowych za potwierdzenie przypuszezeii dotyczacych po-
chodzenia tego nowotworu ze szczegolnej subpopulacii ko-
morek progenitorowych oligodendrogleju lub komorek gleju
promienistego (ang. radial glial cells)>'¥. Obecno$¢ gle-
ju promienistego w gwiaZdziakach wtosowatokomorkowych
rozwijajacych si¢ u dzieci i u dorostych wykazali Tchoghan-
djian i wsp. Autorzy doniesienia opisali obecno$¢ komorek
zachowujacych cechy fenotypowe progenitorowych komdrek
glejowych pomiedzy dnem komory trzeciej a nerwami wzro-
kowymi, czyli w miejscu wystepowania komorek prekurso-
rowych oligodendrocytow w okresie rozwoju zarodkowego.
Komorki te charakteryzowaty si¢ obecnoscia odczynu dla
GFAP i wimentyny oraz mozliwoscig dwukierunkowego roz-
nicowania. Wedtug autoréw miatyby one stanowic¢ punkt wyj-
Scia dla rozwoju gwiazdziakow wiosowatokomdrkowych oko-
licy skrzyzowania drog wzrokowych>. Podobny mechanizm
lezy prawdopodobnie u podstaw onkogenezy tego nowotwo-
ru o lokalizacji podnamiotowej, gdzie komorki gleju gwiaz-
dzistego przyjmujace forme¢ komorek gleju Bergmanna od-
grywaja znaczaca rolg w migracji komorek warstwy ziarnistej
mozdzku. Dla tych potencjalnych komorek prekursorowych
cechg charakterystyczna majq by¢ zaburzenia regulacji genow
SOX8 (ang. sry box 8) i DNER (ang. Delta/Notch-like EGF-
related) odpowiedzialnych za dojrzewanie i réznicowanie ko-
morek glejowych i neuronalnych mozgowia"*17.

EPIDEMIOLOGIA GWIAZDZIAKOW
WEOSOWATOKOMORKOWYCH

Gwiazdziak wlosowatokomdrkowy jest najcz¢stszym nowo-
tworem OUN wieku dziecigcego, stanowiagcym okoto 30%
nowotwordw wystepujacych w tym okresie zycia i okofo
62% wszystkich gwiazdziakow rozpoznawanych w popula-
cji dziecigeej. U 0sob dorostych czestos¢ jego wystepowa-
nia jest znacznie mniejsza i wynosi okoto 6%. Nowotwor ten
rozpoznaje si¢ najczesciej w dwdch pierwszych dekadach
zycia. Szczyt zachorowaf przypada pomiedzy 5. a 10. ro-
kiem zycia, Sredni wiek zachorowania wynosi 8 lat. Czgstos¢
wystepowania tego nowotworu wsrdd dzieci oceniana jest
na 0,8/100 000/rok i wykazuje niewielkie zmiany w zalezno-
$ci od analizowanej grupy wiekowej. Wartosci te w kolejnych
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przedziatach wiekowych ksztattuja si¢ nastgpujaco: 0-4 lat
- 0,9/100 000/rok, 5-9 lat - 0,89/100 000/rok, 10-14 lat
-0,83/100 000/rok, 15-19 lat - 0,6/100 000/rok!%2.
Nowotwory tego typu obserwowane u dzieci mogg rozwijac
si¢ we wszystkich obszarach mézgowia, najczesciej jednak
wystepuja w przestrzeni podnamiotowej, w obrebie robaka
i potkul mdzdzku (okoto 67% przypadkow). Jako ciekawost-
ke nalezy przytoczy¢ doniesienie Burkharda i wsp., ktorzy
w grupie 55 gwiaZdziakow wtosowatokomorkowych rozwi-
jajacych sie u chorych ponizej 12. roku zycia nie odnotowali
ani jednego przypadku zajecia przestrzeni nadnamiotowe;.
Analizy prowadzone na duzych liczebnie grupach wskazu-
ja na wystepowanie tego nowotworu z nieco wigksza cze-
stoScig u chtopcow niz u dziewczat (1,12:1). Jedynie gwiaz-
dziaki wiosowatokomorkowe drog wzrokowych rozwijajace
si¢ w przebiegu nerwiakowlokniakowatoSci typu 1. (NF1,
choroba von Recklinghausena) czesciej pojawiajg si¢ u dzie-
ci plci zeniskiej®?129. Nie stwierdzono zwiazku pomi¢dzy
czestoscig wystegpowania tego nowotworu a rasg®?.
Gwiazdziaki wlosowatokomorkowe wystepujg przede
wszystkim jako nowotwory sporadyczne, rzadziej obserwu-
je si¢ je w przebiegu schorzen uwarunkowanych genetycz-
nie. Najczestszym zespotem, w ktorego przebiegu rozwija-
ja si¢ te nowotwory, jest nerwiakowtdkniatowatos¢ typu 1.
U chorych tych przebieg choroby nowotworowej jest zwy-
kle fagodniejszy, co wigze si¢ z bardzo powolnym wzrostem
guza®? Gwiazdziaki wiosowatokomdrkowe wystepuja
u okoto 10% chorych z NF1, przy czym zwykle sa to zmia-
ny umiejscowione w obrebie drog wzrokowych. Znacznie
rzadziej nowotwory rozwijaja si¢ w innych przestrzeniach
anatomicznych, czego przyktadem jest opisany w literaturze
przypadek 17-letniej chorej z wieloogniskowym gwiaZdzia-
kiem wtosowatokomdrkowym zlokalizowanym podnamio-
towo. Gwiazdziaki wlosowatokomorkowe zwigzane z NF1
charakteryzuje obecno$¢ mutacji w genie NFI (ang. neu-
rofibromin 1) odpowiedzialnym za rozwdj schorzenia oraz
mozliwo$¢ utraty heterozygotycznosci (ang. loss of heterozy-
gosity, LOH) na chromosomach 1p, 10q i 19q©¥3b.
Istnieja pojedyncze doniesienia opisujace wystgpowanie
gwiazdziaka wtosowatokomorkowego u chorych z zespota-
mi Frasiera i Noonan, zwigzanymi odpowiednio z mutacja-
mi w genach WTI (ang. Wilms tumor 1) 1 PTPNI (ang. pro-
tein tyrosine phosphatase, non-receptor type 1),

_ CHARAKTERYSTYKA KLINICZNA
GWIAZDZIAKOW WEOSOWATOKOMORKOWYCH

Jak weze$niej wspomniano, gwiazdziaki wtosowatokomor-
kowe moga rozwijac si¢ praktycznie we wszystkich moz-
liwych przestrzeniach anatomicznych moézgowia. Najcze-
Sciej jednak zlokalizowane sg w obregbie mézdzku i komory
IV, nastepnie w okolicy skrzyzowania drég wzrokowych
1 podwzgorza (glejaki drog wzrokowych) i w obrebie pot-
kul mozgu. Pojedyncze przypadki spotyka si¢ w obre-
bie pnia mozgu, w okolicy szyszynki i w kacie mostowo-
-moézdzkowym.
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Objawy kliniczne u chorych z gwiazdziakami wiosowatoko-
morkowymi, podobnie jak w przypadku innych nowotworow
OUN, mozna podzieli¢ na ogdlne, bedace wynikiem wzro-
stu ci$nienia wewnatrzczaszkowego, i ogniskowe, spowodo-
wane miejscowym rozrostem zmiany.

W przypadku nowotworéw mozdzku najczesciej sa to obja-
wy wzmozonego ciSnienia wewnatrzczaszkowego spowodo-
wane wodogtowiem (bole gtowy, nudno$ci i wymioty, zmia-
na zachowania, zaburzenia $wiadomosci, bradykardia) oraz
objawy uszkodzenia mozdzku (zaburzenia rownowagi, atak-
sja, dysmetria, oczoplas).

W gwiazdziakach wiosowatokomorkowych okolicy pod-
wzgdrza i skrzyzowania drog wzrokowych gtéwnymi obja-
wami sg zaburzenia okulistyczne (ostabienie ostrosci wzro-
ku, zaburzenia pola widzenia, obrzek lub zanik tarcz nerwow
wzrokowych, oczoplas oraz wytrzeszcz gaiki ocznej) oraz
zaburzenia endokrynologiczne wynikajace z uszkodzenia osi
podwzgorzowo-przysadkowej. U chorych dzieci stosunkowo
czgsto dochodzi do powstania wodogtowia.

Nowotwory zlokalizowane w obrebie pdtkul mozgu, oprocz
objawdw wzmozonego ci$nienia wewnatrzczaszkowego,
mogg powodowa¢ niedowtady koficzyn, zaburzenia mowy,
napady padaczkowe oraz zaburzenia zachowania®**.
Leczenie chorych z gwiazdziakami wiosowatokomdrkowymi
polega przede wszystkim na chirurgicznym usunigciu guza,
zwykle bez koniecznosci wiaczania terapii adiuwantowe;j
(chemioterapia, radioterapia). Obecnie, dzi¢ki znacznemu
rozwojowi diagnostyki obrazowej i technik mikroneurochi-
rurgicznych, u wigkszosci pacjentow mozliwa jest resekcja
calkowita. W takich przypadkach przezycie 5-letnie ocenia
si¢ nawet na 100%, a 10-letnie na 96%.

Nieco inaczej jest w przypadku resekcji niecatkowitej, gdzie
w prawie 50% przypadkdw obserwuje si¢ cechy progresji
pozostawionych resztek nowotworu. U cze¢Sci pacjentow,
przede wszystkim u niemowlat i chorych z guzami drog
wzrokowych i podwzgorza, obserwuje si¢ niekiedy roz-
siew komdrek nowotworowych w obrebie drog przeptywu
plynu mozgowo-rdzeniowego, z tworzeniem ognisk prze-
rzutowych. W obu wyzej wymienionych grupach w sposdb
znaczacy pogarsza si¢ rokowanie. W przypadku niemow-
lat z nowotworami drog wzrokowych i podwzgorza poja-
wialy si¢ nawet sugestie, aby t¢ podgrupe wyr6znic jako pa-
cjentow o szczegolnie ztym rokowaniu®263-39_ Zalezno$¢ ta
moze by¢ uwarunkowana czgstszym wystepowaniem w tej
grupie wiekowej gwiazdziaka pilomyksoidnego (ang. pi-
lomyxoid astrocytoma, PMA). Jednostka ta zostata po raz
pierwszy wyszczegblniona w najnowszej klasyfikacji nowo-
tworéw OUN wedtug WHO jako podtyp omawianego no-
wotworu o gorszym rokowaniu, ktéremu przypisano II sto-
pief ztoSliwoSci®®.

Istnieje takze mozliwos¢ ztosliwej transformacji gwiazdzia-
ka wiosowatokomorkowego, ktora ze wzgledu na stosunko-
wo rzadkie wystgpowanie nie stanowi znaczacego problemu
klinicznego®¥#3. Opisywano rowniez samoistng regres;je
gwiazdziaka wiosowatokomorkowego, czeSciej obserwowa-
ng u dzieci z NF12829,

CHARAKTERYSTYKA
MOLEKULARNA GWIAZDZIAKOW
WLOSOWATOKOMORKOWYCH

ZMIANY CHROMOSOMALNE
W GWIAZDZIAKACH
WEOSOWATOKOMORKOWYCH

Biologia molekularna gwiaZdziakow wiosowatokomorkowych,
pomimo ich czgstego wystgpowania w populacji dzieciecej, nie
zostata dotad wystarczajaco poznana. Wigkszos¢ istniejacych
w piSmiennictwie opracowan obejmuje grupe dzieci i mfodych
dorostych, dla ktorej to kategorii wiekowej, w zaleznosci od
kraju, wyznaczono granice od 15. do 21. roku zycia.
Podobnie jak w przypadku innych nowotworéw OUN, pierw-
sze dociekania, ktore mialy przyblizy¢ biologi¢ molekularng
gwiazdziakow wiosowatokomorkowych, opieraly si¢ na wyko-
rzystaniu standardowych badan cytogenetycznych. Zmiany
chromosomalne obserwowano w 10-50% badanych przypad-
kow, jednak w znaczacej wiekszoSci odnotowywano prawidio-
wy kariotyp badanych nowotwor6w. Na zwickszenie czgstosci
obserwowanych zaburzefi nie miato wptywu wykorzystanie no-
woczesnych metod cytogenetycznych o duzej rozdzielczosci,
takich jak poréwnawcza hybrydyzacja genomowa (ang. com-
parative genomic hybridization, CGH) czy porownawcza hy-
brydyzacja genomowa z zastosowaniem mikromacierzy (ang.
array comparative genomic hybridization, aCGH), ktére umozli-
wiajq okreslanie niewielkich obszarow delecji i/lub amplifikacji.
Wystepowanie alteracji chromosomalnych ze zmienng czg-
stoscig tlumaczy si¢ r6zng liczebnoscig badanych grup,
zmiennymi proporcjami nowotworéw o odmiennej lokali-
zacji oraz jednoczesnym analizowaniem nowotworow wy-
stepujacych sporadycznie i uwarunkowanych genetycznie.
Rozbieznosci te mogg by¢ rowniez spowodowane heterogen-
noscig histologiczng badanych grup. Istnieje duze prawdopo-
dobiefistwo, ze wezeSniejsze opracowania dotyczace biologii
gwiazdziakow wiosowatokomdrkowych obejmowaty przypad-
ki gwiazdziaka pilomyksoidnego.

Najczesciej opisywanymi zaburzeniami chromosomalnymi
w gwiazdziakach wtosowatokomdrkowych byty zmiany pod
postacig nadmiaru materialu genetycznego na chromoso-
mach 5., 6., 7., 8., 9., 11, 12,, 15, 17.,19., 20. i 22., utra-
ty materiatu genetycznego na chromosomach 8., 9.1 15. oraz
trisomia chromosoméw 3., 7.1 8.4 Jones i wsp. zaobserwo-
wali zwigzek pomiedzy wiekiem chorych (powyzej 15. roku zy-
cia) i wzrastajacg liczbg zmian chromosomalnych“V. U dzie-
ci nie potwierdzono zwigzku pomigdzy zmianami w kariotypie
a zwickszonym prawdopodobiefistwem nawrotu choroby, kt6-
13 to zalezno$¢ obserwowano u dorostych chorych. Nie po-
twierdzono rowniez zwigzku pomigdzy rodzajem zaburzen cy-
togenetycznych a lokalizacja nowotworu4.

Zmiang chromosomalng, ktéra okazata si¢ najbardziej zna-
czaca dla dalszego poznawania biologii gwiazdziakow wio-
sowatokomokowych, byt nadmiar materiatu genetycznego na
dtugim ramieniu chromosomu 7.4%4 Amplifikacja 7q, naj-
czgSeiej przybierajaca posta¢ ograniczonej duplikacji obszaru
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7934, dotyczy okoto 45% gwiazdziakow o niskim stopniu zto-
Sliwosci i zarazem od 53% do 77% gwiaZdziakow wlosowato-
komorkowych wieku dziecigeego“’*¥. W obszarze tym zawie-
ra si¢ locus onkogenu BRAF (ang. v-Raf murine sarcoma viral
oncogene homolog BI).

ZABURZENIA MOLEKULARNE
W OBREBIE ZNANYCH GENOW I SZLAKOW
SYGNALOWYCH W GWIAZDZIAKACH
WEOSOWATOKOMORKOWYCH

Najczgstszym zaburzeniem dotyczacym znanego genu
w gwiaZdziakach wlosowatokomdrkowych jest aktywacja genu
BRAF ulegajacego ekspresji w wigkszosci tkanek organizmu
cztowieka. Szczegdlnie wysokie poziomy biatka obserwuje sig
w tkance nerwowej.

Podstawowym mechanizmem aktywacji genu BRAF w gwiaz-
dziakach wiosowatokomorkowych jest duplikacja tandemowa,
w wyniku ktorej powstaje gen fuzyjny KIAA1549-BRAF, pozba-
wiony regulatorowej domeny N-kofica, zachowujacy aktywnos¢
domeny kinazowej C-kofica. Dotychczas opisano pigé warian-
tow genu fuzyjnego, w zaleznoSci od miejsc peknigcia gendw
zaangazowanych w jego tworzenie, przy czym najczgsciej wy-
stepujacym wariantem jest fuzja pomigdzy eksonem 16. genu
KIAA1549 a eksonem 9. genu BRAF. Obecnos¢ genu fuzyjne-
g0 KIAA1549-BRAF w gwiazdziakach wiosowatokomdrkowych
nie wykazywata zwiazku z lokalizacja nowotworu i/lub wiekiem
zachorowania®™#-?. Alternatywnym mechanizmem zmienia-
jacym aktywnos¢ genu BRAF w gwiazdziakach wlosowatoko-
morkowych jest obecno$¢ aktywujacej mutacji V60OE. Zmiana
ta dotyczy 6% nowotworow, przebiega bez duplikacji materiatu
genetycznego na chromosomie 7q34 i moze wspotistnie z in-
aktywacja genu NFI#483059_ Obecnie sugeruje si¢ mozliwos¢
wykorzystania obecnosci genu fuzyjnego KIAA1549-BRAF
w diagnostyce rdznicowej gwiazdziakdw wieku dziecigeego®?.
BRAF jest kinaza serynowo-treoninowa, ktdra w kaskadzie
sygnatowej kinaz aktywowanych mitogenem (ang. mitogen-
activated protein kinase signaling pathway, MAPK) przekazuje
sygnaly mitogenne z powierzchni komorek do jadra. Powsta-
jace w wyniku aktywacji genu biatko fuzyjne posiada wtasciwo-
Sci onkogenne i wywoluje zmiang aktywnosci szlaku MAPK.
Nastepstwem tego jest pobudzenie procesow proliferacyjnych
w nowotworach pochodzenia glejowego“ #5059 Aktywacje
szlaku MAPK opisuje si¢ nawet w 100% analizowanych gwiaz-
dziakow wlosowatokomorkowych, co podkresla jego potencjal-
ny zwigzek z powstawaniem tego typu nowotworow49-315456),
Wsrdd rzadziej wystepujacych mechanizméw prowadzacych
do aktywacji szlaku MAPK wymieniano obecno$¢ genu fuzyj-
nego powstajacego z polaczenia gendw SRGAP3 (ang. SLIT
ROBO Rrho GTPase-activating protein 3) 1 RAF1 (ang. v-raf mu-
rine leukemia viral oncogene homolog 1) oraz insercje trzech par
zasad w kodonie 598. genu BRAF®052.

Pobudzenie szlaku MAPK moze ponadto nastapi¢ w wy-
niku aktywacji genow z rodziny RAS, ktore dodatkowo po-
woduja deregulacje szlaku sygnatowego PI3/AKT, zaanga-
zowanego w procesy nowotworzenia czeSci gwiazdziakow
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wlosowatokomorkowych. Mechanizm odpowiedzialny za
pobudzenie tego szlaku, poza stwierdzanymi z matg cze-
stoscig (4-7%) aktywujacymi mutacjami genu KRAS (ang.
v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog), pozo-
staje niewyjasniony“*7?_ Zmiany w ekspresji gendw dziataja-
cych na szlakach sygnatowych MAPK i PI3/AKT potwierdzono
takze w trakcie analiz profilowania genomowego gwiazdziakow
wlosowatokomorkowych®9.

W warunkach prawidtowych szlaki MAPK i PI3/AKT sg droga-
mi przekazywania sygnatow dla czynnikow wzrostu PDGFR-a
1 EGFR (ang. epidermal growth factor receptor), ktore odgrywa-
ja istotng role migdzy innymi na Sciezkach sygnafowych po-
budzajacych proliferacj¢ komdrek nowotworowych w guzach
pochodzenia glejowego. Ich nadmierna aktywnoS¢ jest mole-
kularnym czynnikiem zwigzanym zwlaszcza z progresja nowo-
tworéw o wyzszych stopniach zfoSliwosci. W gwiazdziakach
wlosowatokomérkowych Huang i wsp. wykazali niskie pozio-
my biatlek PDGFR-0.i EGFR, co jest zwigzane z mata aktywno-
Scig proliferacyjng tych nowotworow®. Niemniej jednak ist-
nieja rowniez pojedyncze doniesienia potwierdzajace zmiany
w genach z rodziny nabtonkowych i ptytkopochodnych czyn-
nikow wzrostu i/lub ich receptoréw. Addo-Yobo i wsp. opisa-
li nadekspresj¢ genu ERBB3 (ang. v-erb-b2 avian erythroblastic
leukemia viral oncogene homolog 3), protoonkogenu z rodziny
ERBB i prawdopodobng przyczyne tej zmiany — nadekspresje
genu SOX10 (ang. sry box 10). Funkcja tych gendw jest Sci-
Sle zwigzana z procesami rozwojowymi mozgowia, co skfoni-
to autor6w do zatozenia, ze za rozw0j gwiazdziaka wiosowa-
tokomorkowego odpowiadaja zmiany molekularne w obrebie
szlakow sygnatowych zaangazowanych w kontrolg tych pro-
cesow. Opisano rowniez nadekspresje biatka z tej rodziny, ko-
dowanego przez gen ERBB2. Wspdistniejaca nadekspresja
ERBB2 i ERBB3 przyczynia si¢ do przewagi heterodimerow
ERBB2/ERBBS3, ktore mogg odgrywac znaczacg role w onko-
genezie gwiazdziakow wlosowatokomorkowych poprzez silne
dziatanie mitogenne®®',

Puputti i wsp. opisali wzmozong ekspresj¢ kinazy tyrozynowej
KIT (ang. v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarkoma viral oncogene
homolog), cztonka rodziny receptoréw dla czynnikow wzrostu
PDGFR. Aktywowang forme biatka obserwowano w §rddbton-
ku naczyfi nowotworowych zwlaszcza u mfodych chorych®.
Wymienione powyzej zmiany molekularne stanowig obiecu-
jace pole do poszukiwa molekularnych celow terapeutycz-
nych dla nowych inhibitoréw kinaz tyrozynowych, ktorych
skuteczno$¢ dziatania wykazano mi¢dzy innymi w leczeniu
raka pluc, okreznicy i tarczycy®*¢+. I chociaz stosowanie
wybranych preparatow u chorych z gwiazdziakami o wyso-
kim stopniu ztosliwosci nie przyniosto spodziewanych efek-
tow, dotychczasowe doniesienia opisujace efekty takich
prob w przypadku gwiazdziaka wlosowatokomorkowego sa
zarazem obiecujace i zaskakujace.

Dla przyktadu, w badaniach in vitro gwiazdziaka wiosowato-
komorkowego zaobserwowano antyproliferacyjne dziatanie
inhibitorow kinazy tyrozynowej receptora dla naskorkowego
czynnika wzrostu (gefitynib) na drodze niezaleznej od EGFR.
Opisano rowniez regresj¢ nowotworu u 14-letniej chorej
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z cechami rozsiewu procesu nowotworowego leczonej inhi-
bitorem kinaz tyrozynowych (imatynib) przy jednoczesnym
braku zmian w ekspresji tych kinaz bgdacych bezposrednim
celem dziatania leku®®%?. Celem terapeutycznym moze by¢
rowniez biatko ERBB3, ktdorego aktywno$¢ probowano ha-
mowac gefitynibem®. W ostatnim czasie ukazato si¢ rowniez
doniesienie przedstawiajace wyniki badania przedklinicznego
preparatu AZD6244 (selumetynib), w przypadku ktorego wy-
kazano pozytywne dziatanie przeciwnowotworowe u ksenogra-
ftow z gwiaZdziakami wiosowatokomorkowymi, jednakze tylko
w przypadku nowotwordw zwigzanych z obecno$cig mutacji
V600E w genie BRAFS10,

Jako ciekawostke nalezy przytoczy¢ obserwacje dotycza-
cq obecnoSci zmian na szlaku SHH (ang. sonic hedgehog
signaling pathway) w gwiazdziakach wiosowatokomorko-
wychV. Szlak ten odgrywa istotng rolg jako czynnik promu-
jacy proliferacje komdrek nowotworowych w gwiazdziakach
o wysokim stopniu zto§liwoSci i nowotworach pochodze-
nia zarodkowego”7. W analizach dotyczacych omawia-
nego typu nowotwordw szlak ten pojawiat si¢ w grupie ka-
skad sygnafowych, ktore wykazywaly zmieniona ekspresje
gendw, a jego szczegOtowe analizy wykazaly podwyzszong
ekspresje genu PTCHI (ang. human homologue of Drosoph-
ila patched), kluczowego dla dziafania szlaku. Ponadto za-
obserwowano znamienng statystycznie zalezno$¢ pomigdzy
odczynami immunohistochemicznymi dla biatek PTCH1
i GLI1 a mtodszym wiekiem chorych oraz aktywnoScig pro-
liferacyjna™. Zmiany te, w przypadku gwiazdziakow wioso-
watokomdrkowych, moga mie¢ znaczenie zwlaszcza w Swie-
tle przestanek §wiadczacych o synergistycznym dziataniu
szlakow SHH, MAPK i PI3/AKT w procesach sprzyjaja-
cych proliferacji komorkowej. Podobne zaleznosci opisy-
wano miedzy innymi w raku zotadka, a obecnos¢ tego typu
zaburzeii stwarza potencjalng mozliwos$¢ opracowania ce-
lowanych metod terapeutycznych7+7.

W ciggu mniej wigcej dwoch dekad analiz molekularnych
w gwiazdziakach wlosowatokomdrkowych opisywano po-
nadto szereg pojedynczych zmian molekularnych, ktore na
przestrzeni kilku lat niejednokrotnie wzajemnie si¢ wyklu-
czaly. Dotyczy to migdzy innymi genu HIPK2 (ang. home-
odomain interacting protein kinase 2), ktory ze wzgledu na
swa lokalizacje w obszarze cz¢sto ulegajacym amplifika-
cji (7q34) i zwiazek ze szlakami apoptotycznymi mogt od-
grywa¢ znaczacg role w promocji tego nowotworu. Jednak
poza doniesieniem Deshmukha i wsp. jego znaczenie w on-
kogenezie gwiazdziaka wlosowatokomdrkowego nie zostato
potwierdzone“$537670,

W pojedynczych doniesieniach opisywano proby poszukiwa-
nia zmian molekularnych typowych dla gwiazdziakdw o wyz-
szych stopniach ztosliwosci. Dla przyktadu mutacje genu 7P53
(ang. tumor protein p53) w tym typie nowotworu opisywane sg
na tyle rzadko, ze sugerowano wykorzystanie tej zmiany do
roznicowania gwiazdziakow wlosowatokomdrkowych z gwiaz-
dziakami rozlanymi”. Dane dotyczace zwigzku pomiedzy eks-
presja biatka TPS3 a indeksem proliferacyjnym i/lub apopto-
tycznym sg sprzeczne, opisano natomiast obecnos¢ silnego

odczynu immunohistochemicznego w obszarach objetych
anaplazja. Nie wykazano natomiast statystycznie znamienne-
go zwiazku pomigdzy immunoreaktywnoScig TP53 a przezy-
ciem chorych™7,

W pojedynczym doniesieniu zasugerowano znaczenie obnizo-
nej ekspresji genu PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog)
w patogenezie gwiaZdziakow wlosowatokomorkowych. Wrdd
nowych kandydatoéw na geny supresorowe istotne dla rozwoju
nowotworu wymieniano ponadto gen FOXGIB (ang. forkhead
box GI) zaangazowany w szlak PI3/AKT oraz geny z rodziny
BCL7B (ang. B-cell CLL/lymphoma 7B) 1 BCL7A (ang. B-cell
CLL/lymphoma 7A)4739.

Ostatnio opisano zmiany w genie TNR (ang. fenascin R) ko-
dujacym glikozylowane biatko macierzy zewnatrzkomdrkowej,
ulegajacym ekspresji glownie w obrebie OUN. Zaobserwowa-
ne w nowotworach pochodzenia glejowego zmiany na pozio-
mie RNA i biatka Swiadczg o mozliwej supresorowej roli genu,
ardznice w ekspresji moga by¢ wykorzystane do réznicowania
pomiedzy glejakami o wysokim i niskim stopniu zfoSliwosci
(zachowujacymi wysoka ekspresje genu)®. Zanotowano tak-
ze zmiany dotyczace onkogenu MYB (ang. v-myb avian myelo-
blastosis viral oncogene homolog), aktywatora transkrypcyjne-
go zaangazowanego w procesy onkogenezy glejakow o niskim
stopniu ztosliwosci®.

ZABURZENIA EPIGENETYCZNE
W GWIAZDZIAKACH
WEOSOWATOKOMORKOWYCH

Poniewaz poziom ekspresji genow jest pochodng ich aktyw-
nosci podlegajacej regulacji miedzy innymi na drodze mecha-
nizmow epigenetycznych, w gwiazdziakach wlosowatokomor-
kowych analizowano takze zmiany tego rodzaju. Dotychczas
opisano hipometylacje genu MYOD! (ang. myogenic differen-
tiation antigen 1), hipermetylacj¢ gendw CDKN2A (ang. cyclin-
dependent kinase inhibitor 2A) 1 THBS1 (ang. thrombospon-
din I) oraz hipermetylacj¢ promotora genu supresorowego
RASSF1A (ang. Ras association domain family protein 1, iso-
form A) hamujacego aktywnos¢ szlaku MAPK®'9. Ponadto
zwrdcono uwage na odwrotng korelacje pomigdzy poziomem
metylacji genu LHX9 (ang. lim homeobox gene 9) a stopniem
ztoSliwosci gwiazdziakow®™.

PROFIL EKSPRESJI GENOW
W GWIAZDZIAKACH
WEOSOWATOKOMORKOWYCH

W ostatniej dekadzie preznie rozwijajaca si¢ gatezig biologii
molekularnej byta ztozona analiza ekspresji genow. W przy-
padku gwiazdziakow wlosowatokomorkowych badania tego
rodzaju rozpoczely sie od uwzgledniania tych nowotwordw
w analizach oceniajacych profil ekspresji gendw w nowotwo-
rach pochodzenia glejowego o roznym stopniu ztosliwosci.
W doniesieniu Rickmana i wsp. autorzy okrelili profil moleku-
larny gwiazdziakow I, I11 IV stopnia ztoSliwosci wg skali WHO
oraz poroéwnali je ze sobg, a takze ze zdrowymi tkankami
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mozgu. Wsrod genow, ktdre mialy réznicowaé nowotwo-
ry 11 IV stopnia ztosliwosci, znalazty si¢ geny ZYX (ang. zyx-
in), SDCI (ang. syndecan 1), FLNI (ang. filamin A), FOXGIB
(ang. forkhead box G1) 1 FOXMI (ang. forkhead box M1). We-
dug autoréw doniesienia miatyby one odpowiadac za progre-
sje choroby nowotworowej. Jedng z ciekawszych obserwacji
zaprezentowanych w powyzszym opracowaniu byt przypadek
gwiazdziaka wiosowatokomorkowego, ktory po przeprowadze-
niu analizy metoda grupowania hierarchicznego prezentowat
profil molekularny zblizony do glioblastoma. 1 cho¢ w donie-
sieniu brakuje danych klinicznych dotyczacych dalszych losow
chorego, takg obserwacj¢ mozna uznac za probe wytlumacze-
nia wystgpowania rzadkiego zjawiska zfoSliwe] transformacji
tego nowotworu. Autorzy pracy wskazujg ponadto na obecng
w gwiazdziakach wiosowatokomérkowych podwyzszong eks-
presje genow zaangazowanych w hamowanie proceséw migra-
¢ji komorek, co moze tlumaczy¢ ich niewielka skfonnos¢ do
rozsiewu i tworzenia ognisk przerzutowych®?.
Dotychczasowe nieliczne doniesienia przedstawiajace wyni-
ki badan ekspresji genow przy uzyciu mikromacierzy cDNA,
prowadzone tylko na gwiazdziakach wlosowatokomorko-
wych, mozna podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsze z nich pre-
zentowaly dane sugerujace obecno$¢ molekularnych czynni-
kow prognostycznych, drugie natomiast dotyczyly prezentacji
roznic w profilu molekularnym, w zaleznosci od lokalizacji
badanych nowotwordow.

Analiza 21 przypadkow tego nowotworu przeprowadzo-
na przez Wonga i wsp. pozwolifa na wyselekcjonowanie ge-
now, ktore ulegaty wyraZznym zmianom ekspresji w porow-
naniu ze zdrowymi tkankami mozgu. Wsrod nich autorzy
wymienili przede wszystkim geny zwigzane z rozwojem mo-
zgowia i regulacjq procesow neurogenezy: SEMASA (ang.
semaphorin 5A), SEMA3E (ang. semaphorin 3E), DYPSL3
(ang. dihydropyrimidinase-like 3), PTPRZI (ang. protein ty-
rosine phosphatase receptor-type Z 1) 1 ASCLI (ang. achaete-
scute homolog 1). W pracy tej po raz pierwszy zwrocono uwa-
ge na mozliwoS¢ wykorzystania profilowania genomowego
do oceny przebiegu choroby nowotworowej u dzieci z gwiaz-
dziakiem wiosowatokomorkowym. Miatyby temu stuzy¢ roz-
nice w ekspresji genow odpowiedzialnych za przyleganie
i wzrost komdrek, procesy angiogenezy, proliferacji naczynio-
wej oraz tworzenie ostonek nerwowych: FNI (ang. fibronec-
tin 1), IL8 (ang. interleukin 8), PLPI (ang. proteolipid protein
1), MBP (ang. myelin basic protein), VEGF (ang. vascular en-
dothelial growth factor). Wedtug autoréw zwiaszcza obnizona
ekspresja genow MBP 1 PLP, zwigzanych z tworzeniem osto-
nek nerwowych, miataby by¢ pomocna w ocenie prawdopodo-
biefistwa ztosliwej przemiany tego nowotworu®.

W kolejnym opracowaniu zwrécono uwage na mozliwe
znaczenie genu MATN2 (ang. matrilin-2) dla powstawania
gwiazdziakow wiosowatokomdrkowych. Biatko macierzy
wewnatrzkomorkowej MATN2 zapewnia wiaSciwe warun-
ki dla komorkowych procesow wzrostu, proliferacji i rozni-
cowania. Poziom ekspresji kodujacego je genu byt wyzszy
w gwiazdziakach wlosowatokomorkowych wystepujacych
sporadycznie w pordwnaniu z przypadkami zwigzanymi
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z nerwiakowtokniakowatoscig typu 1. oraz w nowotworach
zlokalizowanych nadnamiotowo w poréwnaniu ze zmiana-
mi potozonymi w obrebie mdzdzku. Podwyzszona ekspresja
genu miataby réwniez mie¢ zwiazek z gorszym przebiegiem
klinicznym choroby nowotworowej .

W kolejnym opracowaniu Sharma i wsp. przeprowadzili anali-
z¢ mikromacierzowg 41 przypadkdw tego nowotworu. Zespo-
towi nie udalo si¢ ustali¢ zmian zwigzanych z przebiegiem
choroby nowotworowej, natomiast w wyniku przeprowadzo-
nej analizy wytypowano geny charakterystyczne dla zmian roz-
wijajacych sig w roznych obszarach anatomicznych mozgowia.
Nowotwory wystepujace nadnamiotowo charakteryzowata
nadekspresja genow: LHX2 (ang. lim homeobox gene 2), NR2E1
(ang. nuclear receptor subfamily 2 group E member 1), SIX3
(ang. sine oculis homeobox homolog 3), TTCY (ang. tetratri-
copeptide repeat domain 9), CASP7 (ang. caspase 7, apoptosis-
related cysteine peptidase) i ZNF140 (ang. zinc finger protein
140), podczas gdy zmiany zlokalizowane w obrebie tylnego
dotu czaszki zwigzane byly z nadmierng aktywnoScig genow:
PAX3 (ang. paired box gene 3), IRX2 (ang. iroquois homeobox 2)
1 RASSF2 (ang. Ras-association domain family protein 2). Auto-
rzy nie opisali specyficznych zmian w profilu ekspresji genow
w nowotworach zwigzanych z NF11%.

W kolejnym opracowaniu, uwzgledniajacym 31 przypadkow
gwiaZdziaka wiosowatokomorkowego, wykazano rowniez zna-
mienny zwiazek pomigdzy lokalizacja nowotworow a ich pro-
filem ekspresji. Tchoghandjian i wsp. zasugerowali mozliwos¢
pochodzenia nowotworéw umiejscowionych w okolicy drog
wzrokowych od odmiennych komorek prekursorowych niz
w przypadku nowotwor6w zlokalizowanych w obrebie mozdz-
ku. Co wigcej, przedstawili takze teze zaktadajacy traktowa-
nie gwiazdziakow wlosowatokomorkowych o roznej lokalizacji
jako odmiennych genetycznie jednostek nozologicznych wy-
magajacych specyficznego postepowania terapeutycznego.
Wsrod gendw majacych mieé szczegdlne znaczenie w rozwo-
ju nowotworow okolicy skrzyzowania wzrokowego wymienio-
no, podobnie jak w poprzednim opracowaniu, geny homeo-
boksowe (ang. iomeobox genes) LHX2 i SIX6 (ang. sine oculis
homeobox homolog 3), zaangazowane w procesy rozwojowe
drog wzrokowych!?.

Proba podsumowania wezesnych badaf dotyczacych profilowa-
nia genomowego nowotwordw linii glejowej jest doniesienie Ro-
rive 1 wsp., w ktorym autorzy przeprowadzili analizg wynikow
przedstawionych w jedenastu publikacjach uwzgledniajacych
rowniez gwiazdziaki wiosowatokomorkowe. Zatozeniem przed-
sigwziecia byta proba wytypowania genow, ktdrych zmiany eks-
presji najlepiej roznicowalyby gwiazdziaki wiosowatokomorko-
we od gwiazdziakdw o wyzszym stopniu ztosliwosci, a takze od
prawidtowych tkanek mozgu. W wyniku przeprowadzonych ana-
liz wykazano, ze najlepszymi kandydatami na tego typu marke-
ry molekularne s geny: CHAD (ang. chondroadherin), THBS4
(ang. thrombospondin-4), TLE2 (ang. transducin-like enhanc-
er of split 2), CINH (ang. complement component 1 inhibitor),
TIMP4 (ang. tissue inhibitor of metalloproteinase-4) 1 IGFBP2
(ang. insulin-like growth factor-binding protein 2), odpowiedzial-
ne za przeciwdziatanie migracji komorek. Ich nadekspresja
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w gwiazdziakach wiosowatokomdrkowych moze stanowic wy-
tlumaczenie specyficznego typu wzrostu tych nowotwordw, cha-
rakteryzujacego sie wyraznym odgraniczeniem od otaczajacych
tkanek"%.

W kolejnym doniesieniu Potter i wsp. analiza 19 przypadkow
gwiaZdziaka wlosowatokomorkowego umiejscowionych pod-
namiotowo nie wykazata zwigzku pomigdzy catkowitym pro-
filem ekspresji genow a lokalizacja nowotwordw czy przebie-
giem klinicznym choroby®®.

CHARAKTERYSTYKA
RADIOLOGICZNA GWIAZDZIAKOW
WLOSOWATOKOMORKOWYCH

PODZIAE GWIAZDZIAKOW
WEOSOWATOKOMORKOWYCH
W OPARCIU O METODY
OBRAZOWANIA RADIOLOGICZNEGO

W badaniach obrazowych (tomografia komputerowa, TK)
czestym obrazem gwiazdziaka wlosowatokomorkowego
jest guz lity, niekiedy zawierajacy mikrotorbiele, lub zmia-
na lito-torbielowata z przewaga cz¢sci ptynowej i obecnym
guzkiem przySciennym. Nowotwory zlokalizowane w obre-
bie potkul mozgu i mozdzku zachowuja bardziej regularne
ksztatty w pordwnaniu ze zmianami potozonymi w okolicy
drog wzrokowych. W badaniach z uzyciem Srodka cieniu-
jacego czesto obserwuje sig wzmocnienie czgsci litej, rza-
dziej kontrastowe wzmocnienie elementow torbielowatych.
W badaniach przeprowadzanych z wykorzystaniem rezo-
nansu magnetycznego (RM) gwiazdziak wtosowatokomor-
kowy uwidacznia si¢ jako izo- lub hipointensywna zmia-
na w obrazach T1-zaleznych i hiperintensywna w obrazach
T2-zaleznych, z mozliwymi, zwykle niewielkimi cechami
obrzeku otaczajacych tkanek. W badaniach spektroskopo-
wych nowotwor ten wykazuje typowe dla zmian o niskim
stopniu ztosliwoSci wartoSci parametru Cho/NAA, zawie-
rajace si¢ w zakresie 1,19-3,40(:102109,
W 1999 roku Pencalet i wsp. na podstawie analizy radiolo-
gicznej 168 nowotwordw obrazowanych przy uzyciu tomogra-
fii komputerowej i rezonansu magnetycznego zaproponowali
wyrdznienie czterech charakterystycznych postaci radiologicz-
nych gwiazdziaka wlosowatokomorkowego:
* | - guz torbielowaty z guzkiem przySciennym, w ktorym
wzmocnieniu kontrastowemu ulega tylko guzek przyScienny;
¢ II - guz torbielowaty, w ktdrym wzmocnieniu kontrastowe-
mu ulega Sciana torbieli i guzek przyScienny;
* III - guz lity z obecnymi cechami martwicy centralnej;
* IV - guz lity z brakiem lub obecnoscig niewielkiej czgsci tor-
bielowate;.
Powyzszy podziat zostat skonstruowany na podstawie obser-
wacji gwiazdziakdw wlosowatokomorkowych rozwijajacych sie
podnamiotowo, niemniej jednak wydaje si¢ najlepsza jak dotad
analiza radiologiczna tego typu nowotworu, ktéra moze mie¢
zastosowanie takze do zmian zlokalizowanych w innych ob-

146 | szarach anatomicznych mozgowia 10102104109,

ZWIAZEK OBRAZU RADIOLOGICZNEGO
Z PRZEBIEGIEM CHOROBY W GWIAZDZIAKACH
WEOSOWATOKOMORKOWYCH

Charakterystyczne cechy obserwowane w obrazach radiolo-
gicznych gwiazdziakow wiosowatokomorkowych probowano
skorelowac z przebiegiem klinicznym choroby. Wskazywano
miedzy innymi na mozliwo$¢ gorszego rokowania w przypad-
kach nowotwordw litych. Wnikliwe analizy wykazaly jednak,
ze zwiazek ten jest podyktowany czestszym wystepowaniem
zmian litych w obrebie pnia mozgu oraz cz¢sciej mozliwg do
osiagnigcia catkowitg resekcja zmian torbielowatych04106-108),
Wydawatlo si¢, ze duze znaczenie dla dziatan klinicznych,
szczegOlnie w przypadku mozliwosci pozostawienia fragmentu
Sciany torbieli w trakcie zabiegu neurochirurgicznego, bedzie
miafa jej ocena po podaniu Srodka cieniujgcego. Jednak Sciana
torbieli niezawierajaca elementow pochodzenia nowotworowe-
go moze ulega¢ wzmocnieniu kontrastowemu, np. w wyniku
wzmozonej reaktywnosci naczyf krwionosnych, co utrudnia jej
wiasciwg oceng. Analizy retrospektywne uwzgledniajace obec-
nos¢ tej cechy nie wykazaly znaczenia wzmacniania si¢ Scia-
ny torbieli dla przewidywania rokowania chorych, a catkowi-
te jej usuniecie nie byto zwigzane z poprawa rokowania%21%,
Przebieg kliniczny choroby nie zalezat rowniez od obecnosci
zwapniefi w obrebie masy guza“%?.

Dorward i wsp. w analizie obrazéw pooperacyjnych, wykony-
wanych w okresie od trzech do szeSciu miesigcy po subtotalnej
resekeji gwiaZdziaka wlosowatokomdrkowego, wykazali zwig-
zek pomiedzy guzkowym wzmocnieniem lozy obecnym w ba-
daniu MR a zwigkszonym ryzykiem nawrotu choroby nowo-
tworowej. Zgodnie z sugestiami autoréw tego rodzaju badanie
powinno by¢ jednak poszerzone o analizy immunohistoche-
miczne markerow Ki67 i CD68. Na uwage zastuguje fakt, ze
brak zmian w badaniu MR nie wykluczal prawdopodobiefi-
stwa wznowy 10,

Rowniez w gwiaZdziakach wiosowatokomorkowych rozwija-
jacych si¢ w przebiegu NF1 nie wykazano zwigzku pomigdzy
obrazem radiologiczno-morfologicznym a rokowaniem. Wyka-
zywaly one natomiast pewne cechy charakterystyczne, wsrdd
ktorych nalezy wymieni¢ jednakowa czgsto$¢ zajecia nerwdw
wzrokowych i skrzyzowania drog wzrokowych, zachowanie
anatomicznego ksztaitu nerwu oraz brak cz¢sci torbielowate.
W przeciwiefistwie do nich nowotwory niezwiazane z NF1 cz¢-
Sciej zajmowaly skrzyzowanie wzrokowe, mialy wzrost egzofi-
tyczny i zawieraly elementy torbielowate!!*!!).

ZWIAZEK OBRAZU RADIOLOGICZNEGO
Z PROFILEM MOLEKULARNYM
W NOWOTWORACH OSRODKOWEGO
UKEADU NERWOWEGO

Pierwsze proby przedstawienia tego typu zaleznoSci wystgpu-
jacych w nowotworach OUN podjeto dla skapodrzewiakow.
Charakterystyczna i jednoczes$nie wezesng zmiang genetyczng
pojawiajaca sie w tych nowotworach jest utrata materiafu ge-
netycznego na chromosomach 1p i 19q. Zaburzenie to dotyczy
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70-90% skapodrzewiakow oraz 30-50% skapodrzewiakogwiaz-
dziakow i jest zwiazane z lepsza odpowiedzig na chemioterapig
i dfuzszym czasem przezycia. Megyesi i wsp. wykazali zwia-
zek pomiedzy obecnoscig tej zmiany a charakterystycznym
obrazem guza w rezonansie magnetycznym (nieostre granice
zmiany, obecno$¢ zwapniefl, podatno$¢ na wzmocnienie kon-
trastowe) 2. Jednak autorzy kolejnego doniesienia, Jenkinson
i wsp., nie byli juz tak optymistyczni i podkreslili brak jedno-
znacznego i silnego zwigzku pomiedzy genotypem tych nowo-
twordw a obrazem RM. Kiadli nacisk na duzg zmienno$¢ doty-
czacq tej potencijalnej zaleznosci i zwrocili uwage na konieczne
w tym wypadku zachowanie ostroznosci w ustalaniu ewentual-
nych zwiazkow radiologiczno-molekularnych'.

Opisano takze mozliwo$¢ wykorzystania do oceny obrazu mo-
lekularnego skapodrzewiakow przedoperacyjnych badan obra-
zowych z uzyciem znacznikow izotopowych majacych powino-
wactwo do tkanki nowotworowej (tal-201). Ocena metabolizmu
tkanek nowotwordw wywodzacych si¢ z tej linii, poczyniona
przez Walker i wsp., ujawnita zwigzek pomi¢dzy wzmozonym
metabolizmem tkanek nowotworowych a utratg ramion 1p/19q,
zwlaszeza w zmianach o niskim stopniu ztoSliwo$cit'.

Préby poszukiwafi potencjalnych zaleznosci pomigdzy obra-
zem radiologicznym a zaburzeniami molekularnymi podejmo-
wano takze dla glioblastoma — nowotworu posiadajacego cha-
rakterystyczny i dobrze poznany wzOr zmian genomowych.
Mut i wsp. opisali zwiazek pomigdzy liczbg komorek TP53-
-pozytywnych (powyzej 50%) a dobrze ograniczong masa guza
i pierScieniowatym wzmocnieniem kontrastowym stwierdza-
nym w przedoperacyjnym badaniu rezonansem magnetycz-
nym. Wedtug autoréw ocena stopnia ekspresji biatka TP53 na
podstawie badaf obrazowych mogtaby pomdc w podejmowa-
niu decyzji o doszczgtnosci zabiegu chirurgicznego, zwiasz-
cza w $wietle obserwacji potwierdzajacych lepsze rokowanie
u chorych z wysoka jadrowa ekspresja tego biatka i zwigzang
z tym dobra odpowiedzig na leczenie adiuwantowe!'. Ponie-
waz dane z piSmiennictwa potwierdzaja zwigzek pomiedzy sil-
ng immunoreaktywnoscia komorek glioblastoma wobec biatka
a obecnoscig mutacji genu TP53, obserwacje Mut i wsp. mogg
stanowiC przestanke wskazujaca na mozliwo$¢ oceny zmian
molekularnych na podstawie cech radiologicznych w przypad-
ku glioblastoma"'®. Ponadto podjgto udane proby wykorzysta-
nia cech obecnych w obrazach rezonansu magnetycznego do
oceny statusu metylacji promotora genu MGMT (ang. methyl-
guanine DNA methyltransferase). Levner i wsp. z ponad 80%
trafnoScig opisali nieinwazyjng oceng molekularng genu, do-
konang na podstawie obrazow T1-zaleznych po podaniu §rod-
ka cieniujacego. Obecno$¢ niewyraznych granic guza obser-
wowano w przypadkach zwigzanych z metylacja promotora
genu, natomiast cechy martwicy i pier§cieniowate wzmocnienie
kontrastowe wystepowaly przede wszystkim w nowotworach
z obszarami promotorowymi niezmetylowanymi'”. Podob-
nych obserwacji dokonali Eoli i wsp., ktorzy ponadto stwier-
dzili znaczaco czesciej mieszane guzkowe wzmocnienie kontra-
stowe w glioblastoma ze zmetylowanym promotorem MGMT
oraz wspoOtistniejacg utratg heterozygotycznosci na chromo-
somach 17p i/lub 199™¥. Powyzsze obserwacje doczekaly sie
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rowniez potwierdzenia na poziomie ekspresji genow. Pope
1 wsp. wykazali obecny w glioblastoma, zwiazany z przebie-
giem choroby specyficzny wzor ekspresji gendw, zalezny od
cech radiologicznych badanych nowotwordw. Na podstawie
poréwnania guzéw odmiennie reagujacych na podanie Srod-
kow cieniujacych wytypowali geny potencjalnie zwigzane z ich
obrazem radiologicznym. Biorac pod uwage zwiazek pomigdzy
reakcjg nowotworu na podanie Srodka cieniujacego a rokowa-
niem, bylyby to geny, ktdrych aktywno$¢ miataby réwniez zwia-
zek z przebiegiem choroby. Nowotwory o réznym stopniu re-
aktywnoSci na kontrast roznily si¢ ekspresja 79 gendw, sposrod
ktorych autorzy wyréznili: TJP2 (ang. tight junction protein 2),
OLIG2 1ASCLI. Ponadto w nowotworach wzmacniajacych si¢
po podaniu §rodka cieniujgcego 71 gendw charakteryzowato
si¢c podwyzszonymi poziomami ekspresji. Byly to geny VEGF
i1 TNC (ang. tenascin C), zaangazowane w procesy angiogenezy
i hipoksji'™120. Takze Barajas i wsp. w oparciu 0 nowoczesne
metody obrazowania przy uzyciu MR i ocen¢ molekularng ma-
teriatu pochodzacego z utkania guza i z tkanek okotonowotwo-
rowych w obszarach wzmacniajacych si¢ pod wplywem kontra-
stu potwierdzili nadekspresje genow zwigzanych z proliferacjg
komorkowa, angiogeneza, naciekaniem i hipoksjg2.

ZWIAZEK OBRAZU RADIOLOGICZNEGO
Z PROFILEM MOLEKULARNYM
W GWIAZDZIAKACH
WEOSOWATOKOMORKOWYCH

W dotychczasowym piSmiennictwie nie ma publikacji, ktorych
celem bytaby proba opisania potencjalnych zaleznosci pomie-
dzy cechami radiologicznymi a molekularnymi w gwiazdzia-
kach wlosowatokomorkowych. Z drugiej strony obserwacje
dotyczace skapodrzewiakow i glioblastoma pozwalajq przy-
puszczac, ze podobne zaleznoSci moga dotyczy¢ takze in-
nych nowotwordéw. Dotychczas, prawdopodobnie ze wzgle-
du na szczatkowe informacje dotyczace biologii molekularnej
gwiaZzdziakow wtosowatokomorkowych, podobne analizy byly
ukierunkowane na wykazanie ewentualnego zwigzku pomie-
dzy obecnoscig specyficznych cech obserwowanych w bada-
niach obrazowych a przebiegiem klinicznym choroby!9%19%.,
Smoots i wsp., na podstawie analizy przedoperacyjnych ba-
dan obrazowych 51 gwiazdziakow wtosowatokomorkowych
wieku dziecigecego zlokalizowanych w obrebie mozdzku, nie
wykazali zwigzku pomigdzy cechami radiologicznymi a prze-
biegiem choroby, potwierdzili jedynie obecnos¢ zwickszonego
prawdopodobiefistwa progresji guza w przypadku niecatkowi-
tego jego usuniecia. Autorzy doniesienia zastosowali podziat
gwiazdziakow wlosowatokomorkowych zaproponowany przez
Pencaleta i wsp., wykorzystany takze w niniejszej pracy %122,
Podobna zaleznos¢, badajac grupg 40 gwiazdziakow wiosowa-
tokomorkowych, odnotowali Dorward i wsp.!'” Gwiazdziaki
wlosowatokomérkowe poddawano takze analizom spektrosko-
powym. Porto i wsp. przeprowadzili analize widm zwigzkow
zawierajacych grupe cholinowg (Cho), ktorych podwyzszone
stezenie jest zwigzane z procesami proliferacyjnymi i w gwiaZz-
dziakach o wyzszych stopniach ztosliwo$ci wykazuje dodatnig
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korelacje ze stopniem zfosliwoSci guza. Analiza taka miafa na
celu wyjasnienie, czy obserwowane w nielicznych przypad-
kach gwiazdziaka wtosowatokomorkowego cechy histologicz-
ne i radiologiczne typowe dla gwiazdziakdw o wyzszych stop-
niach zfoSliwoSci wigza sig ze statusem biochemicznym guza.
Poréwnanie widm spektroskopowych pomiedzy tkankg zdro-
wa i nowotworowa nie wykazato jednak znamiennych réznic,
nie obserwowano ich takze w r6znych grupach wiekowych29.,
Podsumowujac, powyzsze prace, bedace posrednimi obserwa-
cjami dotyczacymi potencjalnego zwigzku pomiedzy cechami
radiologiczno-morfologicznymi gwiazdziakow wlosowatoko-
morkowych a ich biologia, nie wykazaty charakterystycznych
zaleznosci.

CZYNNIKI PROGNOSTYCZNE
W GWIAZDZIAKU
WLOSOWATOKOMORKOWYM

Czynniki prognostyczne u chorych z gwiazdziakami wlosowa-
tokomorkowymi mozna podzieli¢ na kliniczne, histologiczne,
immunohistochemiczne oraz molekularne.

KLINICZNE CZYNNIKI
PROGNOSTYCZNE W GWIAZDZIAKACH
WLOSOWATOKOMORKOWYCH

Wsrod uznanych czynnikow klinicznych zwigzanych z lep-
szym rokowaniem w gwiazdziakach wlosowatokomorkowych
wymienia si¢ przede wszystkim catkowitg resekcje nowotwo-
ru. Lepsze rokowanie opisuje si¢ w przypadku nowotworow
zlokalizowanych w obregbie mdzdzku i potkul mozgu, gor-
sze dla zmian zlokalizowanych w obrebie drog wzrokowych,
co jest spowodowane ograniczonymi mozliwoSciami resekcji
guza®2871%) ¥ agodniejszy przebieg kliniczny choroby obser-
wuje si¢ u chorych z NF1. Gwiazdziaki wiosowatokomdrkowe
zwigzane z tym schorzeniem charakteryzuje bardzo powolny
wzrost, a nawet, do$¢ czgsto, obserwowana spontaniczna re-
gresja. W przeciwiefistwie do chorych dorostych, u dzieci nie
stwierdzano zwiazku pomigdzy przebiegiem choroby a plcig
i Wiekiem(28‘29.124-126)'

HISTOLOGICZNE CZYNNIKI
PROGNOSTYCZNE W GWIAZDZIAKACH
WLOSOWATOKOMORKOWYCH

Wsrdd cech histologicznych zwigzanych z korzystnym prze-
biegiem choroby u dzieci z gwiazdziakiem wlosowatokomor-
kowym Horbinski i wsp. wymienili obecno§¢ zmian zwyrod-
nieniowych w utkaniu nowotworu. Zwiazek ten zachowywat
istotnoS¢ statystyczng niezaleznie od lokalizacji nowotworu®?.
Dla odmiany Tibbetts i wsp. wsrod cech zwigzanych ze skroce-
niem okresu przezycia wolnego od nawrotu choroby wymienili:
martwicg, zwapnienie, szkliwienie naczyniowe oraz obecno$¢
komorek prezentujacych cechy oligodendrogleju. Obecnos¢ ta-
kich komorek w utkaniu gwiazdziaka wlosowatokomdrkowe-
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w grupie nowotworéw pofozonych podnamiotowo®”. Rodri-
guez 1 wsp. wykazali zwigzek pomigdzy krotszym czasem prze-
zycia a obecnoScig cech anaplazji komdrkowej. Obserwacja ta
zostata jednak poczyniona na grupie chorych, ktorych mediana
wieku wynosita 35 lat, 1 z tego wzgledu wynikow tych nie nalezy
odnosi¢ bezpoSrednio do populacji dziecigeej®.

IMMUNOHISTOCHEMICZNE CZYNNIKI
PROGNOSTYCZNE W GWIAZDZIAKACH
WEOSOWATOKOMORKOWYCH

Dotychczasowe analizy immunohistochemiczne gwiazdziakow
wlosowatokomorkowych w aspekcie mozliwosci ich wykorzy-
stania w praktyce klinicznej dostarczaja sprzecznych informacji.
Dotyczy to przede wszystkim prob wykorzystania indeksu proli-
feracyjnego Ki-67 (MIB1). W biezacym piSmiennictwie istnieja
zaréwno doniesienia potwierdzajace, jak 1 wykluczajace zwigzek
pomigdzy podwyzszonym indeksem proliferacyjnym (powy-
zej 1%) a gorszym rokowaniem. Uwaza sig, ze rozbieznosci te
mogg by¢ spowodowane wptywem na przezycie dodatkowych
czynnikow zmieniajacych rokowanie, zwlaszcza stopnia resek-
¢ji nowotworu. Wyklucza to stosowanie indeksu mitotycznego
jako niezaleznego markera immunohistochemicznego pozwa-
lajacego wyrdzni¢ podgrupe gwiaZzdziakow wtosowatokomor-
kowych o agresywnym przebiegu klinicznym. Ostatnio opisa-
no statystycznie znamienny zwiazek pomigdzy liczbg komorek
immunopozytywnych dla markera makrofagéw CD68 a dtugo-
$cig okresu przezycia wolnego od nawrotu choroby, co suge-
rowato istotng role komorek nienowotworowych w patogenezie
gwiazdziakow wlosowatokomorkowych. Jednak juz jednoczes-
na analiza uwzgledniajaca liczbg komorek CD68-pozytywnych
1 warto$¢ indeksu proliferacyjnego nie potwierdzita ich zwigz-
ku z przebiegiem choroby®281%6.124120 Nie ma takze zgodnosci
dotyczacej mozliwosci wykorzystania — jako wyktadnikow pro-
gnostycznych — biatek bgdacych markerami r6znicowania ko-
morek w kierunku oligodendrogleju, szczegolnie analizowa-
nych dotychczas MBP i PDGFR-o 4879810 W przeciwiefistwie
do glejakow o wysokim stopniu ztosliwosci takie cechy, jak im-
munoreaktywno$¢ dla TP53 i MGMT, nie mialy zwigzku z ro-
kowaniem 482,

Za niekorzystne rokowanie miatyby odpowiadac takze wy-
soka immunoekspresja MATN2 i obnizona immunoekspre-
sja ALDHIL1 (ang. aldehyde dehydrogenase 1 family member
L1). Rola obydwu biafek w patologii nowotwordw mozgu nie
jest doktadnie poznana, ale istniejacy stan wiedzy pozwolit na
wzigcie pod uwage ich roli w formowaniu i progresji nowo-
tworow w wyniku nasilenia proliferacji komorek OUN®*12%),
Powyzsze doniesienia wskazujg na istotny problem oceny
cech histologicznych 1 immunohistochemicznych gwiazdzia-
kow wiosowatokomdrkowych, zwtaszcza tych $wiadczacych
o mozliwosci zfosliwej transformacji. Pomimo podkresla-
nia znaczenia tego problemu przez Srodowisko neuropa-
tologow w biezacej klasyfikacji nowotworow oSrodkowego
uktadu nerwowego wg WHO nadal brakuje jednoznacznych

wytycznych stuzacych wiasciwej charakterystyce tego nowo-
tWOrU(6’9‘38‘74’82’87'129'132),
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MOLEKULARNE CZYNNIKI
PROGNOSTYCZNE W GWIAZDZIAKACH
WLOSOWATOKOMORKOWYCH

MozliwoSci wykorzystania zmian molekularnych do pro-
gnozowania przebiegu choroby u dzieci z gwiaZdziakami
wlosowatokomdrkowymi sg wyjatkowo nieliczne. Horbin-
ski i wsp. opisali zwigzek pomiedzy utratg heterozygotycz-
nosci na chromosomie 17p13 a zwigkszonym ryzykiem na-
wrotu choroby w przypadku nowotwordéw zlokalizowanych
w obrebie mozdzku3®. Potencjalne znaczenie dla wyod-
rebnienia przypadkow o agresywnym przebiegu klinicz-
nym przypisywano aktywacji szlakow sygnatowych MAPK
i PI3/AKT, ktére moga mie znaczenie terapeutyczne w wy-
selekcjonowanej grupie chorych®:", Przestanki §wiadczace
o mozliwosci identyfikacji molekularnych czynnikow ryzyka
w gwiazdziakach wiosowatokomdrkowych pojawity sie tak-
ze w wyniku prowadzenia analiz opartych na profilowaniu
genomowym. Wong i wsp. wykazali obecno§¢ dwdch pod-
grup gwiazdziakow wlosowatokomdrkowych, charakteryzu-
jacych si¢ odmiennym profilem ekspresji, ktory prawdopo-
dobnie byt zwigzany z r6zng aktywnoScig biologiczng tych
nowotwordw®®. Nalezy rowniez nadmienic, ze wyniki analiz
przedstawionych przez zespoly Sharmy i wsp. oraz Rodrigu-
eza i wsp., ktore dotyczyly znaczenia rokowniczego genow
MATN2 i ALDHILI, opisane w podrozdziale ,Immunohi-
stochemiczne czynniki prognostyczne w gwiazdziaku wio-
sowatokomorkowym”, stanowig poniekad takze efekt badan
mikromacierzowych® 12

Co sig tyczy ostatnio zdefiniowanych zmian molekularnych
w genie BRAF, nie wykazano dotad ich zwigzku z przebiegiem
klinicznym choroby 50523482,

CEL PRACY

GwiaZdziak wlosowatokomorkowy, nalezacy do nowotwordw
o niskim stopniu zfosliwosci, przez wiele lat uchodzit za nowo-
twor molekularnie niemy. Dopiero zastosowanie zaawansowa-
nych technik molekularnych umozliwifo oceng obecnych w nim
zmian genomowych. Wydaje si¢ rowniez wysoce prawdopo-
dobne, ze ten typ histologiczny nowotworu moze obejmowac
rozne odmiany molekularne. Ponadto nie mozna wykluczy¢
odmiennego pochodzenia gwiazdziakow wlosowatokomdrko-
wych o réznym umiejscowieniu w obrebie mozgowia. Intere-
sujacych danych dostarczyly w ostatnim okresie badania do-
tyczace profilowania genomowego tego nowotworu, jednak
uzyskane informacje nie sa spdjne. WieloS¢ znakow zapyta-
nia sktonita do podjgcia proby przeprowadzenia analizy pro-
fili ekspresji genodw na reprezentatywnej grupie gwiazdziakow
wlosowatokomdrkowych wieku dziecigcego. Szczegdtowe cele
zaplanowanych badan przedstawialy si¢ nastgpujaco:
1. Przeprowadzenie oceny i charakterystyka profili ekspresji ge-
néw w odniesieniu do lokalizacji nowotworu.
2. Przeprowadzenie oceny i charakterystyka profili eks-
presji genéw w odniesieniu do obrazu radiologiczno-
-morfologicznego nowotwordu.
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3. Przeprowadzenie oceny i charakterystyka profili ekspresji ge-
néw w odniesieniu do przebiegu klinicznego choroby.

MATERIAL I METODY
CHARAKTERYSTYKA BADANEJ GRUPY

Do badafi molekularnych przeznaczono materiat tkankowy
pobrany Srodoperacyjnie od 86 dzieci operowanych w Kli-
nice Neurochirurgii Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki
w Lodzi w latach 1990-2005. Tkanki nowotworowe pobiera-
ne w trakcie zabiegéw neurochirurgicznych przechowywano
w temperaturze -80°C w Zaktadzie Patologii Molekularnej
i Neuropatologii Katedry Onkologii Uniwersytetu Medyczne-
go w Lodzi. We wszystkich analizowanych przypadkach rozpo-
znanie zostato ustalone w oparciu o ocen¢ histopatologiczng
przeprowadzong przez dwoch niezaleznych neuropatologow.
Badane nowotwory spefnialy histopatologiczne kryteria okre-
Slone dla gwiazdziakow wiosowatokomorkowych w obowigzu-
jacej klasyfikacji nowotworéw mozgu wedtug Swiatowej Orga-
nizacji Zdrowia®.
Dane kliniczne niezbedne do przeprowadzenia oceny zalezno-
Sci pomigdzy profilami ekspresji genow a lokalizacja, obrazem
radiologiczno-morfologicznym i przebiegiem choroby zgroma-
dzono, wykorzystujac dokumentacje medyczng znajdujaca si¢
w Klinice Neurochirurgii Instytutu Centrum Zdrowia Matki
Polki oraz dziafajacej przy niej poradni. Badania wykonano
w ramach projektu finansowanego przez Ministerstwo Nauki
1 Szkolnictwa Wyzszego (nr N401 196 32/4137). Na przepro-
wadzenie badaf uzyskano zgode Komisji Etyki Badafi Nauko-
wych Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki w Lodzi.
Na podstawie zebranych informacji dotyczacych danych kli-
nicznych przypadkow uwzglednionych w analizie dokonano
podziatu nowotwordw pod wzgledem nastepujacych cech:
* lokalizacja nowotworu (rys. 2):
- M1 - gwiazdziaki wlosowatokomdrkowe zlokalizowane
w obrebie potkul mozgu - 21,
- M2 - gwiazdziaki wlosowatokomdrkowe zlokalizowane
w obrebie drog wzrokowych i podwzgorza — 23,
- M3 - gwiazdziaki wlosowatokomdrkowe zlokalizowane
w obrebie mozdzku i komory IV - 40,
- M4 - gwiazdziaki wlosowatokomdrkowe zlokalizowane
w obrebie pnia mozgu - 2;
* obraz radiologiczno-morfologiczny nowotworu (rys. 3):
- R1-nowotwory torbielowate z guzkiem przySciennym,
w ktdorych wzmocnieniu kontrastowemu ulega tylko gu-
zek przyScienny - 10,
- R2 - nowotwory torbielowate, w ktorych wzmocnieniu
kontrastowemu ulegaja Sciana torbieli i guzek przyscien-
ny - 24,
- R3-nowotwory lite z obecnymi cechami martwicy cen-
tralnej - 9,
- R4 - nowotwory lite z brakiem lub obecnoScig niewiel-
kiej czgSci torbielowatej — 43;
* przebieg kliniczny choroby nowotworowej:
- P1-przypadki bez cech progres;ji klinicznej - 81,
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- P2 - przypadki z obecnymi cechami progresji klinicz-
nej- 9,
- NF1 - przypadki w przebiegu potwierdzonej nerwiako-
widkniakowatosci typu 1. - 2.
Kryteriami kwalifikujacymi chorych do grupy klinicznej o do-
brym rokowaniu byly brak wznowy nowotworu po usunigciu
catkowitym oraz brak progresji pozostalej cz¢sci guza przy re-
sekcji niecatkowitej. Kryteriami kwalifikujacymi chorych do
grupy klinicznej o gorszym rokowaniu byly wznowa guza po

A

CENTRUM ZDROWIA MATKI POLK]|

Pasterior DFOV: 20.0x20.0cm

usunigciu catkowitym, progresja pozostawionej czesci guza
przy resekcji czeSciowej oraz rozsiew procesu nOWOotworowe-
go drogami przeptywu ptynu mozgowo-rdzeniowego z two-
rzeniem przerzutow w obrebie oSrodkowego uktadu nerwowe-
go. Kryterium czasowym w obydwu przypadkach byt 5-letni
okres obserwacji, liczony od czasu postawienia diagnozy. Dwa
przypadki gwiazdziaka wlosowatokomorkowego wystepujace-
go w przebiegu NF1 zawieraly sig w grupie chorych, u ktorych
nie stwierdzono cech progres;ji klinicznej.

CENTRUM ZDROWIA MATKI POLKI

SW:5.00mm

V:5
ol TE 16/SE/S

Rys. 2. Obrazy prezentujqce zasady podzialu badanych nowotworéw pod wzgledem umiejscowienia. A — gwiaZdziak wlosowatokomarkowy zlo-
kalizowany w obrebie potkul mazgu (M1); B — gwiaZdziak wlosowatokomdrkowy zlokalizowany w obrebie drog wzrokowych i podwzgdrza
(M2); C - gwiaZdziak wlosowatokomdrkowy zlokalizowany w obrebie mozdzku i komory IV (M3); D — gwiaZdziak wlosowatokomdrkowy
zlokalizowany w obrebie pnia mozgu (M4). Badania RM po podaniu Srodka cieniujgcego.

AKTUALN NEUROL 2011, 11 (3), p. 135-198




ROZPRAWA HABILITACYJNA

Badana grupa obejmowata 86 dzieci w wieku od 1 do 17
lat (mediana wieku 7 lat), wsrod ktorych byto 55 chtopcow
i 31 dziewczat. Do analiz przy uzyciu mikroczipéw geno-
mowych przygotowano material tkankowy pochodzacy od
50 dzieci (tabela 1).

Pozostate przypadki (36 chorych) postuzyly do potwierdzenia
(walidacji) wynikow uzyskanych w trakcie analizy bioinforma-
tycznej (tabela 2). Kwalifikacja badanych préb do kazdej gru-
py opierata si¢ na wartoSci wspofczynnika integralnosci RNA

DFOV: 23.0x23.0cm

(ang. RNA Integrity Number, RIN). Proby najlepszej jakosci
przeznaczono do badaf mikromacierzowych.

OCENA ILOSCIOWA 1 JAKOSCIOWA
MATERIALU BIOLOGICZNEGO

Catkowity RNA izolowano w oparciu o klasyczng metodg
Chomczyfiskiego i Sacchi z dodatkowym etapem oczyszcza-
nia uzyskanego materiatu biologicznego za pomoca zestawow

MAGNEVIS

Rys. 3. Obrazy prezentujgce zasady podziatu badanych nowotwordw pod wzgledem obrazu radiologiczno-morfologicznego. A — nowotwdr torbielowa-
1y z guzkiem przysciennym, w ktérym wzmocnieniu kontrastowemu ulega tylko guzek przyscienny (R1); B — nowotwor torbielowaty, w ktdrym
wzmocnieniu kontrastowemu ulega Sciana torbieli i guzek przyscienny (R2); C— nowotwdr lity z obecnymi cechami martwicy centralnej (R3);
D — nowotwor lity z brakiem lub obecnosciq niewielkiej czesci torbielowatej (R4). Badania RM po podaniu Srodka cieniujgcego

AKTUALN NEUROL 2011, 11 (3), p. 135-198
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Kod ;| Wiek Lokalizacja T . Przebieg
Lp. chorego Plec (lata) nowotworu Grupa Cechy radiologiczno-morfologiczne | Grupa Kliniczny Grupa
) Guz torbielowaty z guzkiem Bez cech
1 3078 L 8 Pétkula mézqu M1 przysciennym ulegajacym wzmocnieniu | R1 progresji P1
kontrastowemu klinicznej
) Guz torbielowaty z guzkiem Bez cech
2 3398 A 8 Pétkula mézgu M1 przysciennym ulegajacym wzmocnieniu | R1 progresji P1
kontrastowemu klinicznej
) ) Guz torbielowaty ulegajacy Cechy progresji
3 3080 M > Pofkula mozgu Ll wzmocnieniu kontrastowemu = klinicznej e
4 | 3110 Mmoo Potkulamézgu | M1 Guz torbielowaty ulegajacy R2 o PI
9 wzmocnieniu kontrastowemu Elin?cznjej
5 | 30 Mmoo 13 Pollulamezgu | M1 Guz torbielowaty ulegajacy R2 e P1
9 wzmocnieniu kontrastowemu Elin?cznjej
6 | 309 Mmoo Potkulamizgu | M1 Guzlity zbrakiem lub obecnosda R4 o Pl
9 niewielkiej czesci torbielowatej Elin?cznje j
7| 3007 M| 16 Potkulamézgu | M1 Guz ity z brakiem ub obecnosciy R4 ol P
9 niewielkiej czesci torbielowatej E" n?cz nJej
8 | 3100 Mmo| 1 Polkulamézgu | M1 Guzlity 2 brakiem ub obecnosciy R4 o P1
9 niewielkiej czesci torbielowatej Elin?cznjej
. . . Bez cech
Drogi wzrokowe Guz torbielowaty ulegajacy -
? 3093 M ! i podwzgdrze e wzmocnieniu kontrastowemu e Elrl?]?g;{; 7
10 | 3114 M 1 Drogi wzrgkowe M2 Guz Iity; brakigm lub pbecnoégiq R4 (gchy progres;i P
i podwzgorze niewielkiej czesci torbielowatej klinicznej
; Drogi wzrokowe Guz lity z brakiem lub obecnoscia Cechy progresji
n | 3094 z n i podwzgorze e niewielkiej czesci torbielowatej i klinicznej =
Drogi wzrokowe Guz lity z brakiem lub obecnoscia Cechy progresji
12 3378 M 3 i podwzgorze i niewielkiej czesci torbielowatej = klinicznej L
. . . L Bez cech
13 | 3082 z 10 Drogi wzrokowe M2 Guz ity 2 brakiem lub obecnosd R4 progresji P1
i podwzgorze niewielkiej czesci torbielowatej Klinicznej
) . A - Bez cech
; Drogi wzrokowe Guz lity z brakiem lub obecnoscia .
14 | 3366 z 4 i podwzgérze i niewielkiej czesci torbielowatej i Emﬁsagj 4
. . . L Bez cech P1
; Drogi wzrokowe Guz lity z brakiem lub obecnoscia -
15 | 33 £ 8 i podwzgdrze e niewielkiej czesci torbielowatej b Elrﬁ]?crze;gj NF1
. . . - Bez cech P1
16 | 3397 7 3 Drogi wzrgkowe M2 Guz lity z Iqraklgm lub obecnoscia R4 progresji
i podwzgérze niewielkiej czesci torbielowatej Klinicznej NF1
) . ) - Bez cech
; Drogi wzrokowe Guz lity z brakiem lub obecnoscia "
17 | 3083 z 4 i podwzgérze 2 niewielkiej czesci torbielowatej = Elrltr)l?cr;?elj d
. . . - Bez cech
; Drogi wzrokowe Guz lity z brakiem lub obecnoscia -
18 | 3104 L 4 i podwzgorze 2 niewielkiej czesci torbielowatej E Eﬂ?]?crzersljelj 7

Tabela 1. Zestawienie danych klinicznych chorych objetych analizami mikromacierzowymi
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Kod . | Wiek Lokalizacja TS . Przebieg
Lp. chorego Ple¢ (lata) nowotworu Grupa Cechy radiologiczno-morfologiczne | Grupa liniczny Grupa
. . i - Bez cech
; Drogi wzrokowe Guz lity z brakiem lub obecnoscia -
¥ |35 i 04 i podwzgérze Mz niewielkiej czesci torbielowatej R Eﬂ%?:;;ﬂj Bl
Guz torbielowaty z guzkiem Bez cech
20 | 3101 M 6 Mézdzek M3 przy$ciennym ulegajacym wzmocnieniu | R1 progresji P1
kontrastowemu klinicznej
Guz torbielowaty z guzkiem Bez cech
21 | 3088 M 13 Mézdzek M3 przysciennym ulegajacym wzmocnieniu | R1 progresji P1
kontrastowemu klinicznej
) Guz torbielowaty z guzkiem Bez cech
22 | 309 VA 10 Mézdzek M3 przysciennym ulegajacym wzmocnieniu | R1 progresji P1
kontrastowemu klinicznej
Guz torbielowaty z guzkiem Bez cech
23 | 31N M 5 Mézdzek M3 przysciennym ulegajacym wzmocnieniu | R1 progresji P1
kontrastowemu klinicznej
Guz torbielowaty z guzkiem Bez cech
24 | 3371 M 3 Mézdzek M3 przysciennym ulegajacym wzmocnieniu | R1 progresji P1
kontrastowemu klinicznej
Guz torbielowaty z guzkiem Bez cech
25 | 3072 M 12 Mézdzek M3 przysciennym ulegajacym wzmocnieniu | R1 progresji P1
kontrastowemu klinicznej
) . Bez cech
- Guz torbielowaty ulegajacy -
26 | 3109 M 2 Mézdzek M3 wzmochieniu kontrastowemu R2 Elr_ogres” P1
inicznej
27 | 309 Mmoo 4 Moidiek M3 Guz torbielowaty ulegajacy R2 " P1
wzmocnieniu kontrastowemu EI' gresii
inicznej
28 | 309 Mo Modzek M3 Guz torbielowaty ulegajacy R2 o P1
wzmocnieniu kontrastowemu EI' grespi
inicznej
29 | 3112 Mmoo |16 Moidiek M3 Guz torbielowaty ulegajacy R2 e P1
wzmocnieniu kontrastowemu EI' gresii
iniczngj
30 | 3108 AT Moidiek M3 Guz torbielowaty ulegajacy R2 " P1
wzmocnieniu kontrastowemu EI' gresi
inicznej
31 | 3087 Mmo|s Mozdzek M3 Guz torbielowaty ulegajacy R2 Bfg céihi P
wzmocnieniu kontrastowemu progresji
klinicznej
32 | 3067 Mmoo Moidiek M3 Guz torbielowaty ulegajacy R2 o Pt
wzmocnieniu kontrastowemu progresji
klinicznej
33 | 3409 Mmoo 4 Moidiek M3 Guz torbielowaty ulegajacy R2 o P1
wzmocnieniu kontrastowemu progresyl
klinicznej
; Guz lity z obecnymi cechami martwicy Bez cech
34 | 3096 L 7 Mozdzek M3 h R3 progresji P1
centralnej o2
klinicznej
Guz lity z obecnymi cechami martwic Bez cech
35 | 3098 M 14 Moidzek M3 i b N progresji P1
) klinicznej
. . . ) Bez cech
36 | 3071 M 6 Moidzek M3 Guzlltyzpbecnymlcechaml martwicy R3 progresii Pl
centralnej Klinicznej

Tabela 1. Zestawienie danych klinicznych chorych objetych analizami mikromacierzowymi (cd.)
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Kod . | Wiek Lokalizacja T . Przebieg
Lp. chorego Ple¢ (lata) nowotworu Grupa Cechy radiologiczno-morfologiczne | Grupa Kliniczny Grupa

Guz lity z obecnymi cechami martwic Bez cech

37 | 3079 M 5 Mozdzek M3 centame Y VI progres;i P1
/ klinicznej
; Guz lity z obecnymi cechami martwic Bez cech

38 | 3399 1 4 Mézdzek M3 centralyn : y VIR progresji P1
/ klinicznej

39 | 338 M| Méidzek M3 Guz ity z brakiem lub obecnoscia R ol PI
niewielkiej czedci torbielowatej Elin?cznje j

a0 | B2 7 12 Mozdzek M3 Guz ity 2 brakiem ub obecnosdg R4 o PI
niewielkiej czesci torbielowatej Elin? cszej

M | 37 Mo |6 Moidzek M3 Guzlityz brakiem ub obecnosdiy R4 o Pl
niewielkiej czesci torbielowatej Elin?cznjej

- Guz lity z brakiem lub obecnoscia Cechy progresji

42| 3073 M 3 Mozdzek e niewielkiej czesci torbielowatej & klinicznej 7

3 | 3391 M| 4 Mozdzek M3 Guz ity z brakiem ub obecnosciy R4 ol Pl
niewielkiej czesci torbielowatej E" n?cz nJej

4 | 330 7 5 Méidiek M3 Guz lity z brakiem lub obecnoscig R4 Breozc;cshi P
niewielkiej czesci torbielowatej Elingi]cznjej

5 | 373 M 5 Mézdzek M3 Guz lity z brakiem lub obecnoscia R4 Bfozcricshi P
niewielkiej czesci torbielowatej E"n?(znje j

46 | 3077 i 13 Mozdzek M3 Guzlity z brakiem ub obecnosci R4 o P
niewielkiej czesci torbielowatej E" n? - nJej

47 | 38 M| 10 Moidzek M3 Guz ity brakiem lub obecnoéciy R4 o 1
niewielkiej czesci torbielowatej Elin?cznjej

8 | 36 Mmoo Mozdzek M3 Guzlity z brakiem lub obecnosda R4 o P1
niewielkiej czesci torbielowatej Elin?cznje j

49 | 3070 M| 14 Piet mézgu M4 Guzlity z brakiem lub obecnosd R4 Breé creecs,hi P1
9 niewielkiej czesci torbielowatej E" n? 7 nJej

50 | 3105 1| m Pieri mézgu Ma Guz ity z brakiem lub obecnotcia R4 o Pl
9 niewielkiej czesci torbielowatej Elin?cznjej

Tabela 1. Zestawienie danych klinicznych chorych objetych analizami mikromacierzowymi (cd.)

kolumnowych RNeasy® Micro Kit (Qiagen) wedtug standar-
dowych procedur®®. Ilo§¢ uzyskanego RNA oceniano wstep-
nie za pomoca spektrofotometru Picodrop (Picodrop Limited)
i NanoDrop 1000 (Thermo Scientific NanoDrop). Naste¢pnie
ilos¢ 1 jako$¢ uzyskanego RNA oceniano na podstawie elektro-
forezy kapilarnej przeprowadzonej za pomocg Bioanalizatora
Agilent 2100 (Agilent Technologies), w oparciu 0 ocen¢ war-
tosci RIN analizowanego przy uzyciu dedykowanego oprogra-
mowania.

HYBRYDYZACJA BADANYCH PROB

Kolejnym etapem przygotowania materiafu biologicznego do
analiz mikromacierzowych byta synteza dwuniciowego cDNA
na matrycy 250 ng RNA. Po uzyskaniu, w trakcie reakcji od-
wrotnej transkrypcji, jednoniciowego cDNA przeprowadzono
syntez¢ drugiej nici cDNA, a nast¢pnie w reakcji transkryp-
¢ji in vitro uzyskano amplifikowany RNA znakowany biotyna.
Po oczyszczeniu preparatéw dokonano fragmentacji zampli-
fikowanego i biotynylowanego cRNA pod wpiywem wysokiej
temperatury i jonow magnezu (GeneChip® 3’ IVT Express Kit,
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Kod . | Wiek Lokalizacja ST . Przebieg
Lp. chorego Pte¢ (lata) nowotworu Grupa Cechy radiologiczno-morfologiczne | Grupa Kiniczny Grupa
1| 3068 1 |s Polkulamzgu | M1 Guzlity 2 brakiem ub obecnosci R4 Efozgcr:cstj]l 1
niewielkiej czesci torbielowatej Klinicznej
2| 3069 1 s Polkulamézgu | M1 Guz ity 2 braklem ub obecnoécly R4 Efgg(rics:: 1
niewielkiej czesci torbielowatej Klinicznej
; ) Guz lity z brakiem lub obecnoscia Cechy progresji
3 3106 M > Pofkula mézgu o niewielkiej czesci torbielowatej B klinicznej i
4 | 308 Mo s Polkulamzgu | M1 Guz ity 2 brakiem ub obecnosci R4 o 1
9 niewielkiej czesci torbielowatej EI' gresjt
inicznej
5| 3684 Mmoo Potkulamézgu | M1 Guz ity 2 brakiem Iub obecnoscia R4 e P1
9 niewielkiej czesci torbielowatej EI' gresl
inicznej
Guz torbielowaty z guzkiem Bez cech
6 3685 M 17 Pétkula mézgu M1 przysciennym ulegajacym wzmocnieniu | R1 progresji P1
kontrastowemu klinicznej
. . . Bez cech
. ) Guz lity z brakiem lub obecnoscia "
7 3694 M 16 Pétkula mézgu M1 niewielkiej czesci torbielowatej R4 progresji P1
klinicznej
8 | 365 Mo e Potkulamezgu | M1 Guz torbielowaty ulegajacy R2 e P1
9 wzmocnieniu kontrastowemu progresjt
klinicznej
9 | 36% Mmoo Potkulamezgu | M1 Guz torbielowaty ulegajacy R2 ooy P1
9 wzmocnieniu kontrastowemu E“ n? - nJej
Guz torbielowaty z guzkiem -
10 | 3697 M N Pétkula mézgu M1 przysciennym ulegajacym wzmocnieniu | R1 Eﬁ;lilglzg?gresn P2
kontrastowemu ]
. ) , Guz lity z brakiem lub obecnoscia Cechy progresji
| 369 z n Potkula mézgu A niewielkiej czesci torbielowatej 5 klinicznej L
) ) Guz torbielowaty ulegajacy Cechy progresji
12 36% M B Pofkula mézgu Ll wzmocnieniu kontrastowemu i klinicznej e
) . . . ) Bez cech
; Drogi wzrokowe Guz lity z obecnymi cechami martwicy "
13 [ 3066 i 10 i podwzgérze Mz centralnej 3 Eﬂ?}?g;gl Bl
. . . ) ) Bez cech
; Drogi wzrokowe Guz lity z obecnymi cechami martwicy "
1| 3075 z 4 i podwzgérze b centralnej & Eﬂ%?g;;gj d
. . . - Bez cech
; Drogi wzrokowe Guz lity z brakiem lub obecnoscia -
15| 3076 z 8 i podwzgorze il niewielkiej czedci torbielowatej B Elri?]?cr;?elj i
. . i - Bez cech
; 3 Drogi wzrokowe Guz lity z brakiem lub obecnoscia "
16 | 3089 z i podwzgérze iz niewielkiej czesci torbielowatej i Em;;]é 4
. . . - Bez cech
3103 ; Drogi wzrokowe Guz lity z brakiem lub obecnoscia -
i £ 4 i podwzgdrze i niewielkiej czesci torbielowatej B Elrl?]?(r:;]é] 7
18 | 3113 7| Drogi wzrokowe |y, Guz lity 2 brakiem lub obecnoscia R gf(fgcfecsﬂ P1
i podwzgérze niewielkiej czesci torbielowatej Klinicznej

Tabela 2. Zestawienie danych klinicznych chorych objetych analizami stuzgcymi walidacji wynikow uzgyskanych w trakcie profilowania genomowego
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Kod , | Wiek Lokalizacja T . Przebieg
Lp. chorego Pte¢ (lata) nowotworu Grupa Cechy radiologiczno-morfologiczne | Grupa Kiniczny Grupa
) . ; Bez cech
; Drogi wzrokowe Guz torbielowaty ulegajacy o
¥ 37 i 04 i podwzgorze P wzmocnieniu kontrastowemu i Emﬁgﬁ;{; Bl
) . ) L Bez cech
Drogi wzrokowe Guz lity z brakiem lub obecnoscia "
20 | 3370 M 6 i podwzgérze i niewielkiej czesci torbielowatej i Emﬁ:ﬁ;’gl d
I . . L Bez cech
Drogi wzrokowe Guz lity z brakiem lub obecnoscia -
2| 3376 M B i podwzgdrze e niewielkiej czesci torbielowatej B Eﬂ?ﬁcﬁg 7
' ' . - Bez cech
; Drogi wzrokowe Guz lity z brakiem lub obecnoscia "
22 | 3386 L 10 i podwzgorze M2 niewielkiej czesci torbielowatej R4 Elrl?l?gzesjéj P
. . ) . . Bez cech
Drogi wzrokowe Guz lity z obecnymi cechami martwicy "
3| 388 M 5 i podwzgorze e centralnej = Eﬂ?]?crzeﬁje', 4
h . . Bez cech
Drogi wzrokowe Guz torbielowaty ulegajacy -
24 | 3686 M 3 i podwzgorze e wzmocnieniu kontrastowemu i E{I?]?glersljelj d
5 | 310 Mo Msidzek M3 Guz torbielowaty ulegajacy R2 o Pl
wzmocnieniu kontrastowemu E" n? - nJej
26 | 301 Mmoo 2 Msidzek M3 Guz torbielowaty ulegajacy R2 o Pl
wzmochieniu kontrastowemu Elin?cznjej
27 | 3081 M| 4 Mozdzek M3 Guzlity 2 brakiem lub obecnoscia R4 o Pl
niewielkiej czesci torbielowatej Elin?cznjej
28 | 3380 M| Méidzek M3 Guz torbielowaty ulegajacy R2 e Pl
wzmocnieniu kontrastowemu E“ n? 7 nJej
. . . . Bez cech
29 | 3381 M| 16 Moidiek M3 Guz lty z obecnymi cechami martwicy  (Sp3 progresii P1
centralnej klinicznej
30 | 3383 7 |6 Mozdzek M3 Guzlity 2 brakiem lub obecnoscia R4 o P
niewielkiej czesci torbielowatej Elin?cznjej
31 | 3384 Mo Mozdzek M3 Guz torbielowaty ulegajacy R2 Do) Pl
wzmocnieniu kontrastowemu E“ n?cz nJej
32 | 3687 Mo Moidzek M3 Guz torbielowaty ulegajacy R2 e Pl
wzmocnieniu kontrastowemu Elin?cznlej
33 | 3688 Mmoo 4 Moidzek M3 Guz torbielowaty ulegajacy R2 ot Pl
wzmocnieniu kontrastowemu Elin?cznje i
34 | 3689 1|7 Mozdzek M3 Guz ity z brakiem lub obecnosdia R Bfg creecshl P1
niewielkiej czesci torbielowatej E" ngi cz njej
35 | 369 mo| Mozdiek M3 Guz ity z brakiem lub obecnocia R4 o Pl
niewielkiej czesci torbielowatej Elingi]cznjej
36 | 3691 Mmoo Modzek M3 Guz torbielowaty ulegajacy R2 o Pl
wzmocnieniu kontrastowemu Elin?cznje i

Tabela 2. Zestawienie danych klinicznych chorych objetych analizami stuzgcymi walidacji wynikow uzyskanych w trakcie profilowania genomowego (cd.)
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ROZPRAWA HABILITACYJNA

Affymetrix). Tak przygotowane proby, po pofaczeniu z miesza-
ning hybrydyzacyjna, stanowity bezposredni materiat przezna-
czony do hybrydyzacji z ptytka mikromacierzowa.
Hybrydyzacje do mikromacierzy o wysokiej gestosci, Human
Genome U 133 Plus 2.0 (Affymetrix), przeprowadzono w tem-
peraturze 45°C przez 16 godzin w piecu GeneChip Hybridiza-
tion Oven (Affymetrix). W kolejnym etapie macierz poddano
barwieniu kompleksem fikoerytryna-streptawidyna (Streptavi-
din, Alexa Fluor® 610 — R-phycoerythrin conjugate, Molecu-
lar Probes). Skanowanie przeprowadzono za pomocg Gene-
Chip Scanner 3000 (Affymetrix).

ANALIZA BIOINFORMATYCZNA

Surowe dane z eksperymentu mikromacierzowego pozyska-
no w oparciu o firmowe oprogramowanie skanera GeneChip
3000 firmy Affymetrix. Ocen¢ jakoSci wykonanych mikroma-
cierzy przeprowadzono w systemie Bioconductor, wersja 2.10.
Wstepnie dokonano oceny homogennosci badanej grupy na
podstawie oceny fluorescencji sond komplementarnych, czy-
li wartoSci PM (ang. perfect match). Nastgpnie na podstawie
liniowego modelu PLM (ang. probe level model) wyznaczono
dwa parametry, w oparciu o ktore przeprowadzono analiz¢ ja-
koSci eksperymentu mikromacierzowego: median¢ ekspres;ji
(ang. relative log expression, RLE) 1 znormalizowany bfad stan-
dardowy estymacji (ang. normalized unscaled standard error,
NUSE). W celu oceny prawidiowosci przebiegu eksperymentu

wykonano takze analizg¢ gtownych sktadowych (ang. principal
component analysis, PCA).

Wstepne przetwarzanie zbioru danych, uwzgledniajace korek-
te fluorescencii tfa i normalizacj¢ surowych danych, przepro-
wadzono w oparciu o technikg GCRMA (ang. Guanine Cyto-
sine Robust Multi-array Analysis) za pomocg bibliotek pakietu
Bioconductor (http://www.bioconductor.org).

Analizowane geny opisano na podstawie informacji za-
wartych w pakiecie Bioconductor obejmujacym biblioteke
hgu133plus2.db (Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Ar-
ray annotation data, chip hgui33plus2) w wersji 2.3.5, z dnia
19.04.2010 roku (http://www.bioconductor.org).

Do selekeji zestawdw sond roznicujacych badane grupy wy-
korzystano oprogramowanie BRB-ArrayTools, wersja 4.1.0
Beta 3 Release (http://linus.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools.html).
Do poréwnai grupy o roznej charakterystyce klinicznej wyko-
rzystano test Welcha (analizy wariancji bez zafozenia jej homo-
gennoSci). Oceny istotnosci statystycznej wynikow dokonywa-
no w oparciu o nieskorygowany poziom istotnosci (p<0,001)
oraz odsetek wynikow fatszywie dodatnich (ang. false discov-
ery rate, FDR).

Do analizy poréwnawczej uzyto takze testu globalnego
(http://www.bioconductor.org), ktory pozwala oceni¢ liczbe
gendw roznicujacych badane grupy.

Kolejny etap obejmowat analiz¢ w oparciu o nienadzorowane
grupowanie hierarchiczne w celu pozyskania podgrup o cha-
rakterystycznym wzorze ekspresji gendw. Dla odpowiedniej

. Lokalizacja s . .
Symbol i nazwa genu Numer sondy chromosomalna Lokalizacja eksonowa Dtugosc amplikonu
IRX2
iroquois homeabox gene 2 Hs01383002_m1 5p15.33 1-2 85
PAX3
paired box gene 3 Hs00240950_m1 2q35-q37 23 145
CXcLi4
hemokine (C-X-C motif) Hs00171135_m1 5q31 3-4 73
ligand 14
LHX2
fim homeobox gene 2 Hs00180351_m1 99333 3-4 49
SIXé6
sine oculis homeobox Hs00201310_m1 14923.1 1-2 15
homolog 6
CNTNT
contactin 1 Hs00169986_m1 12911-q12 14-15 112
SIX1
sine oculis homeobox Hs00195590_m1 14923.1 1-2 79
homolog 1
GAPDH
glyceraldehyde-3-phosphate Hs99999905_m1 12p13 33 122
dehydrogenase

Tabela 3. Lista i charakterystyka sond wykorzystanych do potwierdzenia (walidacji) wynikow analiz mikromacierzowych
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Rys. 4. Graficzne przyktady wynikow analizy ilos’ciowej i jakosciowej RNA. Proby 3067, 3068, 3070, 3071, 3072, 3073 i 3074 charakteryzuje
dobra jakos¢ RNA. Proby 3066 i 3069 nie spefniajq kryteriow wigczenia do analizy mikromacierzowej. Ocena na podstawie elektroforezy

kapilarnej przeprowadzonej za pomocq Bioanalizatora Agilent 2100

wizualizacji uzyskane dane przedstawiono w formie dendro-
gramOw oraz map termicznych (ang. heatmap), prezentuja-
cych podobiefistwo ekspresji gendw w analizowanych probach.
Wyselekcjonowane geny o znamiennie statystycznych od-
chyleniach ekspresji poddano analizie pod katem ich za-
angazowania w funkcje molekularne i procesy biologiczne
komorki w oparciu o przynalezno$¢ do klas ontologii, wyko-
rzystujac bazy danych projektu Gene Ontology Consortium
(http://www.geneontology.org).

Na kolejnym etapie dokonano oceny zaangazowania genow
o zmienionych poziomach ekspresji w dziatanie komorkowych
szlakow sygnafowych. Zwiazek ten oceniano w oparciu o ana-
lizg GSEA (ang. gene set enrichment analysis) z wykorzysta-
niem zdefiniowanych zestawow gendw (curated and motif gene
set collections) udostgpnionych w bazie danych MSigDB (Mo-
lecular Signatures Database v. 3.0, http://www.broadinsti-
tute.org/gsea/msigdb/index jsp). Analizy przeprowadzono przy
uzyciu testow permutacyjnych Kotmogorowa-Smirnowa i naj-
mniejszych kwadratow (ang. Least Squares, LS) oraz metody
Gene Set Analysis, wediug testu Efrona i Tibshiraniego. Jako
poziom istotnosci przyjgto p<0,0011435136),

WALIDACJA UZYSKANYCH WYNIKOW

Potwierdzenie wynikow analiz mikromacierzowych dla genow
roznicujacych gwiazdziaki wlosowatokomorkowe o odmien-
nym umiejscowieniu przeprowadzono na niezaleznym zbio-
rze prob reprezentujacych wszystkie trzy badane lokalizacje
nowotwordw. Badania przeprowadzono w oparciu o meto-
de QRT-PCR, wykorzystujac cDNA uzyskany w wyniku reak-
cji odwrotnej transkrypcji 1 ug RNA. Analizy przeprowadzono
z uzyciem sond TagMan® Gene Expression Assays dla genow
IRX2, PAX3, CXCL14, LHX2, SIX6, CNTNI i SIXI. Jako gen
odno$nikowy zostat uzyty gen GAPDH (tabela 3). Wszystkie
reakcje przeprowadzono w trzech niezaleznych powtdrzeniach
na aparacie Rotor Gene 6000 (Qiagene-Corbett Life Science,
Sydney, Australia). Znormalizowany poziom ekspresji bada-
nych genéw obliczono na podstawie metody opisanej przez
Pfaffla i wsp.13?

Roéznice w ekspresji gendw obliczono, uzywajac testu niepa-
rametrycznego Kruskala-Wallisa z testem post-hoc Dwassa-
-Steela-Critchlowa-Flignera, pozwalajacego pordwnac trzy
analizowane grupy. Jako poziom istotny statystycznie przyje-
to p<0,05.

AKTUALN NEUROL 2011, 11 (3), p. 135-198
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Rys. 5. Symetryczna intensywnosc sygnalow elementow o wysokiej (A) i niskiej (B) fluorescencji w obrebie ramki kontrolnej mikromacierzy

Human Genome U 133 Plus 2.0

WYNIKI
OCENA ILOSCIOWA 1 JAKOSCIOWA RNA

W badanej grupie nowotwordw pod wzgledem parametru wyj-
Sciowego, jakim jest wspotczynnik RIN, stwierdzono matego stop-
nia heterogennos¢, co moze $wiadezy¢ o mozliwosci degradacii
RNA w czgsci badanych prob. Z tego wzgledu 50 prob charakte-
ryzujacych si¢ najlepszym jakoSciowo RNA przeznaczono do re-
akeji hybrydyzacji z mikromacierza oligonukleotydowa HG U133
Plus 2.0, pozostatych 36 przypadkow wykorzystano do potwier-
dzenia (walidacji) wynikéw profilowania genomowego.

Wsrdd prob przeznaczonych do hybrydyzacji 35 wykazy-
wato RIN>6, w pozostatych 15 warto§¢ RIN byfa ponizej 6.

AKTUALN NEUROL 2011, 11 (3), p. 135-198
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Poniewaz jako§¢ materiatu wyjSciowego jest istotnym czynni-
kiem mogacym mie¢ wplyw na potencjalne zmiany w ekspresji
analizowanych genow, czynnik ten zostat takze uwzgledniony
w analizie statystycznej i bioinformatycznej. Przykladowe wyniki
obrazujace oceng wspdtczynnika RIN przedstawiono na rys. 4.

NORMALIZACJA DANYCH

Dla 50 przypadkéw poddanych hybrydyzacji z macierza-
mi 0 wysokiej gestoSci dokonano petnej procedury kontro-
li jakoSci, wykorzystujac procedury pakietu Bioconductor
(http://www.bioconductor.org).

Prawidtowy przebieg procesu hybrydyzacji potwierdzono po-
przez ocen¢ sygnatu fluorescencji w obrebie ramki kontrolnej
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2400 _{HG-U133_Plus_2) CEL
3359 (HG-U133_Pius_2)CEL
3308 (HG-U133_Pius_2)CEL
3387 _(HG-U133_Pius_2)CEL
3304_{HG-U133_Plus_2) CEL
3381 _{HG-U133_Plus_2) CEL
3380 (HG-U133_Pius_2)CEL
3305 (HG-U133_Pius_2)CEL
3382 (HG-U133_Pia_2)1.CEL
378 _(HG-U133_Plus_21CEL
3375 _{HG-U133_Phus_2) CEL
3373 _{HG-U133_Phus_2) CEL
ATI_{HG-U133_Pies_2).CEL
3369 _(HG-U133_Pius_2).CEL
3386 _{HG-U133_Plus_2) CEL
3115 _{HG-U133_Pius_2) CEL
3114_{HG-U133_Pies_2).CEL
3112_(HG-U133_Pius_21.CEL
IVI_{HG-U133_Plea_2) CEL
310_{HG-U133_Plus_2) CEL
309_{HG-U133_Plus_2) CEL
108 _{HG-U133_Pius_2) CEL
105 _{HG-U133_Pius_2) CEL
304_{HG-U133_Plea_2) CEL
IO_{HG-U133_Plua_2) CEL
100_{HG-U133_Pius_2) CEL
3000 _{HG-U133_Pius_2) CEL
098_{HG-U133_Pius_2).CEL
09T _(HG-U133_Piua_2)1.CEL
3006 _{HG-U133_Plus_2) CEL
3005 _{HG-U133_Plus_2) CEL
3084 (HG-U133_Pius_2)CEL
A3 (HG-U133_Pius_2)CEL
3082 _{HG-U133_Plus_2) CEL
3080 _{HG-U133_Plus_2) CEL
3088 (HG-U133_Pius_2).CEL
3087 _(HG-U133_Pius_2).CEL
3083 (HG-U133_Pius_2)CEL
3082_(HG-U133_Pla_2).CEL
3080_{(HG-U133_Plus_21 CEL
3070 _{HE-U133_Pius_2) CEL
307E_{HG-U133_Phes_2) CEL
0TT_{HG-U133_Plea_2).CEL
3074_{HG-U133_Plus_2).CEL
3073 _{HG-U133_Plus_2) CEL
3072 _{HG-U133_Pius_2) CEL
30T1_{HG-U133_Piuea_2).CEL
30T0_{(HG-U133_Piua_2).CEL
30688 _{HG-U133_Plus_2) CEL
30687 _{HG-U133_Plus_2) CEL

ROZPRAWA HABILITACYJNA

3rd @

Zlogarytmowany wykres skrzynkowy

Rys. 6. Zlogarytmowany wykres skrzynkowy przedstawiajgcy intensywnosc fluorescencji mikromacierzy
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Rys. 7. Wykresy gestosci dla nieznormalizowanej, zlogarytmowanej wartosci PM

mikromacierzy. Przeprowadzona analiza wykazata symetrycz-
nos¢ sygnatow (rys. 5).

Na podstawie oceny intensywnosci fluorescencji bedace;j
pochodng ekspresji oraz intensywnosci wybarwienia plyt-
ki wykazano, ze uzyskany zbior danych jest homogenny,
a zmienno$¢ o charakterze technicznym przed normaliza-
cja jest niewielka (rys. 6).

Homogennos¢ grupy pod wzgledem intensywnosci sygnatu
przedstawiono réwniez za pomocg wykresu gestosci w odnie-
sieniu do wartosci PM (rys. 7).

Dalsza analizg jakoSci eksperymentu mikromacierzowe-
go przeprowadzono w oparciu 0 wyznaczone na podstawie
modelu liniowego parametry NUSE i RLE. Parametry te
wykazywaly istotng heterogennos¢ pod wzgledem intensyw-
nosci sygnatu w przypadku trzech préb (3077, 3087, 3105).
Ze wzgledu na najwigksze odchylenie od wartoSci przecigt-
nych proby te zostaty wytaczone z dalszej analizy bioinfor-
matycznej (rys. 8, rys. 9).

Dla petnej oceny technicznej zmiennoS$ci w wykonanym eks-
perymencie mikromacierzowym przeprowadzono nienadzoro-
wang analiz¢ gtownych sktadowych na sondach kontrolnych.
Nie obserwowano wyraznych podgrup ani mikromacierzy cha-
rakteryzujacych si¢ warto$ciami istotnie odstajacymi od resz-
ty zbioru (rys. 10).

AKTUALN NEUROL 2011, 11 (3), p. 135-198

Kolejnym etapem analiz bylo wstgpne przetworzenie suro-
wych danych przy uzyciu metody RMA opartej na odsetku par
GC (GCRMA). W celu wiasciwej oceny zmiennosci w zakre-
sie poziomu ekspresji genow zastosowano kryteria odfiltro-
wujace geny o matej zmiennoSci. Z dalszych analiz wytaczo-
no geny, dla ktorych mniej niz 10% prob wykazywato rdznice
co najmniej 1,5-krotng w dowolnym kierunku w stosunku do
wartoSci mediany, oraz te, dla ktorych istotno$¢ w tescie roz-
nicy wariancji od proby losowej (test zaimplementowany
w BRB-ArrayTools) byta wigksza od p<0,01.

Po uwzglednieniu powyzszych zatozefi wykazano, ze 21 910
zestawdw sond spetniato wymagane kryteria zmiennosci i mo-
glo by¢ wykorzystanych do dalszych analiz.

ANALIZA BIOINFORMATYCZNA DANYCH

Selekcja gendw réznicujacych analizowane grupy

Pierwszym etapem analizy bioinformatycznej byto poréwna-
nie grup wyodrebnionych na podstawie analizowanych da-
nych klinicznych dotyczacych lokalizacji nowotworu, obrazu
radiologiczno-morfologicznego oraz przebiegu klinicznego cho-
roby. Ze wzgledu na konieczno$¢ wyeliminowania z analiz bioin-
formatycznych jednego z dwoch przypadkow nowotwordw zlo-
kalizowanych w obrebie pnia mézgu (3105) zdecydowano sig

161



162

ROZPRAWA HABILITACYJNA

3408 (HG-LUMX Pha 2)CEL —
300_[(HG-LNIS_Phus_3).CEL —
3388_[HG-L13_Pa_2).CEL —
AMT_(HG-LM3A P 2).CEL —
30d_[HG-LN3S_Phus_3).CEL —
3301 _[HG-L133_Phus_2).CEL —
389 (HG-LN33_Pus_2).CEL —
305 [(HG-LNIS_Phus_3).CEL —
I3E2_HG-UNZ3_Phas _2).CEL =
XITE_(HG-LN3_Pha_2).CEL —
SATE_[(HG-LN3S_Pes_3).CEL —
3I73_[(HG-U133_Pius_J).CEL —
WT1_HGN Pha_2).CEL —
3380 _[HG-LN3S_Ps_3).CEL —
3366_[HG-U133_Ps_J).CEL —
INE_HE-UNX_Pha_2).CEL —
F114_HG-LN3S_Plus_3).CEL —
I2_HE-LN3S_Phus_3).CEL —
INMI_MHG-NEE_Pia_2).CEL —
H10_HG-LN3S_Phus_3).CEL —
I109_[(HE-LN3S_Phus_2).CEL —
3108_[HG-U133_Piua_2).CEL —
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Rys. 10. Analiza glownych skladowych przeprowadzona na sondach kontrolnych

takze na wykluczenie z kolejnych pordwnar pozostatego jednego
przypadku gwiazdziaka wiosowatokomdrkowego o tej lokalizacji
(3070). Proby te wykorzystywano podczas wizualizacji danych,
aby sprawdzi¢, jak klasyfikuja si¢ one pod katem zmiennosci mig-
dzy grupami nowotworow o odmiennej lokalizacji.

W pierwszym kroku poréwnano poziomy ekspresji genow
pomiedzy nowotworami zlokalizowanymi w obrebie pot-
kul mézgu (1), nowotworami zlokalizowanymi w obrebie
drog wzrokowych i podwzgdrza (2), nowotworami w prze-
biegu potwierdzonej nerwiakowltokniakowatosci typu 1. (7)

i nowotworami z obecnymi cechami progresji klinicznej (8).
Dodatkowo w najliczniejszej grupie nowotworow rozwija-
jacych si¢ w obrebie mozdzku i komory IV dokonano po-
dziatu na podgrupy uwzgledniajace cechy radiologiczno-
-morfologiczne (3-6). Do analizy tak wyodrgbnionych o$miu
podgrup wykorzystano test Welcha. Dokonano roéwniez ich
porOwnania testami post-hoc.

Stwierdzono, ze 345 zestawow sond wykazuje istotne staty-
stycznie roznice przy nieskorygowanym poziomie istotnosci
p<0,001 (tabela 4).

Poziom L Roznicowa-
Numer Symbol H ¢: | Wartos¢ | 1 2 3 4 5 6 7 8 N N

Nazwa genu istotnosci nie pomie-
Lp. | sondy genu ® FDR (M) | (M2) | (M3/RT) | (M3/R2) | (M3/R3) | (M3/RA) | (NFT) | (P2) | o LS
Chromosome 8" 3’ B.2)

1 1561985_at | C14orf39 14 gpen <1e-07 | <1le-07 | 757 | 16642 | 475 477 475 475 475 998 | (52),
reading frame (6.2.0.2)

39 (8,2
Family with 8 3 g 3
2 226448_at | FAM89A jﬁ‘j,’l’,(‘jf,‘tj P <1e-07 | <1e-07 | 6693 | 76013 | 62627 | 10247 | 747,15 | 10839 | 2997 | 48854 | (1,6),(1,7),
), (1,8),(7,4),

member A 7.6)
(1,2,3,2),
(4,2),(5,2),
3| 20ms0.at | sixe Sihomeobox6 | <1e07 | <le-07 | 829 | 3878 | 475 | 475 | 475 | a5 | 475 | 2480 &g 3 g g
(4,8),(5,8),

(6,8)
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Poziom o Réznicowa-
Numer Symbol H «: | Wartos¢ | 1 2 3 4 5 6 7 8 N G
Lp. | sondy genu Nazwa genu '(;‘)“““" FDR M) | (M2) | (M3/RY) | (M3/R2) | (M3/R3) | (M3/Re) | (NFT) | (P2) | g ePRRE
Chromosome 6 8' ;g' Ei’ ;;'
4 207963_at (6orf54 open reading <Te-07 <Te-07 541 525 4,86 531 583 5,07 59,02 6,51 (5’ 7)’ (6' 7)’
frame 54 (8’7)' o
(17,27,
Similar to B,7),47),
5 211111 _at HGC6.3 H6e6.3 <Te-07 <Te-07 577 5,34 538 6,91 547 539 239 6,07 G.7).06.7).
87
(1,2),(1,3),
(1,4),01,5),
Iroquois (1,6),(2,3),
6 228462 _at IRX2 7 <Te-07 <Te-07 8,65 46,07 471,6 632,71 376,91 428,5 70,56 25,39 (2,4),(2,5,
homeobox 2 2.6).(8.3)
(7,4),(8,4),
(8,5),(8,6)
2,1,(1,3),
(1,4),(1,5),
(1,6),(1,7),
7 | 1ssa78a_at | NI Contactin 1 <07 | <le07 | 618 | 1193 | 28268 | 41651 | 3165 | 41362 | 72042 | 6800 gg 88
2,7),2,8),
(8,4),(8,5),
(8,6),(8,7)
,1,(1,3),
(1,4,(1,5),
8 | 227202.at | ONTNI Contactin 1 <1e07 | <1e07 | 2228 | 2713 | 14104 | 18862 | 14575 | 19547 | 21433 | 3745 82 83
(2,6),27,
2,8
(1,2,3,2),
Transmembrane ) y (4,2),(52),
9 213285_at TMEM30B protein 308 <Te-07 <Te-07 7,94 3441 515 5,24 497 4,94 5,22 8,98 6.2.(7.2),
(82
(1,3),(1,4),
(1,5),(1,6),
(1,7),2,3),
10 231666_at PAX3 Paired box 3 <Te-07 <Te-07 5,04 8,56 167,66 | 185,45 414,26 333,68 82,98 12,8 (2,4),(2,5,
(2,6),(8,3),
(8,4),(8,5),
(8,6)
(1,2),3,2),
Schlafen family (4,2),(5,2),
n 219885_at SLFN12 member 12 1e-07 0,0001 16,77 59,9 12,14 14,73 16,96 15,73 33,17 26,9 6.2, (3.2,
(3.7,6,8
(1,2,3,1),
. 4,1),3,2),
G protein- 24 2% §5 2;
12 223582_at GPR98 coupled Te-07 0,0001 43,59 170,97 12,92 12,12 18,15 17,78 46,46 61,05 (6I 2)’ (3' 8)’
receptor 98 (4’ 8), (5’ 8),
(6,8)
(1,2),(1,3),
(1,4,(1,5),
Zinc finger y (1,6),(1,7),
13 220117_at INF385D protein 3850 1e-07 0,000156 21,7 60,59 119,85 125,33 82,96 142,62 122,87 64,75 (1.8, 23)
(2,4),(2,6),
(8,6)
31,41,
(5,1),(6,1),
Lm (3,2),(4,2),
14 206140_at LHX2 homeobox 2 1e-07 0,0001 1592 2617,5 13,37 1,73 14,57 12,57 118,57 691,6 5.2).06.2).
(3,8),(4,8),
(5,8), (6,8)
21,631,
Hexokinase }2 H gg R
15 227614_at HKDC1 domain 4e-07 0,0005 28,97 9,17 8,52 79 7,05 7,74 47,47 10,31 (2' 7)' (3' 7)'
containing 1 (4’ 7)’ (5’ 7)’
(6,7),(8,7)
(1,7),2,6),
(2,7),2,8),
16 217498_at NA NA 5e-07 0,0006 9,53 7,22 1,24 9,96 10,62 12,46 7341 12,59 (3,7),47,
(5,7),(6,7),
8,7
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Poziom L Roznicowa-
Numer Symbol H «: | Wartos¢ | 1 2 3 4 5 6 7 8 N .
Nazwa genu | istotnosci nie pomie-
Lp. | sondy genu A FDR (1) | (M2) | (M3/RT) | (M3/R2) | (M3/R3) | (M3/Ra) | (NFT) | (P2) | G PR
(1,3),(1,4),
Flastin (1,5),(1,6),
17 | 2807at | eMUNS | micofibril se07 | 00006 | 353 | 327 | 74 | w3 | 221 | 014 | 838 | 5799 88 gig
interfacer 3 (3’ 6)' (8' 4)'
(8,5),(8,6)
(2,1),(1,5),
(1,6),(2,3),
18 | 227209_at | CNTN1 Contactin 1 7e-07 00008 | 1632 | 2067 | 64433 | 77115 | 12480 | 10473 | 16760 | 24357 | (2,4),(2,5),
(2,6),(2,7),
2,8)
(1,3),(1,4),
Delta-like 1 (1,5),(1,6),
19 | 224215 s_at | DLLI 3 8e-07 00009 | 3248 | 8336 | 122,89 | 29253 | 21829 | 43472 | 9415 | 3924 | (2,4),(2.6),
(Drosophila) (3,6),(8,4)
(8,5),(8,6)
(1,3),(1,4),
Heparan sulfate g' g;' 8' g;'
20 | 232275_s_at | HS6ST3 6-O-sulfotrans- | 1e-06 0,001 71 664 | 2505 | 618 | 2487 | 8% | BI6 | U8 | )3
ferase 3 (2,5),(2,06),
(2,7),(2,8)
(1,4),2,4),
21 | 1563480t | NA I 06 | 00013 | sst | 4g | est | 208 | se | sa6 | 4w | 4w | BB
8,4
Ring finger (1,2),(1,3),
2 | 230720_at | RNF182 ; 14e-06 | 00013 | 1529 | 21527 | 18576 | 21678 | 16666 | 23274 | 44802 | 13535 | (1,4),(1,5)
protein 182 (1,6),(1,8)
(1,2),3,2),
B | usat | K SKhomeabox 1 | 1706 | 0006 | 1615 | e8| 237 | 767 | mse | e | sy | as | @B
8,2
(1,3),(1,4),
Hypothetical (13,1, 6)
24 | 238727_at | L0C440934 | U 21e06 | 00019 | 2216 | 1466 | 12859 | 19437 | 38613 | 44667 | 854 | 3245 | (2,3),2.4),
10440934 25 06
(8,5),(8,6)
Sushi domain (1,2),(1,3),
25 | 214954_at | SUSDS ao 22006 | 00019 | 1122 | 12552 | 12063 | 20317 | 16527 | 20148 | 54972 | 5262 | (1,4),(1,5)
containing 5 (1,6),(1,8)
Similar to (1,2,3,2),
26 | 236692_at | L0C729839 | DTW domain 23e-06 | 0,0019 827 238 7,67 7,94 84 803 | 1403 | 93 | (42,652,
containing 2 (6,2),(8,2)
(3,1),(4,1),
(5,1),(6,7),
1M ) (3,2 (4,2),
27 | 211219 s at | LHX2 Homeobon2 25e06 | 00020 | 81,14 | 8502 7 48 491 s | an | st | e
(3,8),(4,8),
(5,8),(6,8)
(4,1),5,1),
. (6,1),(4,2),
Py 5,2).(6.2).
28 | 242670_at | LGl LG,fm’,””y 27e-06 | 00021 | 6455 | 6518 | 6409 | 1477 | 2135 | 1099 | 2958 | 4404 | (43),(6,3),
A (4,7),5,7),
member 4 (6,7),(6,8),
(8,7)
Glutamate g 3 g 3
29 | 208464_at | GRIA4 receptor, 3,5e-06 0,0026 5,55 194 | 3321 | 412 38,84 43,45 43,9 1041 | (1,6),0,7),
ionotrophic, 8.3),(8.4)
AMPA4 (8,5),(8,6)
Sortilin-related Eé B gf: ;;
30 | 228720_at | SORCS2 Z)P,fé‘;n‘;gg'“’" 37e06 | 00027 | 308 | 1543 | 1704 | 1473 | 1965 | 1386 | 18986 | 2107 | (27),3.7)
4,7),(5,7),
receptor 2 §6, 7;’ E& 7;
Transmembrane Ei 3 g 3
ond ,1),(5,1),
31 | 225666_at | TMTC4 tetratricopeptide | 4e-06 00028 | 7373 | 2601 | 193,04 | 9837 | 17746 | 13481 | 10230 | 36436 83 8%
repeat "N (1 gy
containing 4 2151;% g%
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Poziom o Réznicowa-
Numer Symbol H «: | Wartos¢ | 1 2 3 4 5 6 7 8 N N
Nazwagenu | istotnosci nie pomie-
Lp. | sondy genu ® FDR (M1) (M2) (M3/R1) | (M3/R2) | (M3/R3) | (M3/R4) | (NF1) (P2) dzy grupami
(1,2),3,2),
Schlafen family (4,2),(5,2),
32 226743 _at SLENT1 member 11 5,9e-06 0,0040 40,39 220,31 25,19 2543 50,07 32,8 117,69 82,37 6.2, 6.7),
(3,8),(4,8)
(1,3),(1,4),
Heparan sulfate g' %’ g’ g;’
33 229714_at HS6ST3 6-0-sulfo- 6,9e-06 0,0045 14,51 14,8 46,59 106,16 56,38 93,31 137,71 51,33 (2’ 3)’ (2’ 4)'
transferase 3 "0 6
(2,9),(2,6),
(2,7),(2,8)
Aristaless 2,1),3,1),
34 238878_at ARX related 8e-06 0,0051 1324 6,43 4,76 48 5,07 481 42,45 6,63 4,1),(51),
homeobox (6,1),(81)
Phosph ]
ospho- y 2,4),(2,5),
35 205593_s_at | PDE9A diesterase 94 9,3e-06 0,0058 79,88 15,65 64,52 146,83 91,81 113,19 160,32 51,14 2.6.02.7),
2,8)
N-acetylated 8’ 3’ g ' 8'
36 | 15s4507_at | NAALAD2 | OPha- 10105 | 00061 | 895 | 804 | 5097 | 9885 | 6294 | 7133 | 5597 | 64 | 23,24
linked acidic @.5).(2.6)
dipeptidase 2 8.4)
(1,4,(1,5),
Gy 006
lymphoma g 2,5),(2,6),
37 |222895_s_at BCL11B 118 zinc finger 1,13e-05 0,0066 13,02 13,52 20,91 57,18 51,46 62,81 738 8,83 (7.2).(8.4),
protein) 57, gg, g, 2;,
7,6), (8,
Potassium (2,1),3,1),
mw;(gldly ég 3 g B
rectifying y ,1),(8,1),
38 (208359 s_at KCNJ4 channel 1,34e-05 0,0077 11 4,75 4,75 4,75 4,75 4,75 21,71 4,75 2.7.6.7),
subfamily J, (4,7),(5,7),
member 4 (6,7),(8,7)
Immuno- g }; %g B
globulin g 1)' (Z' 3)'
39 230960_at 1GDCG3 superfamily, 1,45e-05 0,0079 47,24 9,69 24,72 19,04 18,22 19 80,83 19,09 EZ’ 7)’ (3’ 7)’
D(C subclass, (4’ 7)’ (5’ 7)'
member 3 ey
(6,7),(8,7)
(2,1),(2,3),
40 222482 _at NA NA 1,45e-05 0,0079 252,7 64,2 322,03 | 242,65 246,8 266,62 453,74 144,06 (2,4),(2,9),
(2,6),(2,7)
(1,2),3,2),
a | 20s817.at | s Sithomeobox1 | 148¢05 | 00079 | 756 | 5108 | 58 | 475 | 556 | 4715 | 475 | 913 gg 3 8 3
8,2)
(4,1),(5,1),
ﬁie;l;'c;'geém gg: B: gg: g:
42 227821_at LGl4 16/ farﬁily 1,52e-05 0,0079 116,2 83,88 91,19 1991 25,26 17,71 363,15 86,58 (4,3),(5,3),
. (6,3),(4,7),
member 4 (4,8),(5,7),
(6,7), (6,8)
(1,2),(1,4),
Integrin, (1,5),(1,6),
43 227297_at ITGA9 alpha 9 1,58e-05 0,0080 47,44 191,45 109,94 2216 217,39 260,19 84,31 79,35 28' 2%’ &8, 4;’
8,5),(8,6
Fermitin family 8’ 3’ 8’ 8'
44 229545_at FERMT1 homolog .7 1,81e-05 0,0090 15,91 13,74 29,69 65,25 31,2 175,08 49,05 13,82 (3’ 6)I (BI 4)’
(Drosophila) (5,6), (8,6)
Angioten- (1,3),(1,4),
sinogen (serpin (1,5),(1,6),
45 202834_at AGT peptidase 1,9e-05 0,0091 898,0 692,69 32169 | 34134 4446,6 54493 1706,8 2316,9 (2,3),(2,4),
inhibitor, clade (2,5),2,6),
A, member 8) (2,8)
(1,3),(1,4),
PDZ domain g}’ %’ 8’ 3’
46 220595_at PDZRN4 cqntaining ring 1,94e-05 0,0091 11,97 23,74 58,91 171 110,44 149,97 220,25 27,28 (2’ 5)’ (2’ 6)’
finger 4 (2,7),(8,4),
(8,6)
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ROZPRAWA HABILITACYJNA

Poziom L Roznicowa-
Numer Symbol H «: | Wartos¢ | 1 2 3 4 5 6 7 8 N .
Nazwa genu | istotnosci nie pomie-
Lp. | sondy genu ® FDR (1) | (M2) | (M3/RT) | (M3/R2) | (M3/R3) | (M3/Re) | (NFT) | (P2) | G PR
(1,3),(1,4),
(1,5),(1,6),
47 | 235494.at | NA NA 1,98¢-05 | 0,0091 1128 | 13689 | 2737,6 | 29988 | 19915 | 27717 | 26431 | 20937 | (1,7),(1,8),
(2,3),(2,4),
(2,6)
(2,1),(2,3),
48 | 25504t | NA A 201005 | 00001 | 2852 | 15746 | 32402 | 49699 | 41029 | 4096 | 4973 | 23633 88 8%
(8,4)
Insulin-like (1,2),3,2),
growth factor 2 y (4,2),(52),
49 |203820_s_at | IGF2BP3 TANAbindng | 2305 | 00104 | 2226 | 37927 | 887 | 1674 | 2779 237 B9 | 0| ey
protein 3 82
Neural
precursor cell
expressed, (2,1),3,1),
50 | 241396_at | NEDDAL develop- 23805 | 00104 | 4639 | 11,8 1B | 1098 | 1164 | 11,00 | 2506 | 1475 | (41),(5,1),
mentally down- (6,1),(81)
requlated
4-like
Limbic system- E}’ 3’ g’gg,
51 | 214460_at | LSAMP f;;f;ﬁ;ffe 247e05 | 00106 | 2011 | 172,83 | 38934 | 44251 | 41226 | 608,05 | 38555 | 28097 | (2,3)(2.4),
protein g, gg, (2,6),
) (1,2),3,2),
52 | 208221_s_at | SLITI Siithomolog 1| 5 61005 | 0,01 878 | 1892 | 586 6,54 6,16 577 56 109 | (42),05,2,
(Drosophila)
(6,2),(7,2)
(1,3),(1,4),
Solute carrier (1,5),(1,6),
53 | 230458_at | SLC45A1 family 45, 287e05 | 00119 | 2786 | 2938 | 7446 | 4903 | 5236 659 | 41,01 | 3823 | (23),02.4)
member 1 (2,5),(2,6),
(8,3)
(1,2),3,2),
Zinc finger (4,2),(5,2),
54 [1552634_a_at | INF101 otein 107 2,9%-05 | 00121 | 1054 | 1545 | 1033 | 785 9,39 8,04 734|078 | @y 0y
(8,2
Sine oculis (1,4),01,6),
binding protein y (2,3),(2,4),
55 | 218974_at | SOBP homolog 3,03e-05 | 00121 1S9 | 10642 | 23698 | 27683 | 22459 | 26876 | 29430 | 116 | 75y
(Drosophila) 2,7),8,4)
(2,1),3,1),
4,1),0,7),
56 | 232244 at | KIAATI61 | KIAA1161 331e05 | 00125 | 4509 | 1844 | 2248 | 217 | 3266 | 2438 | 11687 | 2924 | (2,7),8.7),
(4,7),(5,7),
(6,7),(8,7)
(3,1),(4,1),
(ysteine (5,1),(6,1),
57 | 209472_at | CCBL2 conjugate-beta | 331e-05 | 00125 | 5629 | 47565 | 35507 | 26306 | 37549 | 29536 | 3094 | 50625 | (7,1),(4,2),
lyase 2 (6,2),(4,8),
6,8)
(1,7),2,7),
Fraser (3,7),4,7),
58 | 226145_s_at | FRASI ndome 1 33205 | 00125 | 1443 | 2132 | 618 | 48 591 475 | 66107 | 715 | ey
8,7
3,1),(7,1),
(aspase§, §3, 2; §4, 23,
59 | 213373_s_at | CASP8 apoptosis- 348e-05 | 00129 | 1227 | 19969 | 5171 | 7619 | 12262 | 7617 | 3794 | 12575 | (6,2),(7,2),
related cysteine (3.5),3.8)
peptidase 7,5,0,8)
(1,2,3,2,
60 | 244764_at | NA NA 39e05 | 00142 | 1043 | 20388 | 8635 | 6975 | 7127 754 | 9514 | 16032 gg gg
(5,8),(6,8)
Fermitin family ﬂ, g;, E}, 8'
61 | 21879%_at | FERMTI homolog 1 405005 | 00144 | 3247 | 5726 | 13964 | 54292 | 16593 | 35641 | 1863 | 6057 | ey
(Drosophila) (8,4),(8,6)
(1,4),01,5),
(ontactin 3 (1,6),(2,3),
62 | 29831_at | CNTN3 (lasmacytoma | 4,07e-05 | 00144 | 2067 | 1008 | 1006 | 25126 | 19429 | 19923 | 5868 2 | 24,025,
associated) (2,6),(8,4),
(8,5),(8,6)

168 | Tubela 4. Lista genow réznicujgcych badane gwiazdziaki wlosowatokomdrkowe w zaleznosci od poddanych analizom cech klinicznych (cd.)

AKTUALN NEUROL 2011, 11 (3), p. 135-198




ROZPRAWA HABILITACYJNA

Poziom o Réznicowa-
Numer Symbol H .. | Wartos¢ | 1 2 3 4 5 6 7 8 N .
Nazwagenu | istotnosci nie pomie-
Lp. | sondy genu ® FDR (M1) (M2) (M3/R1) | (M3/R2) | (M3/R3) | (M3/R4) | (NF1) (P2) dzy grupami
Chromosome 1 g' R' Eg' 1;'
63 | 1558508_a_at | Clorf53 open reading 4,15e-05 0,0144 57,59 46,26 11,92 9,93 10,01 10,53 14,36 28,88 (3’ 2)’ ( 4’ 2)’
frame 53 "N 16 9
(5,2),(6,2)
(1,3),(1,4),
Chromosome (1,5),01,6),
12 open ’ (2,3),(2,4),
64 226487 _at (120rf34 reading fiame 4,54e-05 0,0155 57,84 52,46 159,01 132,21 133,89 155,85 163,77 60,37 2.5).(2.6),
34 (2,7),(8,3),
(8,5),(8,6)
(2,1),2,3),
Hypothetical ’ (2,49,2,5),
65 | 1558388_a_at | LOC643763 100643763 4,78e-05 0,016 611,8 24,88 594,5 816,81 728,83 604,72 28179 283,9 6,27,
(2,8)
(1,4,01,7),
GATA zinc (2,3),(2,4),
66 238076_at GATAD2B finger domain 4,81e-05 0,016 490,2 355,22 62517 | 836,96 494,05 643,96 955,84 437,19 (2,6),2,7),
containing 28 (5,4),(8,4),
(5.7),(8,7)
2,1),3,1),
RABT1 family (4,1),(5,1),
interacting | (6,1),(2,7),
67 225746_at RAB11FIP4 protein 4 5,16e-05 0,0167 32,07 9,13 13,95 12,8 13,17 9,7 51 15,08 B.7).47),
(class ) (5,7),(6,7),
87)
Tumor nectosis 3,1),7,1),
factor, alpha- (3,2),(4,2),
68 208296_x_at | TNFAIP8 induced 5,19e-05 0,0167 106,6 166,92 38,29 48,97 100,27 55,72 34,05 92,62 6.2,0.2),
protein 8 (3,5),(3,8)
Dystrophin 8 3 g ! 8
69 1556627_at DRP2 related 5,36e-05 0,0168 13,98 22,64 42,97 105,68 53,4 89,5 34,07 42,45 (1' 8)' (2' 4)'
protein 2 (2’ 6), n
(1,3),(1,4),
70 207705_s_at | NINL Ninein-like 5,37e-05 0,0168 98,56 95,71 197,06 218,2 133,55 145,8 159,74 101,18 g’ ;;’ g’ :;’
(8,4)
Fermitin family g’ 8’ 8’ ;‘3’
n 60474_at FERMT1 homolog 1 5,57e-05 0,0172 41,61 63,02 152,01 589,46 197,4 448,46 217,26 77,18 (2' 6)’ (8’ 4)'
(Drosophila) o
(8,6)
ST6-N-acetyl-
ST6GAL: ga/a'd%- g, 'B, g 1;'
- saminide ,1),(5.1),
72 220979_s_at NAGS alpha- 5,84e-05 0,0176 15,78 4,75 4,75 4,76 4,75 4,78 5,69 4,97 61,071,
2,6-sialyl- (8,1
transferase 5
(4,1),(6,1),
(4,2),(5,2),
Kelch domain (6,2),3,7),
73 219331_s_at | KLHDC8A containing 84 5,9e-05 0,0176 54,19 63,57 32,47 18,13 21,65 18,01 175,98 55,2 @7, (48),
(5,7),(6,7),
(6,8)
MIR155 host El’ g' g’ 3’
74 229437_at MIR155HG gene (non- 6e-05 0,0176 13,83 55,23 71 5,86 75 78 5,63 88 (6’ 2)’ (7’ 2)’
protein coding) S
(8,2)
Thrombo- (1,3),(1,4),
spondin, y (1,5),(1,6),
75 230008_at THSD7A typel, domain 6,04e-05 0,0176 53,37 68,41 199,53 | 451,83 228,86 372,25 167,55 106,5 08,25,
containing 7A (2,6),(8,4)
(3,1),4,1),
dcmp y (3,2),(4,2),
76 210137_s_at | DCTD deaminase 6,12e-05 0,0176 266,3 244,83 114,62 138,66 193,57 17341 221,75 207,89 3.5, 6.7,
(3.9
(2,1),,1),
77 | 206018 at | FOXGI Zf);kgg"d 653-05 | 00183 | %55 | 594 | 475 | 550 | 475 | a5 | w523 | 61 | 4161,
(6,1)
(7,1),,2),
Lysyl oxidase- (4,2),(5,2),
78 203570_at LOXL1 ke 13 0,000606 0,0504 150,8 3191 50,02 44,54 72,85 69,2 13,99 113,26 62,72,
(7,8)
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ROZPRAWA HABILITACYJNA

Poziom o Réznicowa-
Numer Symbol H «: | Wartos¢ | 1 3 4 5 6 7 8 N .
Nazwagenu | istotnosci nie pomig-
Lp. | sondy genu ® FDR (M1) (M3/R1) | (M3/R2) |(M3/R3) |(M3/R4) | (NF1) | (P2) dzy grupami
Aldehyde (1,4),(1,6),
dehydrogenase (1,7),(2,3),
79 203608_at ALDH5A1 5 family, 0,000787 0,0557 8723 801,43 | 16003 | 16981 1453,3 17639 | 2600,7 13183 2.4).25)
member A1 (2,6),2,7)
Aldehyde (2,1),(2,3),
dehydrogenase (2,4),(2,5),
80 204290_s_at | ALDH6A1 6 famil, 0,000801 0,0561 196,6 100,35 | 19576 | 201,24 215,97 257,46 | 454,85 177,54 2.6).2.7)
member A1 8,7

Tabela 4. Lista genow rdznicujgcych badane gwiaZdziaki wlosowatokom

Znaczenie biologiczne wyselekcjonowanych genow
Uzyskang list¢ scharakteryzowanych gendw, roznicujacych
gwiazdziaki wiosowatokomérkowe o odmiennych cechach kli-
nicznych, poddano analizie pod katem ich znaczenia funkcjo-
nalnego, w oparciu o przynalezno$¢ do klas ontologii. Analize
funkcjonalng przeprowadzono na podstawie wartoSci ekspre-
sji w tych grupach, ktdre zawieraly co najmniej pie¢ gendw, dla
ktorych co najmniej dwa razy wigcej genow wystapito na liScie,
niz wynikatoby to z ich procentowego udziatu w cafej puli ge-
néw na stosowanej mikromacierzy.

W odniesieniu do element6w strukturalnych komérek wyr6znio-
ne geny koduja mi¢dzy innymi biatka tworzace elementy budulco-
we komorki nerwowej, biatka zakotwiczone w bfonie komorkowej,
biatka tworzace kompleksy z hormonami i neuroprzekaZnikami,
a takze te odpowiedzialne za procesy adhezji komorkowej oraz
tworzenie potaczen migdzykomorkowych (tabela 5).

Analiza przeprowadzona pod katem zwigzku z procesami mo-
lekularnymi wykazata znaczenie genow wchodzacych w inter-

Liczba Liczba Procent
Klasa funkcjonalna genow genéw genow
oczekiwanych | wklasie w klasie
G0:0031225
anchored to membrane 6 3 362
G0:0005925
focal adhesion 6 e 3,48
G0:0009897
external side of plasma 6 1,77 34
membrane
G0:0005924
cell-substrate adherens 6 1,77 34
Junction
G0:0031253
cell projection membrane > L2 328
G0:0005912
adherens junction ? LA 3
G0:0030055
cell-substrate junction 6 L 3
G0:0043235
receptor complex > L 287
G0:0044297
cell body 6 2,27 2,64
G0:0043025
neuronal cell body 6 2 2,64

Tabela 5. Klasy funkcjonalne genow reprezentowane w obrebie
struktur komérkowych

drkowe w zaleznosci od poddanych analizom cech klinicznych (cd.)

akcje z kinazami, witaminami i biatkami oraz bioracych udziat
w procesach transkrypcyjnych (tabela 6).

Wsréd gendw zwigzanych z poszczegdlnymi procesami biolo-
gicznymi najsilniej reprezentowane byly geny zaangazowane
w embriogenezg oraz procesy rozwojowe mozgowia, roznico-
wanie komorek OUN, regulacj¢ odpowiedzi immunologicznej
i zapalnej, kontrolowanie funkcjonowania czynnikow trans-
krypcyjnych oraz procesy apoptozy, a takze przekazywanie sy-
gnatu na szlaku MAPK (tabela 7).

Analiza szlakéw sygnalowych

W ramach zaplanowanej analizy przeprowadzono oce-
n¢ udziatu genéw o zroznicowanej ekspresji w znanych
szlakach sygnatowych i zestawach gendw zdefiniowanych
w oparciu o opublikowane analizy mikromacierzowe. W wy-
niku zastosowanych testow wykazano, ze geny rdznicujace
gwiazdziaki wlosowatokomdrkowe o odmiennych cechach
klinicznych znajdujg si¢ na 77 sposrod 2131 analizowanych
zestawdw gendw z listy curated gene sets. Poziom istotno-
$ci statystycznej po zastosowaniu testow KS i LS wykaza-
no dla 60 zestawow, natomiast w wyniku przeprowadzenia
analizy GSA wymagane warunki spetnito 37 zestawow z tej
listy. WSrdd nich znalazly si¢ mi¢dzy innymi szlaki sygnato-
we kontrolujace odpowiedZ immunologiczna, szlaki zwiaza-
ne z wyciszaniem genéw supresorowych poprzez metylacje

Liczba Liczba Procent
Klasa funkcjonalna gendw genéw genéw
oczekiwanych | wklasie w klasie
G0:0019842
vitamin binding 6 (e 3,26
G0:0019900
kinase binding ’ 29 31
G0:0019901
protein kinase binding ! 23 305
G0:0003714
transcription 6 2,25 2,66
corepressor activity
G0:0008234
gysteine-type 6 2,34 2,56
peptidase activity
G0:0042277
peptide binding > 23 218

Tabela 6. Klasy funkcjonalne gendw w odniesieniu do zaangazo-
wania w procesy molekularne
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ROZPRAWA HABILITACYJNA

Klasa funkcjonalna

Liczba
genow
oczekiwanych

Liczba
genow
w klasie

Procent
genow
w klasie

G0:0032677
regulation of interleukin-8
production

6

0,37

16,38

Klasa funkcjonalna

Liczba
genow
oczekiwanych

Liczba
genow
w klasie

Procent
genow
w klasie

G0:0032637
interleukin-8 production

04

1512

G0:0032946
positive regulation of
mononuclear cell proliferation

6

11

5,46

G0:0003081

regulation of systemic arterial
blood pressure by renin-
angiotensin

0,34

14,89

G0:0002429

immune response-activating
cell surface receptor signaling
pathway

1,13

531

G0:0001990
regulation of systemic arterial
blood pressure by hormone

0,43

1,7

G0:0050730
requlation of peptidyl-tyrosine
phosphorylation

147

4,78

G0:0002221
pattern recognition receptor
signaling pathway

0,82

8,49

G0:0050670
regulation of lymphocyte
proliferation

1.71

4,68

G0:0003044

requlation of systemic arterial
blood pressure mediated by

a chemical signal

0,61

8,19

G0:0070663
regulation of leukocyte
proliferation

1,74

4,6

G0:0032944
regulation of mononuclear cell
proliferation

1,74

4,6

G0:0002758
innate immune response-
activating signal transduction

0,89

791

G0:0042129
regulation of T cell proliferation

1,13

483

40:0002218
activation of innate immune
response

0,89

791

G0:0032103
positive regulation of response
to external stimulus

1,62

433

G0:0003073
regulation of systemic arterial
blood pressure

0,64

78

G0:0002706
regulation of lymphocyte
mediated immunity

1,19

4,2

G0:0050886
endocrine proces

0,73

6,83

60:0050727
regulation of inflammatory
response

147

41

G0:0021953
central nervous system neuron
differentiation

0,76

6,55

G0:0043583
ear development

1,98

4,03

G0:0050731
positive regulation of peptidyl-
tyrosine phosphorylation

0,95

6,34

G0:0009310
amine catabolic process

1,98

4,03

G0:0050729
positive regulation of
inflammatory response

0,82

6,07

G0:0090047
positive requlation of
transcription requlator activity

1,31

3,81

G0:0002768

immune response-regulating
cell surface receptor signaling
pathway

1,19

5,88

G0:0051091
positive regulation of
transcription factor activity

1,31

3,81

G0:0008217
regulation of blood pressure

1,86

3,76

G0:0043648
dicarboxylic acid metabolic
process

1,04

578

G0:0051606
detection of stimulus

1,65

3,64

G0:0050864
regulation of B cell activation

1,07

5,62

G0:0021537
telencephalon development

2,2

3,64

G0:0050671
positive regulation of
lymphocyte proliferation

1,07

5,62

G0:0009064
glutamine family amino acid
metabolic process

1,37

3,64

G0:0070665
positive regulation of leukocyte
proliferation

1.1

5,46

G0:0002822
regulation of adaptive immune
response

1,37

3,64

G0:0050851
antigen receptor-mediated
signaling pathway

0,92

5,46

G0:0002703
regulation of leukocyte
mediated immunity

1,37

3,64

G0:0048839
inner ear development

1,47

5,46

G0:0050870
positive regulation of T cell

Tabela 7. Klasy funkcjonalne genéw w odniesieniu do zaangazo-

wania w procesy biologiczne komdrek
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ROZPRAWA HABILITACYJNA

Liczba Liczba Procent Liczba Liczba Procent
Klasa funkcjonalna genow genow gendw Klasa funkcjonalna genow genéw genoéw
oczekiwanych | w klasie w klasie oczekiwanych | w klasie w klasie
G0:0002819 60:0009952
regulation of adaptive immune 5 14 3,56 anterior/posterior pattern 6 2,08 2,89
response formation
G0:0043388 G0:0010001 5 177 18
positive regulation of DNA 5 1,43 3,49 glial cell differentiation ! !
i 60:0009266
G0:0051099 6 174 345 response to temperature 5 1,77 2,82
positive regulation of binding ! ! stimulus
G0:0009063 G0:0071375
cellular amino acid catabolic 6 1,74 3,45 cellular response to peptide 6 2,14 2,81
process hormone stimulus
G0:0043410 G0:0030217 9 327 276
positive regulation of MAPKKK 5 1,5 3,34 T cell differentiation ¢ '
cascade (0:0045664
G0:0090046 regulation of neuron 9 3,33 2,71
regulation of transcription 8 241 3,24 differentiation
regulator activity :
: G0.0059863 o 8 2,99 267
0:0051090 » regulation of T cell activation
;egglat/o;g q: transcription 8 2,47 3,24 G0:0001934
tonacivity positive regulation of protein 6 2,29 2,62
G0:0048562 amino acid phosphorylation
embryonic organ 8 2,53 3,16 60:0051222
morphogenesis positive regulation 5 1,95 2,56
G0:0046651 8 )53 316 of protein transport
lymphocyte proliferation ’ ! G0:0002460
G0:0042113 adaptive immune
B cell activation 8 253 3,16 response based on somatic
00018108 recomblnathn of immune 7 2,87 2,44
il . 8 )53 316 receptors built from
BRI S Z ’ immunoglobulin superfamily
phosphorylation .
G0:0045927 ]
oy . 5 1,62 3,09 G0:0043408
positive regulation of growth requlation of MAPKKK 7 2,9 2,41
G0:0018212 cascade
peptidyl-tyrosine modification 8 i) 3,08 G0:0042327
G0:0070661 positive regulation of 6 2,5 24
leukocyte proliferation 8 e 3,05 phosphorylation
: 60:0034097
G0:0032943 R 6 2,5 24
mononuclear cell proliferation 8 A 305 response to cytokine stimulus
G0:0002250
G0:0007187 o 7 293 2,39
G-protein signaling, coupled 5 65 303 adaptive immune response
to cyclic nucleotide second ! ! G0:0002449
messenger lymphogyte mediated 6 2,53 237
60:0002237 AL
response to molecule 6 1,98 3,02 G0:0050953
of bacterial origin sensory perception of light 7 3,02 232
G0:0046395 stimulus
carboxylic acid catabolic 8 2,66 3,01 60:0007601 7 3,02 2,32
process visual perception ! !
G0:0016054 G0:0045937
organic acid catabolic 8 2,66 3,01 positive regulation of 6 2,59 231
process phosphate metabolic process
G0:0042098 G0:0042063
T cell proliferation > 1,68 2,98 gliogenesis 5 2,17 2,31
G0:0042445 7 238 2904 G0:0010562
hormone metabolic process ! ’ positive regulation of 6 2,59 231
60:0019935 phosphorus metabolic process
¢yclic-nucleotide-mediated 6 2,04 2,93 G0:0007411 5 217 231
signaling axon guidance ! ’
Tabela 7. Klasy funkcjonalne genéw w odniesieniu do zaangazo- Tabela 7. Klasy funkcjonalne gendw w odniesieniu do zaangazo-
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ROZPRAWA HABILITACYJNA

Liczba Liczba Procent
Klasa funkcjonalna genow genow genow
oczekiwanych | w klasie w klasie
G0:0043010
camera-type eye development 5 22 228
G0:0009617
response to bacterium 8 221 228
G0:0002697
regulation of immune effector 5 2,2 2,28
process
G0:0032870
cellular response to hormone 8 3,54 2,26
stimulus
G0:0071495
cellular response to 8 3,57 2,24
endogenous stimulus
G0:0030855
epithelial cell differentiation > 2 2,24
G0:0030258
lipid modification > n 24
G0:0043122
regulation of I-kappaB 6 2,78 2,16
kinase/NF-kappaB cascade
G0:0008643
carbohydrate transport > 232 216
G0:0048568
embryonic organ 8 3,72 2,15
development
G0:0051239
regulation of multicellular 72 33,82 2,13
organismal process
G0:0008624
induction of apoptosis 5 2,38 2,1
by extracellular signals
G0:0007399
nervous system 84 41,36 2,03
development
G0:0002376
immune system process 80 bl 203
G0:0003002
regionalization 8 A 202

Tubela 7. Klasy funkcjonalne gendw w odniesieniu do zaangazo-
wania w procesy biologiczne komdrek (cd.)

histonow oraz szlaki odpowiadajace za proliferacj¢ komo-
rek i regulacje cyklu komdrkowego (tabela 8).

Na uwage zastuguje obecnos$¢ wsrod wyselekcjonowanych
zestawOw gendw zwigzanych z pobudzeniem receptorow
TLR (ang. Toll-like receptor) i aktywacjq czynnika trans-
krypcyjnego NF-kB (ang. nuclear factor kB) majacego dzia-
tanie antyapoptotyczne. Receptory TLR reprezentuja grupe
biatek aktywnych w czasie rozwoju zarodkowego, w trak-
cie ktérego sa odpowiedzialne za polaryzacj¢ grzbietowo-
-brzuszng. Znajduja si¢ one rowniez wsrdd czynnikow bio-
racych udzial w procesach zapalnych, immunologicznych
i nowotworowych.

Analiza uwzgledniajaca 179 zestawow gendw z listy motif gene
sets wykazata zmieniong regulacj¢ na 14 sposrod nich po za-
stosowaniu testow permutacyjnych i na pigciu po wykonaniu
analizy GSA (tabela 9). Byly to geny zwigzane z czynnikami
transkrypcyjnymi bedace celem dla microRNA (miR-324-5p,
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miR-432, miR-299-3P, miR-486, miR-499) oraz geny z obsza-
rami promotorowymi, pofozonymi w okolicy miejsc przyta-
czania czynnikow transkrypeyjnych (NR6A1, POU3F2, CUTLI,
PAXS, AHR). Na uwagg zastuguje obecnos¢ wsrod wyszczegol-
nionych zestawow rodziny czynnikow transkrypcyjnych POU,
ktorej poszczegdlne elementy zwigzane sg SciSle z procesami
rozwojowymi mdzgowia, a cz¢S¢ z nich podtrzymuje komorki
w stanie niezroznicowanym3$139,

Klasteryzacja prob

Nastgpnym etapem analizy byta identyfikacja glownych czyn-
nikéw wptywajacych na zmienno$¢ profilu ekspresji genow
w badanych gwiaZdziakach wiosowatokomorkowych. Prze-
analizowano ekspresje genow roznicujacych istniejace w zbio-
rze grupy 1 dokonano wyboru genow, ktore postuzyly do prze-
prowadzenia hierarchicznej klasteryzacji prob (rys. 11).

W wyniku przeprowadzonej klasteryzacji najbardziej charak-
terystyczny wzor ekspresji uzyskano dla podzbioru zawiera-
jacego nowotwory zlokalizowane w obrgbie mozdzku i ko-
mory IV oraz dla klastra zawierajacego nowotwory pofozone
w przestrzeni nadnamiotowej. Wsrod nowotwordw zaklasyfi-
kowanych na podstawie profilu ekspresji do grupy nowotwo-
row nadnamiotowych znalazt si¢ jeden przypadek gwiazdzia-
ka wtosowatokomorkowego mdzdzku.

W oparciu o klasteryzacje hierarchiczng stwierdzono réwniez,
ze roznica w ekspresji gendw pomi¢dzy grupami nowotwordw
potozonych nadnamiotowo (M1, M2) jest mniejsza niz rozni-
ca migdzy profilem ekspresji gwiaZdziakow wlosowatokomor-
kowych o lokalizacji nadnamiotowej (M1, M2) i podnamioto-
wej (M3). Nalezy podkresli¢, ze skala obserwowanych zmian
pozwala na roznicowanie pomig¢dzy nowotworami potkulowy-
mi i zmianami pofozonymi w obrebie skrzyzowania wzrokowe-
go i podwzgdrza. Przy podjetej probie analizy, na tym samym
zestawie genow, przypadku nowotworu potozonego w obre-
bie pnia mozgu stwierdzono niewielki stopiefi podobiefistwa
1 niska korelacje z grupg M2 (wspdtczynnik korelacji R=0.4).

PROFIL EKSPRESJI GENOW W ZALEZNOSCI
OD LOKALIZACII GWIAZDZIAKOW
WEOSOWATOKOMORKOWYCH

Na podstawie istniejacych w pismiennictwie przestanek i uzy-
skanych w ramach realizacji pracy wynikdw wysnuto hipotezg,
ze glownym Zrodtem zmiennosci w analizowanym zbiorze jest
lokalizacja nowotworu. W zwigzku z tak postawiong hipotezg
kolejnym etapem byla ocena roznic pomi¢dzy trzema grupa-
mi gwiaZdziakoéw wlosowatokomdrkowych o rdznej lokalizacji
w obrebie OUN. Analiza ta pozwolifa na poczynienie obserwa-
¢ji, ze przy nieskorygowanym kryterium p<0,001 istotne staty-
stycznie roznice obserwuje si¢ w 862 genach przy 22 oczekiwa-
nych genach fatszywie dodatnich (test Welcha). W globalnym
teScie istotnosci rdznic obserwowane odchylenia rowniez sg
znamienne statystycznie (p<0,001). W analizie z uwzglednie-
niem testu post-hoc z mozliwoscig pordwnywania par (test za-
implementowany w BRB-ArrayTools) jako istotne interpreto-
wano roznice na poziomie istotnosci p<0,01 (tabela 10).
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ROZPRAWA HABILITACYJNA

) Liczba ) Ls Ks GSA
Szlak sygnatowy/Zestaw genow genow Symbole genéw ® ® ®
KONDO_PROSTATE_CANCER_HCP_WITH_ 100 | GRIA4, IRXT, IRX3, MAPT, ERBB 000001 | 000001 | <0,005
H3K27ME3

LI_CISPLATIN_ RESISTANCE_UP 66 | THSD7A, IRX3, HAPLNT, CKLE IGFTR 000001 | 000019 | <0,005
REACTOME_ACTIVATED_ TLR4_SIGNALLING 25| TLR4, SIGIRR, TLRY, TLRS, TICAM? 000001 | 000001 | <0,005
REACTOME_TOLL_LIKE_RECEPTOR_4_CASCADE 28| TIR4, Y96, SIGIRR, 1Y36, TICAM? 000001 | 000001 | <0,005
%E)mR'V[B’;‘—P'LOCYT'C—ASTROCYTOMA—LOCA‘ 7| IRX2, PAX3, IRXS, CBS, RASSF2 000001 | 000001 | <0005
%mw},—"'LOCYT'C—ASTROCYTOMA—LOCA‘ 31| LHX2, GPR98 NR2ET, SIX6, SIXT, SIX3 000001 | 000001 | <0,005
WATANABE_COLON_CANCER_MSI_VS_MSS_DN | 96 | CXCLI4 EMILIN3, GPSM2, AMD12 000001 | 000041 | <0,005
BIOCARTA_PTEN_PATHWAY 33| PIK3RT, MAPKT, ITGB1, PTEN, FOXO3 000007 | 000243 | 0,025(+)
ZHAN_MULTIPLE_MYELOMA_PR_DN 60 | CNINT, SATBI, ALCAM, SGRP3 000001 | 000001 | <0,005
BIOCARTA_DC_PATHWAY 13| TR7, TLR4, TLR2, CD33, CD40 00003 | 000079 | <0,005

Tubela 8. Zestawy genow wyselekcjonowane w wyniku analizy gendw o zrdznicowanej ekspresji w gwiaZdziakach wiosowatokomdrkowych
o0 odmiennych cechach klinicznych. LS — test permutacyjny Least Squares; KS — test permutacyjny Kolmogorowa-Smirnowa, GSA

— Gene Set Analysis wg Efrona-Tibshiraniego

Listg genow uzyskanych w powyzszej analizie poddano tak-
ze ocenie uwzgledniajacej ich lokalizacje w obrebie chromoso-
mow, na podstawie pordwnania listy genow badanych z liczbg
gendw oczekiwanych. Obserwowano pewne roznice dotycza-
ce prezentacji gendw na chromosomach 7., 11., 13., 17. oraz
19. (rys. 12).

Na catym zbiorze gendw dokonano klasteryzacji hierarchicz-
nej, ktora jednoznacznie wykazata obecnos¢ istotnych rdznic

w profilu ekspresji wszystkich trzech podgrup (rys. 13). Rozni-
ce w ekspresji duzej skali obserwowano tylko dla czgSci genow.
W badanej grupie nowotwordw, zroznicowanej pod wzgledem
lokalizacji, dokonano rowniez porownan w parach pomigdzy
grupami M11iM3, M21M3 oraz M11M?2. Dla kazdego z tych
poréwnan wykorzystano kryterium nieskorygowanej wartosci
p<0,001 w teScie Welcha. Dla wigkszoSci wyselekcjonowa-
nych genéw zanotowano istotne roznice pomiedzy grupami

s s e
(GGTGTG, MIR-220 8 LHX2, GPX1, THRB, WHSCT1 0,00001 0,09215 <0,005
VSGNCF 01 93 MCF2,BCL11A,BCL11B, NFIB,AMD1 0,00002 0,00239 0,04
GGGATGC, MIR-324-5P 72 NTRK3,ZNRF2, PBX1, ELAVL1, RUNX2 0,00003 0,01085 <0,005
CCATCCA, MIR-432 64 NTRK3, CALN1,50X4,COL11A1, TLK2 0,00006 0,00044 0,015
VSPOU3F2 01 94 ZNF423,PDZRN4,BNC2,ITPR3, SOX4 0,00006 0,02333 0,025
VSCDPCR3 01 39 NFIA, SIX1,SIX3, MYT1,CSMD3, ARK1 0,00028 0,02874 0,065
CCCACAT.MIR-299-3P 72 NGFR,RUNXT1T1,BCL11A, TIMP3 0,00034 0,08243 0,07
VSMYOGNF1 01 57 BCL11A,NFIA,BCL11A, GNGT2,LMO3 0,00045 0,01553 0,045
GTACAGG, MIR-486 72 IRX5, PIK3R1, FGF 13, NFAT5, PTEN 0,00056 0,00176 0,01
VSPAX8_01 49 KCND3, TCF7L2, AHCYL1,LMO3 0,00058 0,0018 <0,005
VSAHR 01 86 BCL11A,NTRK3, TTBK2, TP53 0,00068 0,05371 0,16
AGTCTTA, MIR-499 99 RCN2, SOX5, ADAM10, SDC2, SOX6 0,02398 0,00033 0,22
CCAATNNSNNNGCG_UNKNOWN 65 MEIST, MEF2C, PAX6, TES, ELAVL3 0,00407 0,22226 <0,005
VSMEF2 04 24 LHX2, NFAT5, ELAVL4, DGKI, ZNF238 0,03997 0,01638 <0,005

Tabela 9. Wybrane zestawy genow wyselekcjonowane w wyniku analizy gendw o zréznicowanej ekspresji w gwiaZdziakach wlosowatokomdrko-
wych o odmiennych cechach klinicznych. LS — test permutacyjny Least Squares; KS — test permutacyjny Kotmogorowa-Smirnowa;

GSA - Gene Set Analysis wg Efrona-Tibshiraniego
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Rys. 11. Stopieri zréznicowania fluorescencji dla gendw réznicujgeych analizowane grupy

M1 iM3 (323 geny) oraz M2 i M3 (847 gendéw). Ponadto wy-
selekcjonowano 105 gendw, ktdre mozna byto wykorzystac za-
rowno do roznicowania pomigdzy grupami M1 1 M3, jak i M2
1 M3, natomiast do roznicowania pomig¢dzy grupami M1i M2
mozna byfo wykorzystac tylko 24 geny (rys. 14).

Istotnym czynnikiem, ktory moze mie¢ wplyw na obserwo-
wane tu zalezno$ci dotyczace profilu ekspresji gendw, jest
jako$¢ materiatu przeznaczonego do badafi z uzyciem mi-
kromacierzy. Poniewaz w analizowanym zbiorze obserwo-
wano pewng heterogenno$¢ dotyczaca jakosci uzyskanego
RNA, czynnik ten zostat dodatkowo uwzgledniony w prowa-
dzonych analizach. W tym celu badane proby podzielono na
dwie podgrupy w oparciu o niezalezny od oceny mikroma-
cierzowej parametr wyjSciowy, jakim jest wspotczynnik RIN.
Na pierwsza z nich sktadaty si¢ proby o wyjSciowej warto-
$ci RIN>6 (32 przypadki), na drugg proby charakteryzuja-
ce si¢ wartoScig RIN<6 (15 przypadkéw). Po pordwnaniu
uwzgledniajacym dwie zmienne (lokalizacja anatomiczna,
heterogenno$¢ materiatu biologicznego) stwierdzono, ze co
najmniej 772 geny wykazuja nadal znamienng roznice eks-
presji. W globalnym tescie istotnoSci rdznic bylfa to roznica
silnie istotna (p=0,003) (rys. 15).

W przeprowadzonym nast¢pnie grupowaniu hierarchicznym
ponownie wyodrebniono jednoznacznie grupe nowotworow
podnamiotowych, a w drugim klastrze nieco mniej wyraZnie
rozgraniczone dwie grupy nowotworow o odmiennej lokaliza-
¢ji nadnamiotowej.
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Analiz¢ te przeprowadzono takze przy zastosowaniu bardziej
restrykcyjnych kryteriow istotnoSci statystycznej, jakim jest
nie wicksza niz 1% obecnos¢ gendw fatszywie dodatnich, przy
oszacowaniu odsetka wynikow fatszywie dodatnich (FDR)
z wykorzystaniem testu Welcha, z uwzglednieniem korekcji po-
rownai wielokrotnych w oparciu o test permutacyjny.

Po poréwnaniu dwoch grup: M3 oraz potaczonych grup M1
1 M2 uzyskano liste 348 zestawdw sond, wsrdd ktorych z praw-
dopodobienstwem 80% jest nie wigcej niz 1% genow fatszywie
dodatnich (tabela 11).

PROFIL EKSPRESJI GENOW
W ZALEZNOSCI OD OBRAZU
RADIOLOGICZNO-MORFOLOGICZNEGO
NOWOTWORU

Przeprowadzona analiza bioinformatyczna wykazafa obec-
no$¢ 32 sond umozliwiajacych rdznicowanie pomigdzy no-
wotworami prezentujacymi odmienny obraz radiologiczno-
-morfologiczny (p<0,005). Ekspresja tych genow wykazywata
jednak zbyt matg amplitudg zmiennosci (rys. 16).

Pomimo istotnych statystycznie odchylefi w ekspresji podje-
ta proba grupowania hierarchicznego nie wykazata mozliwo-
$ci wykorzystania ich do réznicowania pomi¢dzy analizowa-
nymi grupami (rys. 17).

W celu wykluczenia mozliwosci wptywu na powyzsze wyni-
ki dodatkowych zmiennych obserwowanych w badanej grupie,
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ROZPRAWA HABILITACYJNA

Poziom L Réznicowanie
Symbol . .. | Wartos¢ |1 2 3 .

Lp. | Numersondy genu Nazwa genu u(;;)tnosa FOR (M1) M2) M3) gg‘mlae:‘zly

1 228462 _at IRX2 Iroquois homeobox 2 <Te-07 <1e-07 7,81 36,27 470,74 | (1,2),(1,3),(2,3)

2 | 231666_at PAX3 Paired box 3 <Te-07 <1e-07 497 7,59 279,28 (1,3),(2,3)

3 |207250_at SIX6 SIX homeobox 6 <Te-07 <1e-07 732 246,4 4,75 (1,2),,2)

4 |206140_at LHX2 LIM homeobox 2 <Te-07 <1e-07 | 1680,77 | 2642,73 | 11,02 3,1,3,2

5 [211219_s_at  |LHX2 LIM homeobox 2 <le-07 <le-07 80,88 93,18 5,49 3,1),3,2

6 223582 _at GPR98 G protein-coupled receptor 98 <1e-07 <Te-07 50,94 146,32 15,08 (1,2,3,1),3,2)

7 | 1554784 _at CNTN1 Contactin 1 <1e-07 <le-07 68,37 17,57 379,96 | (2,1),(1,3),(2,3)

8 [230720_at RNF182 Ring finger protein 182 <1e-07 <le-07 171,48 | 1797,68 | 2061,29 (1,2,(1,3)

9 210239_at IRX5 Iroquois homeobox 5 <Te-07 <Te-07 7,84 25,89 100,36 | (1,2),(1,3),(2,3)

10 [ 213285_at TMEM30B | Transmembrane protein 308 <Te-07 <Te-07 7,23 26,44 5,08 (1,2,3,2)

11 | 230472_at IRX1 Iroquois homeobox 1 <1e-07 <le-07 10,8 66,79 20519 | (1,2),(1,3),(2,3)

12 | 227202_at CNTN1 Contactin 1 <1e-07 <le-07 | 262,72 5146 | 1717,72 | (2,1),(1,3),(2,3)

13 | 214954 _at SUSD5 Sushi domain containing 5 <1e-07 <le-07 125,14 | 1108,04 | 1603,52 (1,2,(,3)

14 | 206018_at FOXG1 Forkhead box G1 <le-07 <le-07 | 197,42 | 11,25 4,93 2,1,3,1)

15 |208221_s_at SLIT Slit homolog 1 (Drosophila) <1e-07 <1e-07 8,42 17,8 6 (1,2),3,2)
(olorectal neoplasia differentially y )

16 |238021_s_at | CRNDE expressed (non-protein coding) <le-07 <le-07 51,09 382,35 | 1216,52 | (1,2),(1,3),(2,3)

17 |26448 at | Famson | Family withsequence similarity 89 <e07 | <te07 | 104 | 6578 | 8089 | (1,2,1,3)
member A
Contactin 3

18 | 229831 _at CNTN3 (blasmacytoma associated) <le-07 <le-07 21,57 9,97 176,8 (1,3),2,3)

19 | 228347_at SIX1 SIX homeobox 1 <le-07 <le-07 13,8 o, n 9,17 (1,2,3,2)

20 | 206634_at SIX3 SIX homeobox 3 <le-07 <le-07 4,86 49,47 475 (1,2,3,2)
Colorectal neoplasia differentially y )

21 | 238022_at CRNDE expressed (non-protein coding) <le-07 <le-07 14 51,83 13425 | (1,2),(1,3),(2,3)
N-acetylated alpha-linked acidic y )

22 | 1554507 _at NAALAD2 dipeptidase 2 <le-07 <le-07 10,63 8,94 69,52 (1,3),(2,3)

23 | 238878_at ARX Aristaless related homeobox <1le-07 <le-07 102,99 6,88 485 (2,1,3,1)

24 | 227614 _at HKDC1 Hexokinase domain containing 1 <1e-07 <1e-07 30,54 9,56 8,08 (2,1,3,1)
Nerve growth factor receptor

25 | 205858 _at NGFR (TNFR superfamily, member 16) <le-07 <le-07 135,44 53,07 14,67 (3,1),3,2

26 |227209_at CNTN1 Contactin 1 <le-07 <le-07 197,22 38,14 933,25 | (2,1),(1,3),(2,3)

27 | 203917_at CXADR Coxsackie virus and adenovirus receptor 1e-07 6,44e-05 | 4098,1 | 1363,02 | 1294,12 (2,1),3,1

28 | 205817_at SIX1 SIX homeobox 1 1e-07 6,44e-05 6,82 35,96 5,16 (1,2,3,2)

29 |220117_at INF385D Zinc finger protein 385D 1e-07 6,44e-05 30,39 56,96 116,16 (1,3),(2,3)
Sine oculis binding protein homolog y

30 |218974_at SO0BP (Drosophila) 2e-07 0,00011 | 1562,82 | 113096 | 2529, (1,3),(2,3)

31 | 214761_at INF423 Zinc finger protein 423 2e-07 0,00011 309,11 | 558,19 | 1140,35 (1,3),(2,3)
Nuclear receptor subfamily 2, y

32 | 207443_at NR2E1 group £ member 1 2e-07 0,00011 54,05 1791 5,02 (3,132

33 | 232054_at PCDH20 Protocadherin 20 3e-07 0,000143 | 34,26 31,94 277,59 (1,3),(2,3)
Thrombospondin, type I, domain y

34 | 230008_at THSD7A containing 7A 3e-07 0,000143 | 62,41 70,15 294,74 (1,3),2,3)

35 |205593_s_at | PDE9A Phosphodiesterase 9A 3e-07 0,000143 | 90,93 19,64 99,43 2,1),(2,3)

36 |1558508_aat |Clorfsy | Shomasome ] openreading 3007 | 0000143 | 487 | 4048 | 109 3,1),3,2)

37 |219501_at ENOX1 Ecto-NOX disulfide-thiol exchanger 1 3e-07 0,000143 | 78,22 37,92 122,13 2,1),(2,3)

38 [224215_s_at  |DLL1 Delta-like 1 (Drosophila) 3e-07 0,000143 | 36,59 61,67 2279 (1,3),(2,3)
Protein phosphatase 1, requlatory )

39 | 228646_at PPP1R1C (inhibitor) subunit 1 4e-07 0,000172 | 122,03 64,82 17,97 3,1,3,2
Sine oculis binding protein homolog }

40 |229034_at SOBP (Drosophila) 4e-07 0,000172 | 167,72 | 113,58 | 29579 (1,3),(2,3)

Tabela 10. Lista genow rdznicujgcych gwiaZdziaki wlosowatokomdrkowe w zaleznosci od umiejscowienia w obrebie osrodkowego ukladu nerwo-
176 wego. Pordwnanie dla trzech grup (M1, M2, M3)
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ROZPRAWA HABILITACYJNA

Poziom L Réznicowanie
Symbol . .. | Wartos¢ |1 2 3 .
Lp. | Numersondy genu Nazwa genu u(;;)tnoscl FOR (M1) M2) M3) g::r;lae::y
41 | 1553765_a_at | KLHL32 Kelch-like 32 (Drosophila) 4e-07 0,000172 43,27 33,44 234,02 (1,3),(2,3)
Thrombospondin, type |, ’
42 | 214920_at THSD7A domain containing 7A 4e-07 0,000172 90,78 101,71 404,64 (1,3),2,3)
Adaptor-related protein complex 1, )
43 [203300_x_at AP1S2 sigma 2 subunit 4e-07 0,000172 | 1637,89 437,6 388,51 2,1),3,1
44 | 1569178_at GRIA4 Glutamate receptor, ionotrophic, AMPA 4 5e-07 0,000203 14,88 51,35 823 (1,2),(1,3)
45 |225782_at MSRB3 Methionine sulfoxide reductase B3 5e-07 0,000203 | 490,39 | 1333,97 | 1269,16 (1,2),(1,3)
46 |221030_s_at ARHGAP24 | Rho GTPase activating protein 24 6e-07 0,000235 32,57 4511 15,59 (3,1),3,2
47 222484 s_at X4 Chemokine (C-X-C motif) ligand 14 6e-07 0,000235 | 1306,56 | 302,17 45,69 (3,1),3,2
Thrombospondin, type |, }
48 [21389%4_at THSD7A domain containing 7A 7e-07 0,00026 60,33 51,48 264,53 (1,3),(2,3)
49 [230458_at SLC45A1 Solute carrier family 45, member 1 7e-07 0,00026 28,77 31,56 58,66 (1,3),(2,3)
50 |1558388_a_at |LOC643763 | Hypothetical L0C643763 8e-07 0,000283 707,8 41,01 728,99 2,1),2,3)
51 | 229638_at IRX3 Iroquois homeobox 3 8e-07 0,000283 19,67 41,79 145,48 (1,3),(2,3)
52 | 230802_at ARHGAP24 | Rho GTPase activating protein 24 1e-06 0,000348 28,89 43,54 13,79 (3,1),6,2
53 | 244694 _at IGLONS IgLON family member 5 1,2e-06 0,000392 14,27 6,38 34,76 (1,3),(2,3)
54 | 225242 s_at (CDC80 Coiled-coil domain containing 80 1,2e-06 0,000392 53,05 267,45 360,91 (1,2),(1,3)
55 |221107_at CHRNA9 Cholinergic receptor, nicotinic, alpha 9 1,2e-06 0,000392 24,66 733 4,89 2,1,61
56 [223422 s_at ARHGAP24 | Rho GTPase activating protein 24 1,4e-06 0,000451 195,81 212,58 63,56 (3,1),3,2)
Calcium/calmodulin-dependent
57 |229163_at CAMK2N1 protein kinase Il inhibitor 1 1,6e-06 0,000487 | 238,34 147,28 337,45 2,1),2,3)
Adaptor-related protein complex 1, )
58 |203299_s_at AP1S2 sigma 2 subunit 1,6e-06 0,000487 | 120588 | 553,12 400,77 2,1),3,1
59 |218002_s_at XCL14 Chemokine (C-X-C motif) ligand 14 1,7e-06 0,00051 1646,22 325 53,24 (3,1),3,2
60 |213601_at SLIT Slit homolog 1 (Drosophila) 1,9e-06 0,000555 | 266,63 770,15 105,38 (3,2)
Runt-related transcription factor 1;
61 | 205528 s_at RUNX1T1 translocated to, 1 (cyclin D-related) 1,9e-06 0,000555 84,15 85,67 228,34 (1,3),(2,3)
62 |228307_at EMILIN3 Elastin microfibril interfacer 3 2,1e-06 0,000603 2891 56,31 168,05 (1,3),(2,3)
GRB2-binding adaptor protein, )
63 | 1552386_at GAPT transmembrane 2,2e-06 0,000603 65,19 87,26 24,36 (3,1,63,2
64 | 224331_s_at MRPL36 Mitochondrial ribosomal protein L 36 2,2e-06 0,000603 | 2230,02 | 2363,95 | 1467,88 (3,1,632
65 |231223_at (SMD1 CUB and Sushi multiple domains 1 2,2e-06 0,000603 94,19 133,14 409,94 (1,3),2,3)
66 | 227297 _at ITGA9 Integrin, alpha 9 2,3e-06 0,000622 48,87 134,98 194,98 (1,2),(1,3)
67 |243061_at (140rf23 g’[’l’,‘,’g"z’_‘;”"e 14 open reading 24e-06 | 0000641 | 155 529 475 21,61
68 |205932_s_at MSX1 Msh homeobox 1 2,5e-06 0,000652 113,26 257,14 60,55 3,2
69 |226743_at SLEN11 Schiafen family member 11 2,5e-06 0,000652 42 177,49 36,09 (1,2),3,2)
70 |219885_at SLEN12 Schiafen family member 12 2,6e-06 0,000662 18,33 45,81 16,15 (1,2),3,2)
71 | 225250_at STIM2 Stromal interaction molecule 2 3e-06 0,000739 57,6 29,78 52,33 (2,1),(2,3)
7|00 sat |scupgr | 9napepride, CUB domain, 3e-06 | 0000739 | 4504 | 4306 | 1808 | (1,3),(23)
73 | 207231_at DZIP3 DAZ interacting protein 3, zinc finger 3e-06 0,000739 | 116,15 84 158,2 (2,3)
74 |67t |Ciorpg | Chromosome 120pen redding 31e-06 | 0000755 | 6154 | 5679 | 141 (1,3,2.3)
75 | 214841 _at CNIH3 Cornichon homolog 3 (Drosophila) 3,3e-06 0,000795 | 297,58 | 295,89 85,46 (3,1),3,2)
76 | 220595_at PDZRN4 PDZ domain containing ring finger 4 3,4e-06 0,00081 15,81 249 115,23 (1,3),2,3)
Vacuolar protein sorting 37 homolog B )
77 | 221704 _s_at VPS37B (5. cerevisiae) 3,7e-06 0,000872 | 270,28 144,6 100,14 2,1),3,1
78 |208017_s at | MCF2 ﬁﬁgﬁﬁgg’ line derived transforming 3906 | 000089 | 21,94 | 3553 | 4794 | (1,3,(23)
79 | 213478_at RP1-21018.1 | Kazrin 3,9e-06 0,00089 264,21 198,38 482,21 (1,3),(2,3)
80 |218901_at PLSCR4 Phospholipid scramblase 4 3,9e-06 0,00089 748,82 | 1456,02 1803 (1,2),(1,3)

Tubela 10. Lista genow raznicujgcych gwiaZdziaki wlosowatokomdrkowe w zaleznosci od umiejscowienia w obrebie osrodkowego ukladu nerwo-

wego. Porownanie dla trzech grup (M1, M2, M3) (cd.)
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Poziom L Réznicowanie
Symbol . .. | Wartos¢ |1 2 3 .
Lp. | Numersondy Nazwa genu istotnosci pomiedzy
genu ®) FDR (M1) (M2) (M3) grupami
Tumor necrosis factor receptor
81 |238846_at TNFRSF11A | superfamily, member 11a, NFKB 4,5e-06 0,00102 68,41 99,49 32,03 (3,1,632
activator
82 |204304_s_at PROM1 Prominin 1 4,6e-06 0,00103 129,99 40,1 350,45 (2,3)
83 | 225706_at GLCcn Glucocorticoid induced transcript 1 4,8¢e-06 0,00106 3184 307,55 | 63843 (1,3),(2,3)
84 | 238663_x_at GRIA4 Glutamate receptor, ionotrophic, AMPA 4 5e-06 0,0011 453 225,8 417,66 (1,2),(1,3)
85 |234996_at CALCRL Calcitonin receptor-like 5,1e-06 0,00111 75,18 105,04 2819 (1,3),(2,3)

Tabela 10. Lista genow raznicujqcych gwiaZdziaki wiosowatokomdrkowe w zaleznosci od umiejscowienia w obrebie osrodkowego uktadu nerwo-

wego. Porownanie dla trzech grup (M1, M2, M3) (cd.)

analiz¢ przeprowadzono dla gwiazdziakow wlosowatokomor-
kowych zlokalizowanych tylko w obrgbie mozdzku. Analiza
taka byfa podyktowana obecnoscig wsrdd tych nowotworow
wszystkich czterech podgrup zwiazanych z rozpatrywanymi ce-
chami radiologiczno-morfologicznymi. Przeprowadzona oce-
na potwierdzita obserwacje poczynione na catej grupie.
Podobnie analiza przeprowadzona przy uzyciu testu globalne-
go nie wykazata zwiazku pomigdzy profilem ekspresji genow
a cechami radiologiczno-morfologicznymi (rys. 18).

PROFIL EKSPRESJI GENOW W ZALEZNOSCI
OD PRZEBIEGU KLINICZNEGO CHOROBY

W analizie uwzgledniono dwa przypadki nowotwordw, ktore
rozwinely si¢ u chorych z cechami nerwiakowlokniakowatosci

Udziat procentowy gendw

'
I

1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 M 12 13 14 15 16 17 18

typu 1. Dla grupy tej obserwowane odchylenia ekspresji ge-
now nie byly na tyle silne, aby wptywac na klasteryzacj¢ ba-
danych prob.

W przypadkach tych nie stwierdzono znamiennych roznic
w profilu ekspresji.

Poréwnanie przeprowadzone pomiedzy chorymi bez cech
progresji choroby nowotworowej (41 przypadkdéw) i chorymi
7 progresja procesu nowotworowego (5 przypadkow) nie wy-
kazato zwigzku z catkowitym profilem ekspresji genow. Zale-
dwie pig¢ genow osiagneto istotno$¢ statystyczng (p=0,001)
przy probie roznicowania przypadkéw o odmiennym przebiegu
klinicznym w oparciu o model jednozmiennowy: SIX3, RGSS,
FAMS2 (RMDI), KIF9, WDR63 (rys. 19).

Geny charakterystyczne dla obydwu grup nie sg na tyle sil-
ne, by wplywac na klasteryzacjg badanych prob, a stopiefi ich

19 20 1 22

Lokalizacja chromosomalna genow

Rys. 12. Lokalizacja chromosomalna wyselekcjonowanych genow. Kolorem czerwonym oznaczono caly zestaw genow, kolorem niebieskim — geny

wyselekcjonowane na podstawie analizy bioinformatycznej
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M1 M2 M3
D e T e Y —

L L] " L o b » b & ar
Rys. 13. Dendrogram oraz mapa termiczna obrazujgce wynik grupowania hierarchicznego w zaleznosci od lokalizacji. Kolorem czerwonym
zaznaczono geny charakteryzujgce sie zwiekszong znormalizowang ekspresjq, kolorem zielonym — geny o obnizonym poziomie znorma-
lizowanej ekspresji

Mz

Rys. 14. Wykres przedstawiajqcy liczbe gendw réznicujgcych badane gwiazdziaki wlosowatokomdrkowe o odmiennej lokalizacji 179
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Rys. 15. Analiza metodq skalowania wielowymiarowego, na osiach przedstawiono wartosci dla trzech pierwszych glownych sktadowych. Kolorem
zielonym oznaczono gwiaZdziaki wiosowatokomdrkowe zlokalizowane w obrebie potkul mozgu (M1), kolorem niebieskim — gwiaZdziaki
wlosowatokomadrkowe zlokalizowane w obrebie drég wzrokowych i podwzgdrza (M2), kolorem czerwonym — gwiaZdziaki wlosowatoko-

mdrkowe zlokalizowane w obrebie mozdzku i komory IV (M3)
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180 | Rys. 16. Amplituda zmiennosci gendw najlepiej roznicujgcych nowotwory pod wzgledem cech radiologiczno-morfologicznych
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Poziom Natezenie cechy | Natezenie cechy
Lp. Numer sondy Symbol genu Nazwa genu istotnosci w klasie w klasie Krotno$¢ zmian
(p) M1/M2 M3

1 231666_at PAX3 Paired box 3 <le-07 6,28 279,28 0,022

2 228462 _at IRX2 Iroquois homeobox 2 <Te-07 18,18 470,74 0,039

3 206140_at LHX2 LIM homeobox 2 <le-07 2155,8 11,02 195,66

4 211219_s_at LHX2 LIM homeobox 2 <le-07 87,43 549 15,93

5 238727 _at L0C440934 Hypothetical LOC440934 <le-07 18,27 258,93 0,071

6 223582 _at GPR98 G protein-coupled receptor 98 <Te-07 91,01 15,08 6,03

7 1554784 _at CNTN1 Contactin 1 <Te-07 32,38 379,96 0,085
N-acetylated alpha-linked acidic ]

8 1554507 _at NAALAD2 dipeptidase 2 <Te-07 9,67 69,52 0,14

9 210239_at IRX5 Iroquois homeobox 5 <le-07 15,13 100,36 0,15
(ontactin 3

10 229831_at CNTN3 (plasmacytoma associated) <le-07 141 176,8 0,08

1 232054 _at PCDH20 Protocadherin 20 <le-07 32,97 277,59 0,12

12 227202_at CNTN1 Contactin 1 <le-07 107,17 1717,72 0,062

13 |208464_at GRing | Clutamatereceptor fonotrophic 1e-07 104 7,53 0,25
AMPA 4
Thrombospondin, type |, )

14 230008_at THSD7A domain containing 7A 1e-07 66,56 294,74 0,23

15 1553765_a_at KLHL32 Kelch-like 32 (Drosophila) 1e-07 37,55 234,02 0,16
Chromosome 1 open reading

16 1558508_a_at (lorf53 frame 53 1e-07 43,99 10,9 4,04

17 224215_s_at DLL1 Delta-like 1 (Drosophila) 1e-07 48,76 2279 0,21

18 223422 _s_at ARHGAP24 Rho GTPase activating protein 24 1e-07 204,86 63,56 3,22
Thrombospondin, type I, domain y

19 214920_at THSD7A containing 7A 1e-07 96,64 404,64 0,24

20 230472_at IRX1 Iroquois homeobox 1 1e-07 29,42 205,19 0,14

21 230458 _at SLC45A1 Solute carrier family 45, member 1 1e-07 30,27 58,66 0,52

22 205858_at NGFR Nerve growth factor receptor 2e-07 80,9 14,67 552
Thrombospondin, type |, )

23 213894 _at THSD7A domain containing 7A 2e-07 55,29 264,53 0,21
GRB2-binding adaptor protein, )

24 1552386_at GAPT transmembrane 2e-07 76,53 24,36 3,14

25 221030_s_at ARHGAP24 Rho GTPase activating protein 24 2e-07 38,96 15,59 2,5

26 227209_at CNTN1 Contactin 1 3e-07 79,89 933,25 0,086
Protein phosphatase 1, }

27 228646_at PPP1R1C requlatory (inhibitor) subunit 1C 3e-07 86,17 17,97 48
Sine oculis binding protein y

28 218974 _at SOBP homalog (Drosaphila) 3e-07 1308,14 25291 0,52
Mitochondrial ribosomal

29 224331 _s_at MRPL36 protein 136 4e-07 2302,71 1467,88 1,57

30 205528 _s_at RUNX1T1 Runt-related transcription factor 1 5e-07 84,98 228,34 0,37
Colorectal neoplasia differentially

31 238022_at CRNDE expressed 7e-07 28,76 134,25 0,21
Signal peptide, CUB domain, )

32 219197 _s_at SCUBE2 FCF-like 2 Te-07 43,94 180,8 0,24
Sine oculis binding protein )

33 229034 _at SOoBP homolog (Drosaphila) 7e-07 135,35 295,79 0,46
PDZ domain containing ring ]

34 220595_at PDZRN4 finger 4 8e-07 203 115,23 0,18

35 220117 _at INF385D Zinc finger protein 385D 8e-07 42,93 116,16 0,37

36 213478_at RP1-21018.1 Kazrin 8e-07 225,68 482,21 0,47
Chromosome 12 open reading

37 226487 _at (120rf34 frame 34 8e-07 58,88 141 0,42

38 227481 _at CNKSR3 CNKSR family member 3 9e-07 207,88 394,33 0,53

Tabela 11. Geny charakteryzujgce gwiaZdziaki wlosowatokomadrkowe o odmiennej lokalizacji. Porownanie dla dwdch grup (M1/M2 vs M3)
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Poziom Natezenie cechy | Natezenie cechy
Lp. Numer sondy Symbol genu Nazwa genu istotnosci w klasie w klasie Krotno$¢ zmian
(p) M1/M2 M3
39 | 207443 at NR2ET | Nudlearreceptor subfamily 2 9-07 29,44 502 587
- group £, member 1 ! ! !

40 214841 _at (NIH3 Cornichon homolog 3 (Drosophila) 9e-07 296,65 85,46 3,47

41 230802_at ARHGAP24 Rho GTPase activating protein 24 9e-07 36,2 13,79 2,63

42 231223 _at (SMD1 CUB and Sushi multiple domains 1 9e-07 113,94 409,94 0,28

43 234996_at CALCRL Calcitonin receptor-like 1e-06 90,37 2819 0,32

44 214761_at INF423 Zinc finger protein 423 1e-06 427,84 1140,35 0,38

45 229638_at IRX3 Iroquois homeobox 3 1e-06 29,77 145,48 0,2
B-cell CLL/lymphoma 118 ]

46 222895_s_at BCL11B (zinc finger protein) 1,2e-06 11,45 40,03 0,29
B-cell CLL/lymphoma 11B

47 219528 _s_at BCL11B (zinc finger protein) 1,3e-06 13,19 36,89 0,36

48 225706_at GLCcn Glucocorticoid induced transcript 1 1,4e-06 312,39 638,43 0,49

49 208221 s_at SLIT Slit homolog 1 (Drosophila) 1,8e-06 12,71 6 2,12
Colorectal neoplasia differentially y

50 238021_s_at CRNDE expressed 1,8e-06 154,56 1216,52 0,13
MCF.2 cell line derived transforming

51 208017_s_at MCF2 sequence 2e-06 28,6 147,94 0,19

52 222484 s at CXCL14 Chemokine (C-X-C motif) ligand 14 2e-06 583,97 45,69 12,78

53 228307_at EMILIN3 Elastin microfibril interfacer 3 2,2e-06 a7 168,05 0,25

54 213752_at RP1-21018.1 | Kazrin 2,3e-06 90,9 209,82 0,43

55 239782_at RBP1 Retinol binding protein 1, cellular 2,3e-06 9,28 16,36 0,57
Uncharacterized protein

56 235236_at L0C100131897 100100131897 2,8e-06 26,05 158,79 0,16

57 | 29159 at THspza | Mrombospondin, typel, 36-06 19,65 742 0,28

- domain containing 7A ! ! §

B-cell CLL/lymphoma 11A

58 210347 _s_at BCL11A (zinc finger protein) 3,2e-06 25,6 6,5 3,94
Tumor necrosis factor receptor

59 238846_at TNFRSF11A superfamily, member 11a 3,2e-06 84,06 32,03 2,62

60 244694 _at IGLON5 IgLON family member 5 3,9e-06 9,17 34,76 0,26

61 219537_x_at DLL3 Delta-like 3 (Drosophila) 4,1e-06 19,88 77,64 0,26

62 207250_at SIX6 SIX homeobox 6 4,4e-06 50,64 475 10,66
Chromosome 7 open reading y

63 228728 _at (7orf58 frame 58 4,5e-06 440,89 178,44 2,47
Heparan sulfate

64 229714 _at HS6ST3 6-O-sulfotransferase 3 5e-06 20,08 75,06 0,27

65 213285_at TMEM308 Transmembrane protein 308 5,3e-06 14,75 5,08 291
Heparan sulfate

66 232275_s_at HS6ST3 6-O-sulfotransferase 3 5,8e-06 9,76 39,85 0,24

67 224970_at NFIA Nuclear factor I/A 5,9e-06 14381 2560,05 0,56
Guanine nucleotide binding protein ]

68 1555867 _at GNG4 (6 protein) 6,2e-06 56,06 250,53 0,22

69 235591_at SSTR1 Somatostatin receptor 1 6,4e-06 31,36 203,32 0,15

70 218002_s_at (XCL14 Chemokine (C-X-C motif) ligand 14 6,5¢-06 674,45 53,24 12,67

n 201571_s_at DCTD dCMP deaminase 6,7e-06 79,33 36,51 2,17
Fermitin family homolog 1

72 218796_at FERMT1 (Drosophila) 6,7e-06 49,2 241,78 0,2

73 205529_s_at RUNX1T1 Runt-related transcription factor 1 7,1e-06 159,4 469,32 0,34

74 227282_at PCDH19 Protocadherin 19 7,2e-06 136,62 487,79 0,28

75 207705_s_at NINL Ninein-like 7,5e-06 99,2 167,77 0,59

76 1553972_a_at (BS (ystathionine-beta-synthase 7,5¢-06 41,45 82,76 0,5

77 | 212208 at Mepra, | Medatorcomplexsubunit 7,7e-06 12082 200,65 06

182 | Tubela 11. Geny charakieryzujgce gwiazdziaki wlosowatokomdrkowe o odmiennej lokalizacji. Poréwnanie dla dwdch grup (M1/M2 vs M3) (cd.)
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Poziom Natezenie cechy | Natezenie cechy
Lp. Numer sondy Symbol genu Nazwa genu istotnosci w klasie w klasie Krotno$¢ zmian
(p) M1/M2 M3
78 |57588_at sioan3 | Solute carrer family 24 8,5¢-06 116,88 369,33 032
- member 3 g ¢ ! ’

G-protein signaling modulator 2 )

79 205240_at GPSM2 (4GS3-like, C elegans) 8,7e-06 99,14 196,22 0,51
Melanoma associated antigen

80 229160_at MUM1L1 (mutated) ke 1 8,8e-06 13,27 43,05 0,31

81 213601_at SLIT Slit homolog 1 (Drosophila) 9e-06 477,83 105,38 4,53

82 216086_at svac Synaptic vesicle glycoprotein 2C 9,5e-06 11,46 48,72 0,24
Phosphoinositide-3-kinase, y

83 212239_at PIK3R1 regulatory subunit 1 (alpha) 9,6e-06 27548 4694,65 0,59

84 226806_s_at NFIA Nuclear factor I/A 9,8e-06 2554,53 4254,38 0,6
Midkine (neurite growth- )

85 209035_at MDK promoting factor 2) 1,01e-05 125,63 46,6 2,7
Ecto-NOX disulfide-thiol

86 219501_at ENOX1 exchanger 1 1,02e-05 52,53 122,13 0,43
Fermitin family homolog 1 )

87 60474 _at FERMT1 (Drosaphila) 1,03e-05 59,85 281,77 0,21
DAZ interacting protein 3, )

88 207231_at DzIP3 zinc finger 1,07e-05 97,19 158,2 0,61

89 209815_at PTCH1 Patched homolog 1 (Drosophila) 1,07e-05 527,69 1153,95 0,46

90 [242319_at poke | Diacviglycerolkinase 1,11e-05 701 29 028

- gamma 90kDa ! ! ’ ¢

Tabela 11. Geny charakteryzujgce gwiaZdziaki wlosowatokomdrkowe o odmiennej lokalizacji. Porownanie dla dwéch grup (MI/M2 vs M3) (cd.)
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Rys. 17. Grupowanie hierarchiczne w odniesieniu do analizowanych cech radiologiczno-morfologicznych badanych nowotworéw. RI1 — nowotwory
torbielowate z guzkiem przysciennym, w ktdrych wzmocnieniu kontrastowemu ulega tylko guzek przyscienny; R2 — nowotwory torbielowa-
te, w ktdrych wzmocnieniu kontrastowemu ulegajq Sciana torbieli i guzek przyscienny; R3 — nowotwory lite z obecnymi cechami martwicy
centralnej; R4 — nowotwory lite z brakiem lub obecnoscig niewielkiej czesci torbielowatej. 183

AKTUALN NEUROL 2011, 11 (3), p. 135-198




ROZPRAWA HABILITACYJNA

Rys. 18. Analiza w oparciu o skalowanie wielowymiarowe. Brak duzego stopnia roznic pomiedzy nowotworami o zroznicowanych cechach
radiologiczno-morfologicznych. RI — nowotwory torbielowate z guzkiem przysciennym, w ktdrych wzmocnieniu kontrastowemu ulega
tlko guzek przyscienny; R2 — nowotwory torbielowate, w ktdrych wzmocnieniu kontrastowemu ulegajq Sciana torbieli i guzek przyscienny;
R3 — nowotwory lite 7 obecnymi cechami martwicy centralnej; R4 — nowotwory lite 7 brakiem lub obecnosciq niewielkiej czesci torbielowatej
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184 | Rys. 19. Analizowane grupy chorych o odmiennym przebiegu klinicznym choroby réznicowato piec gendw
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Rys. 20. Analiza w oparciu o skalowanie wielowymiarowe nie wykazala mozliwosci grupowania nowotworow o odmiennym przebiegu klinicznym.
P1 - proypadki bez cech progresji klinicznej; P2 — przypadki z cechami progresji klinicznej

rozproszenia nie pozwolit na ich przyporzadkowanie. W anali-
zie opartej na uzyciu testu globalnego powyzsze geny nie uzy-
skaly znamiennoSci statystycznej (p=0,83) (rys. 20).

WALIDACJA UZYSKANYCH WYNIKOW

Potwierdzenie wynikow analiz mikromacierzowych prze-
prowadzono dla wyselekcjonowanych gendw réznicujacych
gwiazdziaki wtosowatokomorkowe o odmiennej lokalizacji.
Do walidacji wybrano nastgpujace geny najlepiej rdznicuja-
ce gwiazdziaki wlosowatokomdrkowe o odmiennej lokalizacji:
CXCL14,LHX2,SIX1, SIX6, IRX2, PAX3, CNTN1. Dla wszyst-
kich wyselekcjonowanych genéw wykazano istotne statystycz-
nie roznice w ekspresji o podobnym wzorze do wartosci uzy-
skanych w wyniku analiz mikromacierzowych (rys. 21, rys. 22).
Dla genoéw PAX3, LHX2, CNCTI i CXCL14 uzyskano wyniki
zbiezne z wynikami uzyskanymi w trakcie badan mikromacie-
rzowych. Geny te najlepiej roznicowaly pomi¢dzy soba nowo-
twory o lokalizacji nadnamiotowej (M1 1 M2) od zmian umiej-
scowionych podnamiotowo (M3). Ponadto dla gendw PAX3,
LHX2 1 CNTNI uzyskano graniczne warto$ci p, przy probie
roznicowania pomigdzy zmianami potozonymi w réznych

obszarach anatomicznych przestrzeni nadnamiotowej, przy
czym w analizach mikromacierzowych przy probie roznico-
wania pomigdzy tymi nowotworami statystycznie istotne war-
tosci uzyskano tylko dla genu CNTNI.

Dla genu IRX2 najwicksze roznice w ekspresji wykazano po-
mi¢dzy nowotworami zlokalizowanymi w obrebie potkul mo-
zgu (M1) i nowotworami zlokalizowanymi podnamiotowo
(M3) oraz w obrebie drog wzrokowych i podwzgorza (M2).
Genem, ktdry wykazat istotne statystycznie odchylenia w eks-
presji umozliwiajace roznicowanie pomigdzy wszystkimi trze-
ma odmiennymi lokalizacjami, byt gen SIXT (tabela 12).

OMOWIENIE

PROFIL EKSPRESJI GENOW W ODNIESIENIU
DO LOKALIZACJI GWIAZDZIAKOW
WEOSOWATOKOMORKOWYCH

Gwiazdziaki wtosowatokomdrkowe wystepujace w popula-
¢ji dzieciecej najezeSeiej rozwijaja sie w przestrzeni podnamio-
towej, w obrebie mozdzku. Drugie pod wzgledem czgstosci wy-
stepowania miejsce to okolica skrzyzowania drog wzrokowych

Wartosé¢ p PAX3 LHX2 CNTNT CXcL14 IRX2 SiX6 Six1

M1 vs M2 0,05 0,05 0,05 0,987 0,0039 0,001 0,016
M1vs M3 0,009 0,0003 0,043 0,0015 0,0006 0,018 0,043
M2 vs M3 0,031 0,0001 0,002 0,0025 0,22 0,059 0,0001

Tabela 12. Wartosci p uzgyskane dla genow poddanych walidacji, roznicujgcych gwiaZdziaki wlosowatokomdrkowe pod wzgledem lokalizacji
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Rys. 21. Znormalizowany poziom ekspresji genow PAX3, LHX2, CNTN1 i CXCL14 najlepiej roznicujgcych gwiaZdziaki wlosowatokomdrkowe

nadnamiotowe i podnamiotowe (wartosci p podane w tabeli 13)

i podwzgorza, nastepnie za$ potkule mézgu. Pomimo rdznej lo-
kalizacji nowotwory te charakteryzuja si¢ podobnym, jesli nie ta-
kim samym, obrazem komdrkowym. W zwigzku z pojawieniem
sie nowych mozliwosci oceny zmian nowotworowych na pozio-
mie molekularnym aktualne stato si¢ pytanie, czy nowotwory o ta-
kiej samej histopatologii, rosnace w innych obszarach anatomicz-
nych mézgowia sq rzeczywiscie biologicznie identyczne.

Dotychczas ukazaty si¢ dwa opracowania dotyczace gwiaZ-
dziakow wlosowatokomoérkowych, w ktorych do wykazania
molekularnych rdznic wykorzystano metody oceny ekspre-
sji genomu. W pierwszym Sharma i wsp. analizowali wyni-
ki badaf mikromacierzowych 41 przypadkow gwiazdziakow
wlosowatokomérkowych o réznym umiejscowieniu. Bada-
na grupa obejmowata guzy w wigkszosci zlokalizowane w ob-
rebie tylnego dotu czaszki (27 przypadkow). Pozostate no-
wotwory pofozone byly nadnamiotowo, w pdtkulach mozgu
(6 przypadkow), w obrebie drog wzrokowych (3 przypadki)
oraz w podwzgorzu (1 przypadek). W swoich analizach ze-
spot uwzglednit takze 3 przypadki nowotworéw pnia mozgu
i jeden przypadek guza rozwijajacego si¢ w komorze boczne;j.

186 | Analiza bioinformatyczna powyzszej grupy pozwolita autorom

na wytypowanie genow, ktorych poziomy ekspresji odroznia-
ty nowotwory umiejscowione w przestrzeni nadnamiotowej od
zmian zlokalizowanych podnamiotowo. Dla pierwszych z nich
charakterystyczna byta ekspresja genow LHX2, NR2E1, SIX3,
TTCY, CASP7 i ZNF140. Druga grupa wyrdzniata si¢ ekspresja
gendw PAX3, IRX2 1 RASSF2. Funkcje znaczacej czgsci wyse-
lekcjonowanych przez zespot genow zwigzane byty odpowied-
nio z procesami rozwojowymi przodomozgowia lub mozdzku.
Aby wyjasni¢ wplyw, jaki na uzyskane wyniki miat wzor ekspre-
sji genOw zwigzany z zajmowang przestrzenia anatomiczna,
dokonano kolejnych poréwnan. Autorzy przeprowadzili mie-
dzy innymi probg grupowania hierarchicznego badanych no-
wotwordw w oparciu o ekspresj¢ wiekszosci znanych genow
zwigzanych z procesami rozwojowymi przodomozgowia lub
mozdzku oraz analizg uwzgledniajaca swoistg ekspresje pra-
widfowych tkanek w roznych obszarach anatomicznych mé-
zgowia. Utworzone w ten sposob profile ekspresji nie wptynely
na grupowanie badanych nowotworow, co przemawia jedno-
znacznie za tym, Ze obserwowane zmiany w poziomach wy-
selekcjonowanych transkryptow nalezy uzna¢ za swoiste dla
okreslonych lokalizacji®.
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Rys. 22. Znormalizowany poziom ekspresji genow IRX2 i SIX6 najlepiej roznicujqcych gwiaZdziaki wiosowatokomdrkowe pdlkul mdzgu od no-
wotworow o innym umiejscowieniu. Gen SIX1 umozliwial réznicowanie pomiedzy wszystkimi trzema lokalizacjami

W kolejnym opracowaniu, uwzglgdniajacym 31 gwiazdziakow
wlosowatokomorkowych, Tchoghandjian i wsp. wykazali zwia-
zek pomigdzy lokalizacjg nowotworu a catkowitym profilem
ekspresji, szczegolnie w przypadku gwiaZdziakow wlosowato-
komorkowych drog wzrokowych. W pracy tej badania w opar-
ciu o profilowanie genomowe wykonano dla 11 przypadkow,
z ktorych 5 byto umiejscowionych wiasnie w okolicy skrzyzo-
wania drog wzrokowych 1 podwzgorza, a 6 pozostatych roz-
wijalo si¢ w przestrzeni podnamiotowe]. Nienadzorowane
grupowanie hierarchiczne badanych nowotworow wykazato
obecnos¢ 474 gen6w roznicujacych gwiazdziaki wlosowatoko-
morkowe rozwijajace si¢ w tych dwoch obszarach anatomicz-
nych. Wiekszos$¢ wyselekcjonowanych gendw byfa zwigzana
z kontrolowaniem przebiegu cyklu komorkowego, apoptozy
oraz z procesami adhezji i migracji komorek, jak réwniez z an-
giogenezg. Reprezentatywng grupe, podobnie jak w opraco-
waniu Sharmy i wsp., stanowily geny zaangazowane w rozwoj
mozgowia, wirdd ktorych szczegblne znaczenie przypisano ge-
nom homeoboksowym LHX2 i SIX6. Nalezy w tym miejscu za-
znaczyC, ze w powyzszym opracowaniu uwzgledniono jeden
przypadek gwiazdziaka pilomyksoidnego drog wzrokowych,
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ktory z racji swojego miejsca w klasyfikacji nowotworow mé-
zgu i gorszego rokowania nie powinien si¢ znalez¢ w grupie
gwiazdziakow wlosowatokomorkowych!®.

Podobnie jak w przypadku wyzej wymienionych publikacji ba-
dania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy wykazaly, ze
profil ekspresji gendw pozwala na roznicowanie pomigdzy no-
wotworami o réznym umiejscowieniu. Na podstawie grupo-
wania hierarchicznego 46 przypadkdw potwierdzono obecno$é
charakterystycznych profili ekspresji genow dla wszystkich
trzech analizowanych obszaréw anatomicznych (p6tkule mo-
zgu, skrzyzowanie drog wzrokowych i podwzgorze, mozdzek
i komora IV). Réznicowanie dotyczyto nie tylko przestrzeni
nad- i podnamiotowej, lecz takze odmiennych lokalizacji w ob-
rebie przestrzeni nadnamiotowej. W niniejszej pracy po raz
pierwszy wykazano odmienno$¢ profili molekularnych gwiaz-
dziakoéw wtosowatokomorkowych zlokalizowanych w potku-
lach mozgu oraz w obrebie skrzyzowania drog wzrokowych
i podwzgorza. Obserwacja ta stanowi przyczynek do rozwazaf
nad heterogennym pochodzeniem tego nowotworu, ktory nie-
zaleznie od lokalizacji prezentuje taki sam obraz histologicz-
ny. Jednocze$nie podobne spostrzezenia sktaniajg do podjecia
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analiz molekularnych tego typu nowotwordw umiejscowionych
w jeszcze innych obszarach mozgowia, ktdre ze wzgledu na
zbyt matg liczebnos¢ nie zostaly uwzglednione w mojej pracy.
Przeprowadzone w ramach realizacji niniejszej pracy badania
reprezentatywnej grupy nowotwordw pozwolily na wyselekcjo-
nowanie grupy genow o znaczaco podwyzszonych poziomach
ekspresji w gwiazdziakach wiosowatokomorkowych rozwijaja-
cych si¢ w obrebie potkul mdzgu, wirdd ktorych nalezy wymie-
ni¢: FOXG1, ARX (ang. aristaless-related homeobox, X-linked),
CXCL14 (ang. chemokine, CXC motif, ligand 14), NEDD4L
(ang. ubiquitin protein ligase NEDD4-like), LICAM (ang. L1
cell adhesion molecule) i LHX2. W prowadzonych dotychczas
analizach mikromacierzowych zwrécono uwage tylko na dwa
z nich: FOXG1 1 LHX2.

Funkcje wyselekcjonowanych tu genow zwigzane sa przede
wszystkim z procesami rozwojowymi mdzgowia i/lub obecno-
$cig komorek prekursorowych w tym obszarze anatomicznym.
Gen FOXG1 koduje czynnik transkrypcyjny posiadajacy funk-
cje represji, odgrywajacy znaczacq rolg zwlaszcza w proce-
sach réznicowania komdrek neuroepitelialnych kresomo-
zgowia w okresie embriogenezy. Analizy in vivo wykazaly, ze
aktywno$¢ genu jest kluczowym elementem odpowiedzialnym
za dojrzewanie obszaréw podkorowych, co prawdopodobnie
ma zwigzek z utrzymywaniem subpopulacji niskozroznicowa-
nych komdrek Cajala-Retziusa. FOXG1 bierze udziat w hamo-
waniu proliferacji komorek poprzez czynniki z rodziny FOXO
na drodze transdukcji sygnafu na szlakach SMAD i PI3/AKT.
W komérkach glioblastoma opisano istotng rolg biatka FOXG1
w utrzymaniu oporno$ci na transformujacy czynnik wzrostu
beta (ang. transforming growth factor beta, TGF-p) 1jego wplyw
na ograniczenie wrazliwosci komorek na sygnaly antyprolifera-
cyjne™1D Na podstawie analiz genu i jego produktu w rdze-
niakach sugerowano, ze jego nadekspresja przyczynia si¢ do
utrzymywania populacji niezrdznicowanych komdrek prekur-
sorowych i jednoczesnie utatwia ich ekspansje. Efekt ten miat-
by by¢ osiagniety, podobnie jak to ma miejsce w glioblastoma,
poprzez represje szlaku sygnafowego TGF-p, ktory wydaje si¢
istotny dla dojrzewania prekursorowych komorek neuronal-
nych. Jednoczesna nadekspresja genu FOXG! i pobudzenie
szlaku PI3/AKT obserwowane w komorkach nowotwordw po-
chodzenia glejowego maja wskazywac na ich zwiagzek z on-
kogeneza tych guzow. Nadekspresje genu, obok zmienionych
poziomdw kilku innych transkryptow, opisano rowniez jako
zmian¢ charakterystyczng dla wyScidtczakow rozwijajacych
si¢ w przestrzeni nadnamiotowe;j 40149,

Nalezy w tym miejscu zauwazy¢, ze w biezacym piSmiennic-
twie istniej rozbieznosci dotyczace wynikow roli genu FOXG 1
w gwiaZdziakach wiosowatokomorkowych. Potter i wsp. od-
notowali znaczaco nizszq jego ekspresje¢ i utrat¢ materiafu ge-
netycznego w obszarze zajmowanym przez promotor genu
w 60% badanych przez siebie 14 przypadkow tego nowotwo-
ru®. Gtownej przyczyny takich rozbieznosci nalezy upatry-
wac, po raz kolejny, w zroznicowaniu klinicznym badanych
grup, co jednocze$nie stanowi problem przy probach po-
rownywania uzyskiwanych wynikow. W analizach cytowa-

188 nego tu zespotu uwzgledniono bowiem jedynie gwiazdziaki

wlosowatokomorkowe zlokalizowane podnamiotowo, ktore
w moich badaniach rowniez wykazywaly szczeg6lnie niskie
poziomy ekspresji genu FOXG 1.

W przekazywaniu sygnafow na szlakach komorkowych odpo-
wiedzialnych za kontrole procesdw proliferacyjnych komorek
OUN z genem FOXGI wspotpracuje kolejny z wyrdznionych
w biezacej analizie — gen NEDD4L (ubiquitin protein ligase
NEDD4-like). Gtowng jego funkcjg jest ograniczanie okre-
su poitrwania biatek SMAD2 i SMAD3, ktore sa czynnikami
transkrypcyjnymi aktywowanymi przez TGF-f bedacy cytoking
o udowodnionym zwigzku z procesami nowotworowymi(4-140,
Rowniez funkcja kolejnych dwdch genow wyselekcjonowanych
w trakcie przeprowadzonych w niniejszej pracy analiz zwia-
zana jest z obecnoScig komorek prekursorowych i ma Scisty
zwigzek z procesami rozwojowymi mozgowia. Gen ARX (aris-
taless-related homeobox, X-linked) nalezy do grupy czynnikow
transkrypcyjnych, ktorych gtéwna rola polega na utrzymaniu
roznych podtypdw neurondw w OUN i regulacji proliferacji
komorek neuroepitelialnych. Ekspresja biatka homeoboksowe-
go ARX zachodzi gtéwnie w okresie embriogenezy i odgrywa
kluczowg role w rozwoju przodomdzgowia, natomiast w doj-
rzalym mdzgowiu pozostaje na niskim poziomie. Z mutacjami
w genie wigze si¢ wystepowanie wad rozwojowych OUN, mig-
dzy innymi rozw0j wodogtowia, lizencefalii i agenezji ciata mo-
dzelowatego, wspdfistniejace z nieprawidtowoSciami zewngtrz-
nych narzadow piciowych i niepetnosprawnoscig intelektualng.
Produkt drugiego genu, L1CAM (L1 cell adhesion molecule),
to glikoproteina, ktorej giowna rola w warunkach fizjologicz-
nych zwigzana jest z migracjq i przezywaniem komorek, w tym
takze komorek prekursorowych. Czasteczka ta, pierwotnie opi-
sana jako molekufa adhezyjna, odgrywa istotng rolg podczas
rozwoju OUN poprzez udziat w procesach transdukcji sygna-
16w, regulacje przylegania komorkowego oraz kontrolg migra-
cji i wzrostu komorek. Mutacje w genie L1 CAM odpowiada-
ja réwniez za wystepowanie wad OUN, w tym wodogtowia
sprzezonego z chromosomem X i agenezji ciata modzelowa-
tego. Dotychczas opisano zwigzek aktywnosci genu z onkoge-
nezg wielu typow nowotwordw, w tym takze ze stopniem zto-
Sliwosci zmiany!44146.147),

Sugestie dotyczace znaczenia wyrdznionych tu gendw dla pro-
cesow kancerogenezy w nowotworach gleju gwiaZdzistego wy-
suni¢to rowniez w odniesieniu do genu CXCL14 (chemokine,
CXC motif, ligand 14). W badaniach prowadzonych na liniach
komdrkowych nowotwordw pochodzenia glejowego opisano
podwyzszone poziomy jego ekspresji w komdrkach podscieli-
ska, co wigzato si¢ z tendencjq do naciekania. Obserwacja taka
sugeruje zwiazek genu z procesami kancerogenezy wybranych
nowotworéw OUN pomimo jego nadal niejasnej roli w warun-
kach fizjologicznych*3149,

Ostatni gen, LHX2, w opracowaniu Sharmy i wsp. znajdo-
wat sig wsrdd genow, ktorych podwyzszona ekspresja identy-
fikowata grup¢ nadnamiotowych gwiazdziakow wiosowatoko-
morkowych. Z kolei u Tchoghandjian i wsp. koekspresja genow
LHX21SIX6 byta obserwowana w nowotworach skrzyzowania
drog wzrokowych®1% Tego typu rozbieznosci fatwo wytlu-
maczy¢ charakterystyka kliniczng nowotwordw stanowiacych
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przedmiot badafi w poszczegolnych opracowaniach. W anali-
zach przedstawionych przez Sharmg i wsp. badaniom podda-
no zbyt heterogenng grupg nowotwordw nadnamiotowych, co
nie pozwolifo na zauwazenie specyficznych zaleznosci pomig-
dzy profilem ekspresji a dokadng lokalizacja guza. Natomiast
Tchoghandjian i wsp. nie uwzglednili w swoim opracowaniu
zmian rozwijajacych si¢ w obrebie potkul mozgu. Uzyskane
przeze mnie wyniki ujawnily zwigzek pomigdzy podwyzszong
ekspresja genu LHX? a lokalizacja nadnamiotowa nowotworu,
przy czym szczegolnie wysokie poziomy ekspresji genu odno-
towano dla nowotowordw umiejscowionych w okolicy skrzyzo-
wania drog wzrokowych i podwzgorza. Podobnie jak w obu cy-
towanych powyzej opracowaniach najnizsze wartosci ekspresji
tego genu dotyczyly zmian rozwijajacych si¢ podnamiotowo.
W badaniach wlasnych gwiazdziaki wiosowatokomérkowe
okolicy skrzyzowania drog wzrokowych i podwzgorza tak-
ze charakteryzowala nadekspresja genow SciSle zwigzanych
z procesami rozwojowymi mozgowia. Nadreprezentowane
byly w tej grupie geny z rodziny homeoboksowych czynnikow
transkrypeyjnych SIX (SIX1, SIX3, SIX6) i wspomniany powy-
zej gen LHX2. Geny te pojawily si¢ wsrdd transkryptéw cha-
rakterystycznych dla gwiazdziakow wtosowatokomorkowych
o roznej lokalizacji w dwoch poprzednich opracowaniach,
w ktorych podjeto prdbe ustalenia zaleznosci pomigdzy profi-
lem ekspresji genow a umiejscowieniem nowotworu. U Sharmy
i wsp. ekspresja genu LHX2 zostala opisana jako zmiana cha-
rakterystyczna dla nowotworéw potozonych nadnamiotowo.
Natomiast wyniki prezentowane przez Tchoghandjian i wsp.,
ktore uwzgledniaty nowotwory skrzyzowania drog wzroko-
wych 1 podwzgorza, wskazaly na Scisty zwiazek gendw LHX2
1.51X6 z ta whasnie lokalizacja. Zdefiniowany w ramach niniej-
szej pracy unikatowy wzor ekspresji gwiazdziakow wlosowato-
komorkowych umiejscowionych w okolicy podwzgorza i drog
wzrokowych mozna zinterpretowac jako zestaw wyselekcjono-
wanych genow specyficznych dla danego obszaru anatomicz-
nego i odpowiedzialnych za rozwoj gwiazdziakow wlosowato-
komorkowych o tym umiejscowieniu.

Gen LHX2 ulega ekspresji przede wszystkim w obrebie pro-
liferujacych komorek przodomézgowia we wezesnych okre-
sach embriogenezy, gdzie dziata jako typowy gen selekcyjny,
ktory jest nieodtacznym elementem regulujacym dojrzewanie
obszarow korowych poprzez wplyw na roznicowanie komo-
rek macierzystych neuroepitelium™>?. Badania prowadzone
na organizmach zwierz¢cych pozwolity wykaza¢ funkcjonal-
ny zwiazek pomi¢dzy genem LHX2 i jednym z gendw z ro-
dziny SIX - SIX3. Geny te, poprzez dziatanie na tym samym
szlaku sygnatowym, biorg udziat w kontroli procesow rozwo-
jowych przodomdzgowia*Y. Produkty gendw z rodziny SIX
zaangazowane s3 ponadto w roznicowanie komorkowe, a tak-
ze w procesy kancerogenezy w wielu schorzeniach nowotwo-
rowych (nowotwory gruczotu piersiowego, piuc, jelita grubego,
watroby, jajnika, uktadu krwiotworczego). W nowotworach po-
chodzenia mezenchymalnego przyczyniajg si¢, poprzez akty-
wacjg czynnika TGF-p, do promocji rozrostu nowotworowego
na drodze pobudzania tranzycji epitelialno-mezenchymalne;,
stymulujg tez powstawanie przerzutow!3139,
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Przeprowadzona w niniejszej pracy proba identyfikacji genow
zwigzanych z umiejscowieniem gwiaZdziaka wiosowatoko-
morkowego w obrebie mozdzku i komory IV pozwolita row-
niez na wytypowanie genéw charakterystycznych dla tej loka-
lizacji. Wsrod wyselekcjonowanych genéw dominowata grupa
homeotycznych czynnikow transkrypeyjnych Iroquois (/RX1,
IRX2, IRX3, IRX5). Wsrdd transkryptow o znamiennie pod-
wyzszonych poziomach ekspresji obecne byly ponadto: PAX3,
RUNXITI, PROMI, CNTN1 i CNTN3.

Geny homeoboksowe z rodziny IRX i gen PAX3 petnig istot-
ne funkcje w procesach rozwojowych, takich jak tworzenie osi
przednio-tylnej i grzbietowo-brzusznej wybranych obszarow
mozgowia, zwlaszcza na wezesnych etapach ksztattowania si¢
cewy nerwowej 3137, Nadekspresja homologicznych gendw
wystepujacych u organizméw nizszych powoduje tworzenie
ektopowych obszaréw tkanki neuralnej i hamuje rdznicowa-
nie neuronow. Geny PAX3, IRX2 1 IRX5 wykazywaly nadmier-
ng ekspresj¢ takze w badaniu przeprowadzonym przez Sharme
1 wsp., w ktorym uwzgledniono 27 przypadkow gwiazdziakow
wiosowatokomdrkowych umiejscowionych podnamiotowo.
Neuronowe biatka adhezyjne kodowane przez CNTNI
1CNTNS3 s3 zaangazowane we wzrost i naprowadzanie neuro-
now, tworzenie sieci neuronowych, a takze przekazywanie sy-
gnatow pomigdzy komorkami. Rol¢ biatek podkreSlano zwlasz-
cza w kontekScie prawidtowej morfogenezy mozdzku, w ktorej
biorg udzial przede wszystkim poprzez regulacje procesow
proliferacyjnych™ 3. Kolejne dwa geny: PROMI 1 RUNXITI
sq 7 kolei zwigzane z obecnoScig komdrek o whasciwoSciach
komorek progenitorowych. Nalezy zwrdci¢ uwagg, ze produkt
genu RUNXITI byt jednym z transkryptow regulatorowych wy-
selekcjonowanych przez zespot Deshmukha i wsp. w oparciu
0 zaproponowang przez ten zespot nowatorska metode anali-
zy sieci transkrypcyjnych!13160),

Niniejsze opracowanie dostarczyto nowych informacji doty-
czacych roznic molekularnych pomigdzy gwiazdziakami wio-
sowatokomdrkowymi o odmiennym umiejscowieniu, uznawa-
nymi dotychczas za biologicznie homogenng grupe (tabela
13). Jest to pierwsze opracowanie, ktdrego efektem jest wy-
selekcjonowanie transkryptow charakterystycznych dla kazdej
z trzech najczestszych przestrzeni anatomicznych zajmowa-
nych przez ten nowotwor, i stanowi dopetnienie dotychcza-
sowej wiedzy dotyczacej biologii gwiazdziakow wlosowa-
tokomorkowych wieku dzieciecego. Poczynione obserwacje
pozwalaja przypuszczad, ze gtownym elementem wplywaja-
cym na genomowa réznorodnos¢ tego nowotworu s3 komor-
ki progenitorowe bedace jego Zrodiem. Komorki prekursoro-
we gwiaZdziaka wlosowatokomorkowego nie zostaty dotad
zdefiniowane, a uzyskiwane wyniki przemawiaja za obecno-
Scig wielu ich rodzajow, bedacych gtownie pochodng okoli-
cy mozgowia, w ktorej doszio do rozwoju nowotworu. Nalezy
w tym miejscu zaznaczy¢, ze podobne obserwacje poczyniono
dotychczas dla grupy nowotworéw wywodzacych si¢ z gleju
wysciotkowego. Obraz histologiczny wyscidtczakdw, podobnie
jak analizowanych tu gwiazdziakow wtosowatokomorkowych,
niezaleznie od zajgtego obszaru jest identyczny. Na tej pod-
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Pétkula mézqu Drogi wzrokowe i podwzgérze Mozdzek i komora IV
Umiejscowienie
nowotworu
. . LHX IRX
Rodzina genéw FOX0 SIX POU
TLR PTEN
Szlak sygnatow PI13/AKT
¥ y MAPK
TGFB
. . miR-486
MicroRNA miR-299-3p miR-324-5p

Tubela 13. Zestawienie charakterystycznych zmian molekularnych zwigzanych z gwiaZdziakami wlosowatokomdrkowymi o réznym umiejscowieniu

Jednak dla wyScidtczakow umiejscowionych nadnamiotowo,
podnamiotowo i tych umiejscowionych w kanale kregowym
wykazano obecno$¢ specyficznych zmian genomowych zwig-
zanych gtownie z zaburzeniami w funkcjonowaniu genow re-
gulujacych dojrzewanie i proliferacje neuralnych komorek
prekurSOrOWyCh(100’142-144’159"1(’1'164).

PROFIL EKSPRESJI GENOW
W ODNIESIENIU DO OBRAZU
RADIOLOGICZNO-MORFOLOGICZNEGO
GWIAZDZIAKOW
WEOSOWATOKOMORKOWYCH

Badania przeprowadzone w trakcie realizacji niniejszej pracy
sq pierwszg tego typu analiza dotyczacg pordwnania obrazu
radiologiczno-morfologicznego gwiazdziakow wiosowatoko-
morkowych z profilem ekspresji genow. Uzyskane wyniki wska-
zywaly na obecnoS$¢ dyskretnych zmian w ekspresji niewielkiej
liczby sond. Zmiany te cechowaly si¢ niska amplitudg zmien-
noSci i granicznymi wartoSciami znamiennosci statystycznej,
co nie pozwolito na identyfikacj¢ wiarygodnych czynnikow mo-
lekularnych zwigzanych z cechami gwiazdziakow wlosowato-
komorkowych stwierdzanymi w badaniach obrazowych.

W biezacym pismiennictwie mozna znaleZ¢ publikacje, w kto-
rych analizowano zwigzek pomiedzy przedoperacyjnym ob-
razem radiologicznym a cechami molekularnymi ocenianymi
na podstawie analizy pobranego Srodoperacyjnie materia-
tu tkankowego w innych nowotworach OUN. Zaleznosci ta-
kie opisywano przede wszystkim dla skapodrzewiakow z utra-
ta materiatu genetycznego na chromosomach 1p i 19q i dla
glioblastoma ze zmianami aktywnoSci genéw TP53 i MGMT.
Obserwacje te dotyczyly zatem nowotwordw posiadajacych
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kliniczny choroby, bedacy miedzy innymi pochodng tempa
wzrostu guza.

Obecnos¢ tego typu zaleznoSci rodzi pytanie, czy i w jakim
stopniu konkretne zmiany genomowe maja wplyw na cechy
radiologiczno-morfologiczne nowotworow.

Dotychczasowe analizy cech radiologicznych gwiazdziakow
wiosowatokomorkowych wskazujg raczej na zwigzek typu
WZrostu nowotworu z zajmowang przestrzenig anatomicz-
ng. Poparciem tego rodzaju zafozen moga by¢ obserwacje po-
twierdzajace czestsze wystepowanie gwiaZdziakow wlosowato-
komorkowych pod postacia zmiany litej w obrebie pnia mozgu
oraz rzadkie wystgpowanie elementow torbielowatych w no-
wotworach zajmujacych okolice skrzyzowania drog wzroko-
WyCh(102'104‘106'108‘165).

Z tego wzgledu, jak rowniez z powodu zaobserwowanych
w niniejszych badaniach znaczacych zmian w ekspresji genow
w odniesieniu do lokalizacji badanych nowotwordw, zaplano-
wang analiz¢ poszerzono o oceng ekspresji genow gwiaZdzia-
kow wiosowatokomorkowych o zroznicowanych cechach ra-
diologicznych zlokalizowanych podnamiotowo. Gléwnym
celem zastosowanego podejscia byto zlikwidowanie potencjal-
nego wplywu lokalizacji guza na jego wzdr ekspresji. W pod-
grupie tej nie zaobserwowano jednak istotnych zmian. Roznice
nie byly takze widoczne po poréwnaniu dwoch grup: nowo-
twordw z przewazajaca czescig torbielowata i tych z przewa-
7ajacy czgseia lita.

Poczynione obserwacje pozwalajg przypuszczac, ze potwier-
dzenie zaleznoSci pomigdzy profilem molekularnym a obra-
zem radiologiczno-morfologicznym w przypadku nowotwordw
o niskim stopniu ztoSliwosci, w oparciu o oceng catosciowe-
go profilu ekspresji gendw, moze okazac si¢ niemozliwe. By¢
moze odpowiednim postgpowaniem i wlaSciwg kontynuacja
tego typu badafi powinna by¢ analiza pordwnawcza kilku
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fragmentow tego samego nowotworu reagujacych roznie na
podanie §rodkow cieniujacych, tak jak to probowano robié
w glioblastoma™. Uzyskane wyniki sg zatem w duzym stop-
niu pochodng braku charakterystycznych zmian molekular-
nych wystepujacych wezesnie w procesie ewolucji nowotwo-
ru i mogacych odciskac pigtno na jego morfologii. Obserwacja
taka nie niepokoi zwlaszcza w Swietle niejednoznacznych wyni-
kow dotyczacych tego typu zaleznoSci obserwowanych w ska-
podrzewiakach czy glioblastoma.

Jednoczesnie nalezy podkresli¢, ze zaobserwowane w niniej-
szej pracy charakterystyczne wzory ekspresji genow zwigzane
z lokalizacjg badanych nowotworéw mogg sugerowac przewa-
zajacy wplyw na ich cechy radiologiczno-morfologiczne wzo-
ru molekularnego komorek bedacych Zrodtem ich pochodze-
nia w poszczegOlnych obszarach anatomicznych.

PROFIL EKSPRESJI GENOW W ODNIESIENIU
DO PRZEBIEGU CHOROBY NOWOTWOROWEJ

Przeprowadzone w ramach realizacji niniejszej pracy analizy
nie wykazaly zaleznoSci pomigdzy catkowitym profilem ekspre-
sji genow a przebiegiem klinicznym choroby u dzieci z gwiaz-
dziakiem wiosowatokomorkowym. Dla gen6w, ktore w anali-
zach przeprowadzonych w oparciu 0 model jednozmiennowy,
uzyskaly graniczng istotno$¢ statystyczna, w analizach z uzy-
ciem testu globalnego nie wykazano znamiennego statystycz-
nie zwiazku z aktywnoScig procesu chorobowego czy tez
obecnoscig nerwiakowlokniakowatosci typu 1. Catkowity pro-
fil ekspresji nie miat rowniez wplywu na stworzenie ewentual-
nych podgrup w grupowaniu hierarchicznym.

Pierwsze skromne informacje dotyczace zwigzku pomiedzy
catkowitym profilem ekspresji gendw a rokowaniem przed-
stawili Rickman i wsp. w oparciu o analiz¢ pordwnawczg
uwzgledniajaca 19 przypadkow gwiazdziaka wiosowatokomor-
kowego, 5 przypadkow gwiazdziaka o II stopniu ztoSliwosci hi-
stologiczneji21 przypadkow glioblastoma. Powotujac si¢ na te
prace, nalezy podkreslic, ze obecnie, gdy zréznicowanie mole-
kularne w obrebie tych samych jednostek histopatologicznych
stafo si¢ oczywiste, unika si¢ wspdlnych analiz tak zfozonych
morfologicznie grup nowotworow OUN®?.

W powyzszej analizie autorzy skupili si¢ przede wszystkim na
identyfikacji genow réznicujacych gwiazdziaki o poszczegol-
nych stopniach zfoSliwosci i wytypowali 167 genow o wyz-
szych poziomach ekspresji w glioblastoma niz w gwiazdzia-
ku wlosowatokomorkowym oraz 193 geny, ktorych ekspresja
byta znamienne nizsza w glioblastoma. W manuskrypcie tym
zawarto takze ciekawg dla niniejszej dyskusji obserwacie suge-
rujaca mozliwos¢ identyfikacji gendw zwigzanych ze ztoSliwg
transformacja gwiazdziaka wlosowatokomdrkowego w oparciu
o profilowanie genomowe. Jeden z uwzglednionych w opraco-
waniu nowotwordw tego typu, w wyniku grupowania hierar-
chicznego, znalazt si¢ w podgrupie z glioblastoma. Przypadek
ten charakteryzowaly wysoka, w porownaniu z pozostaty-
mi gwiazdziakami wtosowatokomdrkowymi, ekspresja genu
i biatka FLN1 oraz obecno$¢ cech morfologicznych typowych
dla gwiazdziakow o wyzszych stopniach ztosliwosci. Zgodnie
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7 sugestig autorow pracy wyttumaczeniem takiej molekularnej
mimikry moze by¢ obecno$¢ wsrod gwiazdziakow wlosowato-
komorkowych nielicznych przypadkow ulegajacych przemia-
nie w kierunku nowotworéw o wyzszych stopniach ziosliwosci.
Jednak pewien ciefi na stuszno$¢ zaproponowanego wniosko-
wania rzuca brak prezentacji danych klinicznych dotyczacych
dalszego przebiegu choroby. Zastanawiajace jest rowniez cat-
kowite pomini¢cie przez autordw obecnosci kilku przypadkow
glioblastoma w obrebie klastra zawierajacego gwiazdziaki wlo-
sowatokomorkowe.

Zmian dotyczacych ekspresji genu FLNI nie odnotowano
wsrdd nowotworéw uwzglednionych w analizach bedacych
celem niniejszej pracy. Nie byly one rowniez przedmiotem
pozostatych opublikowanych dotychczas doniesient opisuja-
cych profil ekspresji gwiazdziakow wlosowatokomorkowych.
Najbardziej prawdopodobne jest, ze przypadek, ktory zwrd-
cit uwage zespotu Davida Rickmana, na podstawie opisanych
cech histopatologicznych i immunoreaktywnosci wobec bial-
ka FLN1 powinien zosta¢ zaliczony do gwiazdziakow o wyz-
szym stopniu zlo§liwosci.

Praca, ktorej wyniki sugerowaly mozliwo$¢ identyfikacji ge-
néw odpowiedzialnych za przebieg kliniczny choroby u dzieci
z gwiaZzdziakami wlosowatokomorkowymi w oparciu o profilo-
wanie genomowe, jest doniesienie Wonga i wsp.®® Opracowa-
nie obejmuje 21 nowotwordw o histologicznie potwierdzonym
fenotypie gwiazdziaka wtosowatokomorkowego, w wickszosci
zlokalizowanych podnamiotowo (19 przypadkow).

Autorzy na podstawie grupowania hierarchicznego wykazali
obecno$¢ dwoch podgrup gwiazdziakow wiosowatokomorko-
wych o odmiennym profilu genetycznym. W jednej z nich zna-
lazly si¢ dwa przypadki zwigzane z progresja procesu chorobo-
wego, do ktorej doszto po niecatkowitej resekeji chirurgicznej
nowotworu. Na tej podstawie zespot zasugerowat zalezno$é
pomiedzy profilem ekspresji wybranych genow a przebie-
giem klinicznym choroby. W grupie o niekorzystnym rokowa-
niu zmiany ekspresji dotyczyly genow: FNI, POSTN, LAMBI,
IL8, MBP, ARHE, COL9A1, LOXL2, CDH5, ESM1, SOCS3,
IGFBP3, PTGS2, CTGF, PLPI i VEGF, ktorych produkty byly
zaangazowane gfownie w procesy zwiazane ze wzrostem i ad-
hezja komorek oraz neoangiogeneza.

Nie mozna wykluczy¢, ze na uzyskane przez Wonga i wsp. wy-
niki miato wplyw uwzglednienie w powyzszej analizie jednego
gwiazdziaka pilomyksoidnego, w ktorym obserwowano cechy
progresji po subtotalnej resekcji. W wyniku grupowania hie-
rarchicznego nowotwor ten zostaf przyporzadkowany do gru-
py nowotwordw charakteryzujacych si¢ tendencjg do obecno-
$ci choroby nawrotowej i miat prawdopodobnie istotny wptyw
na uzyskane wyniki®*®.

W niniejszej pracy nie odnotowano znaczacych odchyleni w eks-
presji genow majacych roznicowa¢ gwiazdziaki wiosowatoko-
morkowe o odmiennym rokowaniu, na ktdre zwrdcili uwage au-
torzy powyzszej pracy. Z kolei na liscie gendw wptywajacych
na zrdznicowanie catkowitego profilu ekspresji znalazt si¢ gen
LOXLI, nalezacy do rodziny genow kodujacych oksydazy lizy-
lowe (ang. lysyl oxidase, LOX), ktdrych przedstawiciel LOXL2
znajdowat si¢ wsrdd genow wyselekcjonowanych przez zespot
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Wonga i wsp. Geny z tej rodziny odgrywaja znaczacq role
w procesach zwigzanych z rozwojem i starzeniem si¢ organi-
zmu. Proenzymy bedace produktami genéw nalezacych do ro-
dziny LOX (LOXL1-LOXL4) wplywaja na aktywno$¢ enzymow
odpowiedzialnych za produkcje i dojrzewanie kolagenu i elasty-
ny, tym samym s zaangazowane w procesy tworzenia macie-
rzy pozakomorkowej i adhezji komorek. LOXLI ulega ekspre-
sji przede wszystkim w tkankach narzadu wzroku (z wyjatkiem
siatkowki), a obecnos¢ polimorfizmow w genie wiaze si¢ z wy-
stepowaniem zespotu eksfoliacji obarczonego podwyzszonym
ryzykiem rozwinigcia si¢ jaskry i/lub zaémy. Ekspresj¢ genu
LOXL2 stwierdza si¢ w wigkszosci tkanek organizmu cztowieka.
Nadmierng ekspresj¢ mRNA genu wykazano réwniez w wielu
guzach litych. Biatku LOXL2 przypisuje si¢ funkcje aktywato-
ra przekazywania sygnatow za poSrednictwem TGF-. W wa-
runkach hipoks;ji ekspresja genu podlega regulacji przez czyn-
nik indukowany hipoksja (ang. hypoxia inducible factor, HIF).
W nowotworach glowy i szyi oraz gruczotu piersiowego opi-
sano zwiazek nadekspresji bialek LOX z gorszym rokowaniem
oraz tendencja do tworzenia ognisk przerzutowych!%6-169,
Zaobserwowane w niniejszym opracowaniu roznice w eks-
presji genu LOXLI dotyczyly gtownie zréznicowania pozio-
mu transkryptu pomiedzy nowotworami umiejscowionymi
w obrebie drog wzrokowych i nowotworami rozwijajacymi si¢
podnamiotowo. Nieznacznie podwyzszong ekspresje mRNA
w gwiaZdziakach wtosowatokomorkowych drog wzrokowych
nalezy zinterpretowac jako fizjologiczna i swoistg ekspresje
genu w tym obszarze anatomicznym.

Kolejne opisane dotychczas potencjalne molekularne marke-
ry rokownicze zwiazane z przebiegiem choroby nowotworowej
u chorych z gwiazdziakiem wlosowatokomorkowym, pomimo
ze byly wyselekcjonowane w oparciu o wyniki badaf mikroma-
cierzowych, nie wykazywaly silnej korelacji z catkowitym pro-
filem ekspresji genow. W doniesieniach Sharmy i wsp. oraz
Rodrigueza i wsp. zasugerowano znaczenie prognostyczne ge-
now MATN2 i ALDHIL . Przedstawione tam wyniki byty efek-
tem analiz ekspresji gendw prowadzonych na tej samej gru-
pie 41 gwiazdziakow wiosowatokomdrkowych wystepujacych
sporadycznie badz w przebiegu NF1, ktorych wyniki dotycza-
ce catkowitego profilu ekspresji przedstawili jako pierwszy Gut-
mann l Wsp.(99,128.1()9)

Gen MATN? zostat wyodrebniony jako transkrypt charak-
teryzujacy si¢ nadmierng ekspresja na podstawie wynikow
uzyskanych w trakcie analizy wykorzystujacej mikromacierz
HGU95A (Affymetrix). Poziomy ekspresji genu w tkankach
nowotworowych poréwnywano z ekspresja genoéw w isto-
cie biatej mozgu oraz prawidfowymi astrocytami pozyskany-
mi komercyjnie281%), Biatko MATN2 wchodzi w sktad rodzi-
ny czterech niekolagenowych bialek zawierajacych domeny
A dla czynnika von Willebranda oraz naskorkowego czynni-
ka wzrostu. Biatkom tym przypisuje si¢ udziat w indukowaniu
patologicznych reakcji immunologicznych i zapalnych zwig-
zanych z wytwarzaniem autoreaktywnych przeciwcial. Maja
one by¢ rowniez zaangazowane we wzrost komorek i kance-
rogenez¢. Matrilina-2 ulega ekspresji juz we wezesnych okre-
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gdzie w wielu tkankach i narzadach jest nieodtacznym sktad-
nikiem macierzy zewnatrzkomdrkowej "1™ W opracowaniu
Sharmy i wsp. podwyzszone poziomy genu i biatka obecne
byly w gwiaZdziakach wtosowatokomorkowych wystepuja-
cych sporadycznie, charakteryzujacych si¢ gorszym przebie-
giem klinicznym oraz w nowotworach nawrotowych. Zmiana
ta nie dotyczyta guzow wystepujacych w przebiegu NF1, nie
miata zwigzku z picig i wiekiem chorych, natomiast czgsciej
byta obserwowana w nowotworach potozonych nadnamioto-
wo. Zmianom ekspresji nie ulegaly inne analizowane przez ze-
spot geny z tej rodziny (MATNI, MATN3). Autorzy podkreslili
takze fakt, ze zmiany dotyczace MATN2 sa charakterystycz-
ne dla tego typu histologicznego nowotworu; odchylen w eks-
presji genu nie stwierdzili bowiem w guzach o wyzszych stop-
niach ztosliwosci (glioblastoma).

Uzyskane w trakcie realizacji niniejszej pracy dane nie potwier-
dzity obecnosci odchylefi w ekspresji genow z rodziny MATN.
Taki wynik moze by¢ efektem zastosowania odmiennych za-
tozen bedacych podstawg zastosowanej analizy statystycznej.
W pracy Sharmy i wsp. ekspresje genow w badanych gwiaz-
dziakach wiosowatokomdrkowych poréwnywano do istoty bia-
tej mozgu i prawidfowych astrocytow, rozumianych jako tkanki
prawidfowe. W prezentowanych tu wynikach analizie porow-
nawczej poddano catkowite profile ekspresji w dwdch grupach
nowotworéw o odmiennym przebiegu klinicznym. Nalezy row-
niez zwrdci¢ uwage na fakt, ze opisywana przez autorow cyto-
wanego tu manuskryptu warto$¢ MATN2 jako molekularnego
czynnika ryzyka nie zostata dotad potwierdzona przez zaden
inny zespot badawczy. Z kolei najbardziej zastanawiajacy jest
fakt, ze w kolejnej publikacji, opisujacej wyniki analizy tej sa-
mej grupy gwiazdziakow wlosowatokomdrkowych, zespot au-
torow, rowniez pod kierownictwem Sharmy i wsp., nie wyka-
zat zwiazku pomie¢dzy profilem ekspresji genow a rokowaniem.
Najwtasciwszym wytlumaczeniem podobnych rozbieznosci
moze by¢ funkcja, jaka tego typu geny petnig w komdrce. Za-
rowno geny z rodziny MATN, jak i opisywane powyzej geny
LOXL koduja biatka bedace sktadnikami macierzy zewnatrz-
komorkowej, ktorej przypisuje si¢ istotng rol¢ w promocji on-
kogenezy. Aktywnos¢ tego typu biatek sprzyja tworzeniu spe-
cyficznej niszy dla komorek nowotworowych, bedac dla nich
7 jednej strony konieczng podpora, z drugiej za$ Zrodtem po-
zytywnych czynnikow indukujacych wzrost i roznicowanie.
Rozbieznosci dotyczace ich aktywnosci sg zatem pochodng
miejsca, jakie owe zmiany, nieposiadajace kluczowych funk-
¢ji onkogennych i/lub supresorowych, zajmuja w onkogene-
zie gwiazdziakow wiosowatokomdrkowych. Zmiany w obrebie
tego rodzaju genow nalezy zatem rozumie jako seri¢ towarzy-
szacych nieswoistych zmian w obrebie genomu, ktdre nie no-
sza znamion alteracji powtarzalnych, mozliwych do wykorzy-
stania w praktyce klinicznej.

Podobny problem dotyczy kolejnego potencjalnego progno-
stycznego markera molekularnego — genu ALDHILI. Przepro-
wadzona przez zespot Rodrigueza i wsp. w oparciu 0 nowszg
wersje macierzy HG U133plus 2.0 (Affymetrix) ponowna ana-
liza grupy chorych opisanych przez Sharme i wsp., wzbogaco-
na o kolejnych sze$¢ przypadkow, nie wykazata znamiennych
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odchylefi na poziomie ekspresji genéw pomiedzy nowotwora-
mi 0 odmiennym rokowaniu ocenionym w oparciu o grupowa-
nie hierarchiczne. Niemniej jednak autorzy na podstawie szcze-
gotowej analizy poziomu transkryptow wyrdznili geny, ktorych
ekspresja byla znaczaco obnizona w podgrupie siedmiu no-
wotwordéw o agresywnym przebiegu klinicznym: ALDHILI,
CDGAP 1 SOXS. Badania przy uzyciu QRT-PCR przeprowa-
dzone na niezaleznej grupie guzow (5 gwiazdziakow wioso-
watokomdrkowych o agresywnym przebiegu, 5 gwiaZdziakow
wlosowatokomdrkowych o typowym przebiegu, 4 przypadki
ksenograftow z glioblastoma) wykazaly jedynie stopniowe ob-
nizanie si¢ ekspresji ALDHILI wraz ze wzrostem ztoSliwosci
guza, bez znamiennych statystycznie roznic pomigdzy gwiaz-
dziakami wtosowatokomorkowymi o odmiennym przebiegu
klinicznym.

ALDHILLI to duze biatko cytozolowe, ktore poprzez wptyw
na przemiany enzymatyczne foliandw i biosyntez¢ puryn zwia-
zane jest z podstawowymi procesami metabolicznymi komor-
ki. Na podstawie poczynionych dotychczas obserwacji opisu-
jacych niskie poziomy biatka w wybranych schorzeniach nie
ustalono jednak, czy jego zmiany iloSciowe sg przyczyng czy
tez skutkiem nadmiernej proliferacji komorek. I chociaz do-
kfadna rola biatka w OUN nie zostata wyjasniona, podkresla-
no jego mozliwy udziat w procesach rozwojowych mézgowia
oraz potencjalng mozliwos¢ jego wykorzystania jako specyficz-
nego markera astrocytow! 417217,

Werod genow wyselekcjonowanych na podstawie oceny cal-
kowitego profilu ekspresji analizowanych w niniejszej pracy
gwiazdziakow wlosowatokomorkowych znalazly sie trzy geny
z rodziny dehydrogenaz aldehydowych [ang. aldehyde dehy-
drogenase (ALDH) gene superfamily]: ALDHIA2, ALDH5AI
1ALDHG6AI. Geny te po poréwnaniu podgrup o odmiennym
przebiegu klinicznym nie osiagnely istotnych statystycznie od-
chylefi w ekspresji. Pierwszy z nich odgrywa znaczacg rolg
w metabolizmie retinoidow na wczesnych etapach embrioge-
nezy. U myszy transgenicznych, pozbawionych prawidiowej
kopii genu, obserwowano skfonno$¢ do nieprawidiowego roz-
woju przodomozgowia, sugerowano takze mozliwy zwiazek
pomiedzy obecnoscig polimorfizméw w genie a wystgpowa-
niem wad cewy nerwowej. Obnizona ekspresja genu, obserwo-
wana w nowotworach gruczofu krokowego, sugeruje jego funk-
cje supresorowg 7176,

Gen ALDH5A! koduje enzym mitochondrialny zaangazowa-
ny w katabolizm kwasu gamma-aminomastowego (GABA).
Obnizone poziomy biatka lub powstajace w wyniku muta-
¢ji jego formy niefunkcjonalne sg przyczyng akumulacji tego
neuroprzekaznika, co jest zwigzane z wyst¢powaniem zabu-
rzefi neurologicznych, takich jak: ataksja, opdZnienie psy-
chomotoryczne i napady padaczkowe!”"!"®. Ostatni ze
wspomnianych genow z rodziny ALDH, ALDH6AI, r6ow-
niez koduje enzym mitochondrialny odpowiedzialny za re-
akcje katalityczne malonianow, a zmiany w jego aktywnosci
wigze si¢ z zaburzeniami rozwojowymi‘'”. Istotne informa-
cje dotycza rowniez genu ALDHIAI, ktorego produkt odpo-
wiada za wewnatrzkomorkowg oksydacje aldehydow. Jego
wysoka aktywnos¢ wykazano w nowotworowych neuralnych
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i hematopoetycznych komorkach macierzystych. Sugeruje si¢
takze rolg genu w transformacji nowotworowej oraz jego
zwigzek z lekooporno$cig %189,

Obecnos¢ wyzej wymienionych gendw wsrdd transkryptow
o zroznicowanej ekspresji w badanych tu gwiazdziakach wto-
sowatokomdrkowych sugeruje konieczno$¢ wzigcia ich pod
uwage takze jako potencjalnie istotnych elementéw biolo-
gii tego nowotworu. Analiza znaczenia zmian molekularnych
w genach uczestniczacych w procesach metabolizmu podsta-
wowego dostarczy by¢ moze nowych informacji dotyczacych
onkogenezy tego nowotworu, jednak mozIliwo$¢ ich wykorzy-
stania w praktyce klinicznej jest watpliwa. W najswiezszym
opracowaniu tego rodzaju Potter i wsp. nie wykazali rdznic
pomiedzy nowotworami o odmiennym rokowaniu, chociaz za-
strzegli, Ze poczyniona przez nich negatywa obserwacja wyma-
ga potwierdzenia na wickszej grupie przypadkow®.

W niniejszej pracy przeprowadzono analiz¢ mikromacierzo-
wa 50 przypadkow gwiazdziakow wiosowatokomorkowych,
z ktorych 5 byto zwigzanych z niekorzystnym przebiegiem kli-
nicznym. Otrzymane wyniki wykluczyty mozliwo$¢ wyrdznie-
nia wiarygodnych molekularnych czynnikow ryzyka dla tego
nowotworu, co prawdopodobnie wigze si¢ z jego generalnie
tagodnym przebiegiem. I jakkolwiek wznowy guza w miejscu
jego pierwotnej lokalizacji si¢ zdarzaja, to jego zfosliwa trans-
formacja jest niezwykle rzadka. Poparciem tego wnioskowa-
nia jest rowniez brak dowod6w na kliniczng uzytecznos¢ opi-
sanych dotychczas molekularnych markerow prognostycznych
(MATN2,ALDHIL]I) i brak powtarzalnosci powyzszych obser-
wacji w kolejnych opracowaniach opierajacych si¢ na analizach
ekspresji genow!!25:100,

WNIOSKI

Wnhioski wynikajace z przeprowadzenia niniejszych badan

przedstawiajg si¢ nastgpujaco:

1. Gwiazdziaki wlosowatokomorkowe zlokalizowane w trzech
analizowanych umiejscowieniach w obregbie mozgowia po-
siadaja charakterystyczny profil ekspresji gendw, mozliwy do
oceny przy uzyciu mikromacierzy o wysokiej gestosci.

2. Roznice w ekspresji genow pomigdzy badanymi nowotwora-
mi sg pochodng ich ztozonego podtoza molekularnego i su-
gerujg zroznicowane pochodzenie komorkowe gwiazdzia-
kow wiosowatokomorkowych.

3. Analizowane cechy radiologiczno-morfologiczne nie wyka-
zuja zwigzku z catkowitym profilem ekspresji genow.

4. W badanej grupie chorych przebieg kliniczny choroby nie
jest zwiazany z catkowitym profilem ekspresji genow i wska-
zuje na trudnoSci w poszukiwaniu molekularnych czynnikow
ryzyka w tym typie nowotwordw w oparciu o metody oceny
ekspresji genow przy uzyciu mikromacierzy.
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