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Streszczenie

Wstep: Nowotwory uktadu nerwowego u dzieci sg drugg, co do czestosci wystgpowania, grupa
nowotworow po biataczkach. Stanowig 20-25% wszystkich nowotworow wieku rozwojowego
1 sg najczgstsza przyczyng zgonu u dzieci i mlodych dorostych. Moga wystepowaé w kazdej
lokalizacji uktadu nerwowego, najczesciej jednak umiejscowione sg podnamiotowo w tylnym
dole czaszki. Glownym problemem terapeutycznym guzow o takiej lokalizacji, szczegdlnie w
przypadku gdy naciek nowotworowy obejmuje pien mozgu, jest ograniczony dostgp W czasie
zabiegu neurochirurgicznego i niepelny zasieg resekcji. Rutynowa analiza histopatologiczna
nie zawsze stanowi obiektywny czynnik prognostyczny, dlatego ciagle poszukuje si¢ lepszych
metod stratyfikacji pacjentow do grup ryzyka oraz opracowywania nowych rozwigzan
terapeutycznych dla pacjentéw nie kwalifikujacych sie¢ do standardowych protokotow.

Do niedawna kryteria rokownicze w guzach mdzgu opieraty si¢ gtéwnie na ocenie zakresu
resekcji guza oraz rozpoznaniu histopatologicznym. W ostatnich latach nastapit gwattowny
rozw0j badan molekularnych guzéw moézgu, co znalazto odzwierciedlenie w nowej klasyfikacji
Swiatowej Organizacji Zdrowia z 2021 roku. Profilowanie genetyczne i epigenetyczne
nowotworow mozgu zmienito ich diagnostyke, wprowadzajac nowe podgrupy molekularne
i zmieniajac nazwy niektorych typow guzow. Jednak wiekszos¢ technik biologii molekularnej,
stosowanych w pracach badawczych, wymaga wysokiej jakosci i integralnosci RNA, co nie jest
mozliwie do uzyskania w przypadku materialu rutynowo utrwalonego w formalinie
i zatopionego w parafinie (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, FFPE), dostgpnego w
pracowniach patomorfologicznych. Dlatego w niniejszej pracy doktorskiej podjeto probe
klasyfikacji guzow mozgu o wysokim stopniu zto§liwosci u dzieci w oparciu o analiz¢ poziomu
ekspresji gendw przy pomocy technologii NanoString, ktéora umozliwia wykorzystanie

zdegradowanego RNA.

Cel pracy: Podstawowym celem pracy doktorskiej byta klasyfikacja molekularna guzow
mozgu o wysokim stopniu ztosliwosci u dzieci. Badania dotyczyly zaprojektowania
I przetestowania sygnatury ekspresyjnej genow markerowych, specyficznych dla
poszczegolnych grup molekularnych w wybranych guzach podnamiotowych. Nowotwory te
charakteryzuja si¢ zla prognoza dla pacjenta, dlatego stanowia duze wyzwanie dla

neuropatologdéw i onkologdéw dzieciecych.

Przedmiotem badan bylo rowniez ustalenie korelacji biologiczno-klinicznych w badanych
nowotworach, poroéwnanie wynikow do danych literaturowych oraz ocena potencjatu

wykorzystania metody analizy nCounter do diagnostyki nowotworéw. Uzupelnieniem badan
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molekularnych byta identyfikacja diagnostycznych biomarkerow immunohistochemicznych

dla wybranych grup molekularnych nowotworow.

Materialy i metody: Do badan molekularnych wykorzystano archiwalne bloczki parafinowe,
udostepnione w Zaktadzie Patomorfologii Instytutu ,,Pomnik — Centrum Zdrowia Dziecka” w
Warszawie. Badaniami obj¢to przypadki z oryginalnym rozpoznaniem histopatologicznym
rdzeniaka (medulloblastoma), wysciotczaka (ependymoma), glejaka o wysokim stopniu
zto$liwosci (high grade glioma, HGG), atypowego nowotworu potworniakowo rabdoidnego
(atypical teratoid rhabdoid tumor, AT/RT), oraz raka splotu naczyniowkowego (choroid plexus
carcinoma CPC). Material zostal wyselekcjonowany wedlug okreslonych kryteriow: wiek
pacjenta ponizej 18 roku zycia, lokalizacja podnamiotowa oraz stopien ztosliwosci
histopatologicznej 3 i 4 wg WHO. Do badan wtaczono rowniez wysScidtczaki o drugim stopniu
ztosliwos$ci, poniewaz kryteria diagnostyczne pomigdzy drugim a trzecim stopniem ztosliwosci
histopatologicznej sa nieprecyzyjne, natomiast stopien zto§liwosci nie ma wigkszego znaczenia

klinicznego.

Wybrano 180 bloczkow, ktére poddane zostaly ocenie histopatologicznej przez dwoch
niezaleznych neuropatologow. W koncowej fazie weryfikacji zaakceptowano 159 probek do
przeprowadzenia izolacji RNA. Do analizy ekspresji gendéw za pomocag systemu analiz
nCounter uzyto 113 probek RNA, ktore pozytywnie przeszty kontrole jakosci i iloSci
otrzymanego RNA.

W celu identyfikacji gené6w markerowych dla poszczeg6lnych nowotworéow dokonano re-
analizy plikow mikromacierzy ekspresyjnych, dostgpnych w bazie danych Gene Expression
Omnibus. Dane wprowadzono do $rodowiska oprogramowania R 1 znormalizowano metoda
MASS, uzywajac do tego biblioteki ,,affy”. Nastepnie wykonano normalizacj¢ kwantylowa
wszystkich prob guzow podnamiotowych. Miarg dobrego kandydata na marker molekularny
byla $rednia warto$¢ wspotczynnika istotnosci (p-value) oraz tzw. $rednia krotno$¢ zmiany
ekspresji genéw (fold). Losowy wybor probek oraz stukrotne powtarzanie testu t-Studenta
miato zapewni¢ wigkszg stabilno§¢ wyboru genow markerowych. Nadzorowane klastrowanie
wykonano przy uzyciu biblioteki ,,squash” ze Srodowiska oprogramowania R. Analize
w $rodowisku oprogramowania R wykonano w ramach wspolpracy z bioinformatykiem

z Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN (dr Bartosz Wojtas).

Nastegpnie przeprowadzono analiz¢ ekspresji genéw markerowych na 113 probkach RNA,

pozyskanych w sumie z 7 typow guzoéw, w tym dwoch typow guzoéw referencyjnych
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CNS HGNET-BCOR i CNS HGNET-MN1. Oceng¢ poziomu ekspresji dokonano przy uzyciu
systemu analiz nCounter w technologii NanoString. Etapy hybrydyzacji, detekcji i skanowania
wykonano zgodnie z instrukcjami producenta w ramach wspotpracy z Centrum Badan
Klinicznych Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. Przy uzyciu oprogramowania nSolver
przeprowadzono normalizacj¢ danych, a nastepnie wykonano hierarchiczng analiz¢ skupien z

zastosowaniem miary odlegtosci euklidesowej i przy uzyciu metody srednich potaczen.

Korelacje biologiczno-kliniczne przeprowadzono za pomocg programow GraphPad Prism 9
i IBM SPSS Statistics 26. Ponadto, wykonano analiz¢ immunohistochemiczng w celu

sprawdzenia obecnos$ci ekspresji biatka ALK i BCOR.

Whyniki: Zidentyfikowano geny markerowe dla 4 grup nowotworéw podnamiotowych
o wysokim stopniu ztosliwosci u dzieci: wyScidlczaka (ependymoma), rdzeniaka
(medulloblastoma), glejakow o wysokim stopniu zto§liwosci (high grade gliomas) oraz
nowych, niedawno opisanych, podtypow guzow neuroepitelialnych - CNS HGNET-BCOR
i CNS HGNET-MNL1. Ponadto przy uzyciu hierarchicznej analizy skupien wyr6zniono
poszczegolne grupy molekularne i potwierdzono uzyteczno$¢ unikalnych ekspresyjnych
sygnatur genowych dla grup PFA i PFB oraz podgrup PFAL i PFA2 wyscidtczaka, grup WNT,
SHH oraz Grupy 3 i Grupy 4 rdzeniaka, a takze nowotworu CNS HGNET-BCOR.

W kolejnym etapie wykonano hierarchiczng analiz¢ skupien dla 91 podnamiotowych guzow
moézgu oraz dwoch guzéw referencyjnych dla CNS HGNET-BCOR i jednego dla CNS
HGNET-MN1. W wyniku analizy, oprocz guzow referencyjnych, zidentyfikowano dwa nowe
przypadki guzoéw wykazujace profil ekspresji genow CNS HGNET-BCOR. Pierwszy guz zostat
pierwotnie rozpoznany jako medulloblastoma, a drugi jako glejak o wysokim stopniu
ztosliwosci. Oba przypadki CNS HGNET-BCOR wykazaly odmienng charakterystyke
kliniczna, w tym wiek w czasie diagnozy, ple¢ pacjenta, lokalizacj¢ guza oraz obecno$¢
wznowy nowotworu. Réznice te mogg wskazywa¢ na kliniczng heterogennos$¢ tego typu
guzow. Nie zidentyfikowano natomiast zadnego nowego guza wykazujacego profil ekspresji
gené6w CNS HGNET-MN1, co moze potwierdza¢ rzadko$¢ wystepowania tego typu

nowotworu w lokalizacji podnamiotowej.

Opierajac si¢ na wynikach analiz ekspresji gendw wykonano barwienia immunohistochemiczne
w celu identyfikacji biatek ALK 1 BCOR, jako potencjalnych biomarkerow
immunohistochemicznych w przypadku medulloblastoma i CNS HGNET-BCOR. Analiza

wykazata obecnos¢ ekspresji biatka ALK w >50% komorek w medulloblastoma grupy
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transkrypcyjnej WNT. Obydwa guzy zaklasyfikowane jako CNS HGNET-BCOR w trakcie
analizy ekspresji genow wykazaty pozytywna ekspresj¢ biatka BCOR w jadrze komoérkowym.

Analiza korelacji biologiczno-klinicznych w ependymoma wykazata, ze znamienne roznice
pomiedzy grupami molekularnymi PFA i PFB dotyczytly wieku w czasie diagnozy (8,3 lata dla
PFB vs. 3,6 lat dla PFA) oraz czasu przezycia pacjentow. W grupie molekularnej PFB wszyscy
pacjenci zyja, w przeciwienstwie do pacjentow z grupy molekularnej PFA (mediana dla
catkowitego przezycia wynosi 78 miesigcy, a dla przezycia wolnego od progresji choroby 44

Mmiesigce).

Analizy krzywych przezycia W grupie pacjentdow z rozpoznaniem medulloblastoma nie
wykazaly znamiennych rdéznic pomigdzy czterema  zidentyfikowanymi  grupami
molekularnymi. Jednakze pacjenci z grupy transkrypcyjnej WNT wyrdzniali si¢ wysoka
przezywalnoscia, ktora siggata do 193 miesigcy od rozpoznania, przy czym w analizowanej
grupie WNT nie zanotowano zgonu ani jednego pacjenta. Ponadto pacjenci z tej grupy
odznaczali si¢ najwyzsza $rednig wieku diagnozy, wynoszaca 12,3 lat, w przeciwienstwie
do pacjentow z grupy SHH, charakteryzujaca si¢ najnizszym wiekiem diagnozy wynoszacym
5,1 lat. Obserwacje te sa zgodne z poprzednio opublikowanymi wynikami analiz klinicznych

dla grup molekularnych medulloblastoma.

Podsumowanie: Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze ustalenie unikalnej sygnatury genow
markerowych dla medulloblastoma, ependymoma, CNS HGNET-BCOR i CNS HGNET-MN1
oraz profilowanie ekspresji RNA z bloczkéw parafinowych za pomoca analizy nCounter jest
uzyteczng technika, pozwalajaca na rozroéznienie grup molekularnych guzéw moézgu u dzieci.
Stosujac ta technike zidentyfikowano poszczegdlne grupy ependymoma i medulloblastoma,
oraz ustalono przynalezno§¢ dwoch nowotworow do grupy CNS HGNET-BCOR. Po
wykonaniu analiz ekspresji gendéw przeprowadzono Kkorelacje biologiczno-kliniczne
i udowodniono, Ze przynalezno$¢ do grupy molekularnej w przypadkach wyscidlczaka koreluje
z czynnikami klinicznymi, w tym z przezyciem pacjentow. Wyniki analiz
immunohistochemicznych wskazuja, ze w przypadku rdzeniaka grupy transkrypcyjnej WNT
potencjalnym markerem diagnostycznym moze by¢ ekspresja biatka ALK, natomiast

w przypadku CNS HGNET-BCOR ekspresja biatka BCOR.
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Abstract

Introduction: Brain tumors in children are the second most common group of tumors after the
leukemias. They represent 20-25% of all pediatric tumors and are still a leading cause of death
in this age group. Central nervous system tumors in children can occur in all anatomical
localization, although the most common is the posterior fossa region. The main therapeutic
problem with tumors localized in the infratentorial region, especially in the case of brainstem
tumors with diffuse growth pattern, are limited access to tumor site and thus inability to perform
complete resection. Routine histopathological analysis is not always an objective prognostic
factor, therefore there is a need for more reliable methods that can successfully stratify patients
to risk groups, as well as for novel therapeutic approaches for patients that don’t meet the

standard criteria for treatment.

Until recently, prognostic criteria in brain tumors were based on extension of surgical resection
of the tumor and histopathological assessment. In recent years there has been remarkable
progress in molecular analysis of brain tumors, which resulted in the actualization of WHO
classification in 2021. Genetic and epigenetic profiling of brain tumors had an impact on
diagnosis, introducing new molecular subgroups and a novel category of tumors. Nevertheless,
most of the molecular biology techniques used in research require a high level quality and
integrity of RNA, which is not obtainable in the case of Formalin-Fixed Paraffin-Embedded
(FFPE) material, routinely used and available in pathomorphological laboratories. Therefore,
this dissertation is focused on an attempt to classify high grade brain tumors in children based
on gene expression analysis performed by NanoString technology that allows working with
degraded RNA.

Objectives: The main objective of this dissertation was a molecular classification of high grade,
infratentorial brain tumors in children. Analyses involved designing and testing of the unique
marker gene signatures, specific for molecular types of selected infratentorial tumors, which
are characterized by poor prognosis for patients, therefore presenting a great challenge for

neuropathologists and pediatric oncologists.

Moreover, the further objectives are establishment of biological and clinical correlations in
analyzed tumors, comparison of the results to current literature data and an assessment of the
utility of nCounter Analysis System for tumor diagnosis. An additional goal was to identify

immunohistochemical markers for selected molecular groups of analyzed brain tumors.
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Material and methods: The material consists of FFPE samples of tumors collected in an
archive of the Pathomorphology Department, The Children’s Memorial Health Institute in
Warsaw. It included tumors with a diagnosis of medulloblastoma, ependymoma, high grade
glioma (HGG), atypical teratoid rhabdoid tumor (AT/RT) and choroid plexus carcinoma (CPC).
Material was selected with the following, specific criteria: <18 years old at diagnosis,
infratentorial localization and 3 or 4 grade according to WHO. In case of ependymoma, grade
2 tumors were added because of recent results indicating that grade 2 and 3 distinction in case
of ependymoma does not bring prognostic value, thus making it impossible to assess its clinical
outcome. Overall, 180 FFPE blocks were chosen for a histopathological examination performed
by two independent neuropathologists. Out of the initial 180 sample blocks, 159 were accepted
for RNA isolation. After passing the quality and quantity control, 113 samples were finally

selected for gene expression analysis by the nCounter Analysis System.

To select new marker candidates for all pediatric brain tumors that were chosen for gene
expression analysis, reanalysis of microarray CEL files from Gene Expression Omnibus was
performed. Files were uploaded to the R environment, normalized with MAS5 method using
the “affy” library. In the next steps, quantile normalization was performed on CEL files
corresponding to infratentorial tumors. Mean p-value and mean fold change from 100 t-tests
were used as measures of good marker candidate. Random selection of samples and repeating
t-test 100 times was done to assure marker selection robustness. Unsupervised as well as
supervised clustering was done using the “squash” R library. Analysis in the R environment
was performed in collaboration with bioinformatician dr Bartosz Wojtas from the Nencki
Institute Of Experimental Biology PAS.

Next, marker gene expression analysis was performed on 113 RNA samples from 7 types of
tumors, including two reference tumors HGNET-BCOR and CNS HGNET-MN1. Gene
expression assessment was performed with the nCounter Analysis System in the NanoString
technology. Hybridization of probes to tumor RNA samples, detection and scanning were
conducted in the Clinical Research Centre, Medical University of Biatystok, Poland, according
to the NanoString Technologies procedures. Normalization of raw data and hierarchical
analysis were executed in the nSolver environment using Euclidean distance and average

linkage.

Biological and clinical correlations were performed using GraphPad Prism 9 and IBM SPSS
Statistics 26. Immunohistochemistry for ALK and BCOR protein expression was also
performed on FFPE slides in selected tumor samples.
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Results: Marker gene candidates were identified for the four groups of infratentorial high grade
tumors: ependymoma, medulloblastoma and high grade glioma, as well as for the newly
discovered neuroepithelial group of tumors, CNS HGNET-BCOR and CNS HGNET-MNL1.
Hierarchical analysis of tumors identified samples based on their molecular groups and
demonstrated the effectiveness of the unique gene signatures for PFA and PFB groups and
PFA1 and PFA2 subgroups in ependymoma, four molecular groups in medulloblastoma —
WNT, SHH, Group 3 and Group 4.

In the next step, hierarchical clustering of 91 infratentorial tumors, as well as two CNS HGNET-
BCOR reference samples and one CNS HGNET-MN1 reference sample, was performed. In
consequence, except the reference samples, two new tumors showed profiles of CNS HGNET-
BCOR gene expression signatures. One tumor was originally diagnosed as medulloblastoma,
and the second one as high grade glioma. Both cases of CNS HGNET-BCORs displayed diverse
clinical characteristics, including age at diagnosis, gender, tumor location and relapse. The
differences may indicate clinical heterogeneity for these types of tumors. By contrast, no CNS
HGNET-MN1 tumor was identified, which suggests a very rare appearance of this type of

tumor in the infratentorial region.

Based on the results of analyses from the previous steps, immunohistochemical staining was
performed for identification of ALK and BCOR protein expression, as potential
immunohistochemical markers for medulloblastoma and CNS HGNET-BCOR. In effect,
analysis showed expression of ALK protein in over 50% of tumor cells in WNT-activated
medulloblastomas. Both tumors classified as CNS HGNET-BCOR type showed nuclear

expression of BCOR protein.

Analysis of biological and clinical correlations of ependymoma cases showed significant
differences between the age of diagnosis in molecular groups (8,3 years for PFB group vs. 3,6
years for PFA) and survival rates of patients. In PFB group all patients are alive, contrary to
PFA group, where median for overall survival is 78 months and median for progression-free

survival is 44 months.

Kaplan-Meier survival analysis in medulloblastoma showed no correlation between molecular
group and survival of patients. However, patients from molecular group WNT had the longest
survival that ranged up to 193 months since diagnosis and there were no deaths in this particular
group of patients. In addition, they had the highest average age at diagnosis (12,3 years), in
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contrast to SHH medulloblastoma patients with the lowest onset of the disease at 5,1 years of

age.

Summary: Results of the dissertation confirm that establishing the unique gene signatures for
medulloblastoma, ependymoma, CNS HGNET-BCOR and CNS-HGNET-MN1 tumors, as
well as RNA expression profiling of FFPE blocks using the nCounter Analysis System, is an
useful technique that allows for identification of molecular groups in pediatric brain tumors.
This approach allowed for ependymoma and medulloblastoma molecular group identification
and detection of two CNS HGNET-BCOR tumors. After accomplishment of gene expression
analysis, biological and clinical correlations were established and the results demonstrated that
in ependymoma patients molecular group correlates with clinical features, including rates of
survival. The results of immunohistochemical analyses imply that in the case of WNT
medulloblastoma, the ALK protein expression may serve as a potential diagnostic marker,
whereas, the BCOR protein expression may serve as a surrogate marker for
CNS HGNET-BCOR tumors.
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Innowacyjnos¢ pracy

Metody multiomiczne (multiomics), do ktorych zalicza si¢ rowniez metody oparte na
technologii NanoString, wyznaczaja nowe trendy badan w onkologii. Coraz czgéciej badania
nad nowotworami przyjmujg forme dlugoletnich analiz, prowadzanych przez wieloosrodkowe
zespoly badawcze. Zastosowanie zaawansowanych technik genomicznych, proteomicznych,
epigenetycznych, czy metabolomicznych wymaga ponoszenia wysokich kosztow. Badacze
winni zatem wykorzystywa¢ ogélnodostepne bazy danych do tworzenia przysztych projektow

badawczych.

W prezentowanych obecnie badaniach wykorzystano unikalny materiat archiwalny Instytutu
,Pomnik — Centrum Zdrowia Dziecka”, przy czym do selekcji gendw markerowych
wykorzystano metody eksploracji danych (data mining) i zaawansowane metody
bioinformatyczne, wykonywane w $rodowisku oprogramowania R. Analiza bioinformatyczna
wykonana zostata w oparciu 0 wyniki mikromacierzy ekspresyjnych, uzyskanych przez inne
grupy badawcze, co umozliwito selekcje kandydatow na geny markerowe. Ogoélnodostepnosc
baz danych, takich jak wspomniana w pracy baza GEO, a takze artykutow naukowych, stanowi

podwaliny rozwoju nowoczesnej nauki, zwlaszcza w przypadku choréb rzadkich u dzieci.

W przedstawianej pracy doktorskiej zastosowano nowg metod¢ analizy ekspresji genow
nCounter w technologii NanoString, ktora umozliwita wykorzystanie materiatu archiwalnego
z bloczkow parafinowych (FFPE). Wykazano przydatno$¢ technologii NanoString
do molekularnej klasyfikacji guzow i identyfikacji grup prognostycznych. Ma to istotne
znaczenie nie tylko badawcze, ale takze moze znalez¢ praktyczne zastosowanie w
neuroonkologii dziecigcej 1 umozliwi¢c wprowadzenie spersonalizowanych protokotow
terapeutycznych. Wykazane w tej pracy sygnatury genowe dla ependymoma, a takze
opublikowane w roku 2020 sygnatury genow dla guzow CNS HGNET-BCOR, jak rowniez
CNS HGNET-MNI1, byly pierwszymi tego rodzaju wynikami na $wiecie. Wobec powyzszego,
metoda NanoString stwarza ogromne mozliwosci prowadzenia badan klinicznych opartych na
biomarkerach molekularnych, ktére moga uzupeli¢ fenotyp histologiczny o czynniki
prognostyczne i/lub predykcyjne i tym samym wptywac na podejmowane decyzje kliniczne.
Uzyskane wyniki potwierdzajace przydatnos¢ metody NanoString mogg stanowi¢ takze wktad
w realizacj¢ przysztych badan w zakresie onkologii wieku rozwojowego, np. analize¢ migsakoéw,

przez co moga by¢ pomocne w ustaleniu nowej klasyfikacji molekularnej tych guzéw.
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1. Wstep

W Polsce kazdego roku diagnozuje si¢ okoto 1200 nowych przypadkéw nowotworow
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) u dzieci, ktére stanowia az 20% wszystkich
nowotworow wieku rozwojowego. W ciagu ostatnich dwoch dekad, pomimo znacznego
postepu w diagnostyce i leczeniu, rokowanie w tej grupie pacjentdw jest nadal niekorzystne.
Leczenie dzieci z nowotworem mozgu musi uwzglednia¢ wrazliwos$¢ rozwijajacego si¢ mozgu
na agresywng terapi¢, w tym powazne, odlegle nastepstwa napromieniania. Dlatego nowe
protokoly terapeutyczne wprowadzaja ograniczone dawki radioterapii i1 wielolekowa
Chemioterapic w celu poprawy bezposrednich wynikéw leczenia i zminimalizowania

niepozadanych efektow dtugoterminowych.

Nowotwory OUN u dzieci moga wystgpowa¢ w kazdej lokalizacji ukladu nerwowego,
najczesciej jednak umiejscowione sg podnamiotowo. Pierwotne guzy tylnego dotu czaszki
stanowig ponad 55% wszystkich nowotworéw OUN wieku rozwojowego. To znaczaca rdznica
w stosunku do o0so6b dorostych, u ktorych wigkszo§¢ pierwotnych nowotworéw modzgu
zlokalizowana jest nadnamiotowo w potkulach, natomiast w przestrzeni podnamiotowej

wystepuja gldwnie przerzuty nowotworow z innych narzadow.

Przedmiotem obecnie przeprowadzonych badan molekularnych byly wybrane podnamiotowe
guzy wieku dziecigcego o wysokim stopniu ztosliwosci, charakteryzujace si¢ zta prognoza
kliniczng 1 duza $miertelno$cia, co stanowi szczegdlne wyzwanie dla neuropatologow

1 onkologow dziecigcych.

Badaniami objeto przypadki z rozpoznaniem rdzeniaka (medulloblastoma), wysciotczaka
(ependymoma), atypowego nowotworu potworniakowo/rabdoidnego (atypical teratoid
rhabdoid tumor, AT/RT), raka splotu naczynidéwkowego (choroid plexus carcinoma, CPC) oraz

glejaka o wysokim stopniu ztosliwosci (high grade glioma, HGG) [1].
1.1. Wysciolczak (ependymoma)

Wyscidtczaki stanowia heterogenna grupe nowotworéw OUN, wystepujaca u pacjentow
w ré6znym wieku. Sg to nowotwory pochodzenia glejowego, wywodzace si¢ z gleju
wysciotkowego, ktory pokrywa Swiatto komor mozgu 1 kanat centralny rdzenia kregowego.
Wystepuja najczesciej u dzieci 1 mlodych dorostych ponizej 20 roku Zycia, znacznie rzadziej
w populacji oséb dorostych. U dzieci sg trzecig, co do czgstoSci wystepowania, grupa

nowotworow neuroepitelialnych OUN 1 stanowig 30% nowotworéw wewnatrzczaszkowych
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ponizej trzeciego roku zycia. Wyscidlczaki wieku dziecigcego najczesciej zlokalizowane sg

wewnatrzczaszkowo (90%), z czego 2/3 wystepuje w tylnym dole czaszki, a 1/3 nadnamiotowo.

1.1.1. Charakterystyka kliniczna ependymoma

Wyscidtczaki podnamiotowe, rozwijajace si¢ w tylnej jamie czaszki, powoduja wzrost
ci$nienia $rodczaszkowego 1 zwigzane z nim objawy, takie jak bol gtowy, nudno$ci i wymioty.
Guzy IV komory sa przyczyng wodoglowia i powodujg szybkie pogorszenie stanu ogdlnego
pacjenta. Natomiast w guzach rdzenia krggowego obserwujemy ostabienie sity mig¢$ni konczyn
lub zaburzenia czucia. U okoto 10% pacjentdéw juz w momencie stawiania rozpoznania
ependymoma stwierdza si¢ rozsiew nowotworu drogg ptynu moézgowo-rdzeniowego i przerzuty

do rdzenia kregowego lub mozgu.

Protokoty terapeutyczne dla pacjentoéw wieku rozwojowego z ependymoma mogg roznic si¢ w
zalezno$ci od osrodka terapeutycznego. Podstawowa formg leczenia u dzieci i 0s6b dorostych
jest zabieg chirurgiczny i uzupeitniajaca radioterapia. Rozleglo$¢ operacji zalezy od wielkosci
guza, jego lokalizacji i wieku pacjenta. Zakres resekcji guza i wiek pacjenta uwazane sg za dwa
podstawowe czynniki prognostyczne. Radykalny zabieg chirurgiczny wigze si¢ z lepszym
catkowitym przezyciem niezaleznie od wieku pacjenta, dlatego waznym etapem leczenia jest
usunigcie jak najwigkszej masy guza. Calkowita resekcja mozliwa jest jednak tylko w 50%
przypadkow [2]. U dzieci, u ktorych przeprowadzono catkowita resekcje guza, 5-letni
wspotczynnik przezycia wynosi 72,7% [3]. Wspotczynnik 5-letniego przezycia obniza si¢
w przypadku cze$ciowej resekcji i wynosi 37,2% [4]. Do niedawna nawrot choroby wigzat si¢
z wysokim odsetkiem $miertelnosci. Obecnie standardowe postepowanie przy wznowie
obejmuje reoperacje i miejscowe napromieniowanie. Stosowanie chemioterapii w przypadku
pacjentéw poddanych catkowitej resekcji 1 radioterapii jest ciagle dyskutowane, jednak
chemioterapia neoadjuwantowa stosowana jest w przypadku pacjentow z nawrotem choroby
1uniemowlat w celu zmniejszenia masy guza przed operacja. W przypadku niemowlat pozwala

to na przeprowadzenie bezpieczniejszego zabiegu chirurgicznego i odroczenie radioterapii.

W odniesieniu do pacjentow z nawrotem choroby prowadzone sa badania kliniczne
efektywnosci nowych lekéw, takich jak Erlotinib i Etopozyd (badanie Kliniczne
nr NCT01032070), Bewacyzumab i Lapatynib (badanie kliniczne nr NCT0088368) oraz
kombinacji réznych strategii terapeutycznych i lekow biologicznych, takich jak AdV-tk,
Valacyclovir (badanie kliniczne nr NCT0063423). Niemniej w ostatnich latach nie

zaobserwowano istotnej poprawy w zakresie rokowania 1 wspdtczynnik umieralnos$ci
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pacjentow pozostaje wysoki. Nadal trwaja wiec poszukiwania bardziej precyzyjnych
czynnikoOw prognostycznych oraz nowych strategii terapeutycznych dla tej grupy pacjentow
[5-7].

1.1.2. Charakterystyka histopatologiczna ependymoma

Cechg charakterystyczng wysciolczaka jest monomorficzne utkanie nowotworowe, ztozone z
komorek przypominajacych komorki wysciotki (Rycina 1). W obrgbie utkania obecne sg
pseudorozetowate uktady okotonaczyniowe komorek nowotworowych - tzw. pseudorozety,
rzadziej prawdziwe rozety wysciotkowe oraz struktury przypominajace kanat centralny rdzenia
kregowego. Kryteria histopatologiczne okreSlajagce drugi trzeci stopien ztosliwoséci sa
nieprecyzyjne i nie dostarczajg najbardziej istotnych dla klinicystow danych prognostycznych.
Ocena stopnia zto$liwosci nie wystarcza do stratyfikacji pacjenta do odpowiedniej grupy
ryzyka i tym samym nie stanowi podstawy do ustalenia planu leczenia. Stad wynika

koniecznos¢ identyfikacji okreslonej grupy molekularnej dla danego rodzaju nowotworu.
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Rycina 1. Obraz histopatologiczny ependymoma. W obrebie monomorficznego utkania nowotworu
widoczne liczne pseudorozety okolonaczyniowe.

1.1.3. Charakterystyka molekularna ependymoma

Pierwsze badania genetyczne ependymoma ujawnily, ze nowotwory te posiadajg rozne
aberracje, z ktorych najczestszg jest monosomia lub translokacja t(1;22)(p22;q11.2) w obrgbie
chromosomu 22 [8, 9]. Natomiast duplikacja dtugiego ramienia chromosomu 1 wystepuje
z najwicksza czestotliwoscig U dzieci i wigze si¢ z gorszym rokowaniem [10]. Przelomem w

charakterystyce biologicznej ependymoma byto zastosowanie nowych metod badawczych,
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ukazujacych rozne profile ekspresji RNA w analizowanych guzach. Wyniki analizy z uzyciem
mikromacierzy pozwolity na podzial ependymoma na 9 grup o odmiennych profilach
molekularnych [11]. Wykazano wtedy, ze guzy wewnatrzczaszkowe, oznaczone umownie
literami od A do I, znaczaco rdéznig si¢ od wysciotczakéw rdzenia kregowego (E, F).
Dodatkowo udokumentowano rézne podloze molekularne nowotworéw nadnamiotowych
(A — D) i podnamiotowych (G — 1). Guzy zlokalizowane w rejonie nadnamiotowym
wykazywaly czgste delecje w obrgbie chromosomu 3, 9 i 22. W przypadku guzow
podnamiotowych w polowie przypadkow stwierdzono brak aberracji chromosomowych
genomu, a w pozostatych przypadkach wykazano delecje w obrebie ramienia 6q w grupie H.
Badania te oparte byly na niewielkiej grupie badawczej (83 guzow), jednak odkrycie
heterogennosci molekularnej wyscidtczakow potwierdzono ponownie rok pozniej na wigkszej
liczbie przypadkow (177 guzoéw) z dwoch osrodkéw badawczych. Praca ta wykazata roznice w
profilach ekspresji genéw nowotworéw podnamiotowych 1 ich korelacji z czynnikami

klinicznymi, takimi jak wiek pacjenta i przebieg choroby [12].

Na podstawie wszystkich uzyskanych wynikéw, w roku 2015 ependymoma podzielono na trzy
podstawowe grupy molekularne, charakteryzujace si¢ roznym profilem ekspresji genow i r6zng
lokalizacja w OUN: wyscidlczaki nadnamiotowe (supratentorial - ST), podnamiotowe
(posterior fossa/infratentorial - PF) i zlokalizowane w kanale krggowym (spinal cord — SP)
[13].

Kolejne badania oparte o analiz¢ profilu metylacji DNA catego genomu w poszczegolnych
guzach, potwierdzity wystepowanie trzech odmiennych grup guzéow o roéznym przebiegu
choroby i rokowaniu [14]. Juz w klasyfikacji WHO z 2016 roku w przypadku ependymoma
zwracano uwage na brak jasnych czynnikow prognostycznych i stratyfikacji pacjentow do grup
ryzyka. Wyrézniono wtedy po raz pierwszy Qrupe wyscidtlczakow nadnamiotowych
z obecnoscig genu fuzyjnego C110rf95-RELA — ependymoma RELA fusion-positive, do ktorej
nalezy wigkszo§¢ wyscidlczakoéw wieku dziecigcego o drugim i trzecim stopniu zto§liwosci

histologiczne;.

W zwigzku z wprowadzaniem danych molekularnych do zintegrowanej diagnostyki
nowotworow OUN, szczegodlnie w odniesieniu do glejakow, zaistniala konieczno$¢ dalszych
badan nad podlozem molekularnym roéwniez w przypadku nowotworow pochodzenia

wyscidtkowego.
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Wedlug najnowszej Kklasyfikacji guzéw uktadu nerwowego WHO CNS2021, wyscidtczaki
nalezy klasyfikowa¢ wedlug lokalizacji anatomicznej oraz zmian molekularnych [1].
Wsrod nowotworéw pochodzenia wyscidtkowego wyrdznimy:
e wysciotczaki nadnamiotowe (supratentorial ependymomas, ST), WHO G2/3, w tym
- Supratentorial ependymoma, ZFTA fusion-positive, (poprzednio znane jako RELA
fusion-positive lub C11orf95 fusion-positive),
- Supratentorial ependymoma, YAP1 fusion-positive,
e wysciotczaki podnamiotowe (posterior fossa ependymoma, PF), WHO G2/3, w tym
- Posterior fossa A,
- Posterior fossa B,
e wysciotczaki rdzenia (spinal ependymoma MYCN-amplified), WHO G2/3,
e wysciotczaki sluzowobrodawkowate (myxopapillary ependymoma), WHO G2,

e podwyscidtczaki (subependymoma), WHO GL1.

Podstawa do rozrdznienia odrgbnych grup wys$ciotczakéw podnamiotowych byta praca
Witt i wsp. opublikowana w 2011 roku [12], ktora przedstawiata profile ekspresji genow i ich
korelacj¢ z czynnikami klinicznymi. Analiza ta pozwolita na wydzielenie dwoch gtéwnych
grup o roznej charakterystyce genetycznej. W obrgbie obu grup wystepuja nowotwory drugiego
I trzeciego stopnia ztosliwosci histologicznej wg WHO.

Grupa A (posterior fossa A, PFA) stanowi wiekszos¢ przypadkow wyscidtczakow
podnamiotowych. Nowotwory te wystepuja najczesciej u dzieci i posiadajg niewiele aberracji
chromosomowych. Charakteryzuja si¢ one ztg prognoza kliniczng, z catkowitym 10-letnim
przezyciem na poziomie 56%. Ependymoma tej grupy najczesciej zlokalizowane sg bocznie w
kacie mostowo-mézdzkowym, co utrudnia ich catkowita resekcje i czesto prowadzi do
wznowy. Pacjenci z wyscidlczakiem grupy PFA stanowig duze wyzwanie dla klinicystow,
a rozpoznanie PFA niesie ze soba wysokie ryzyko nawrotu choroby i zgonu [13]. Najnowsze
doniesienia sugeruja wyodrgbnienie dodatkowych podgrup molekularnych PFA1 i PFA2 w
obrgbie grupy PFA. Ponadto wykazano, ze wysoka ekspresja genu OTX moze by¢ markerem
molekularnym dla kolejnej podgrupy pacjentéw PFA2¢ o bardzo dobrej prognozie [15].

Grupa B (posterior fossa B, PFB) charakteryzuje si¢ obecnoscig licznych zmian
chromosomowych. Rokowanie w tej grupie pacjentow jest bardzo dobre i catkowite 10-letnie
przezycie sigga 90%. Do grupy B naleza przypadki wys$ciodtczakow u dzieci powyzej 3 roku

zycia i U mtodych dorostych. Poniewaz az 50% pacjentdw zostaje wyleczonych po zabiegu
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chirurgicznym, zaleca si¢ modyfikacje¢ protokotu leczniczego i zrezygnowanie z agresywnej
radioterapii, powodujacej powazne efekty uboczne. Wobec powyzszego, identyfikacja
markeréw diagnostycznych dla wymienionych grup nalezy do priorytetowych wyzwan

wspotczesnej onkologii dzieciece;.

Wsrod genow ulegajacych wysokiej ekspresji w dwoch badanych kohortach pacjentow, znalazt
si¢ gen LAMAZ2 dla grupy PFA i gen NELL2 dla grupy PFB [12]. Geny te staty si¢ potencjalnymi
genami markerowymi, umozliwiajgcymi rozréznienie obu grup. W ramach tego samego
badania wykonano barwienia immunohistochemiczne i sprawdzono poziom ekspresji biatek
LAMAZ i NELL2 w preparatach histopatologicznych. Ustalono, ze ocena ekspresji tych biatek
moze zosta¢ wprowadzona jako badanie pomocnicze w identyfikacji grup molekularnych PFA
i PFB. Obecnos¢ markerow LAMA?2 i NELL2 stwierdzono jednak tylko w 80% preparatow
ependymoma, co wskazuje, ze immunoekspresja biatka nie jest markerem wystarczajacym

do postawienia rozpoznania.

Badania oparte na profilowaniu ekspresji lub metylacji DNA nie sg powszechnie dostepne,
dlatego poszukiwane sa nowe, bardziej przydatne markery diagnostyczne i prognostyczne
specyficzne dla poszczegdlnych grup molekularnych, ktore utatwityby stratyfikacje pacjentow
do poszczegdlnych grup ryzyka. Jak wspomniano, klasyfikacja molekularna wysciotczakow
do grupy PFA lub PFB jest istotna ze wzgledu na swoje implikacje kliniczne. Jednak w §wietle
ostatnich doniesien o wystgpowaniu heterogennosci genetycznej w obrebie grupy PFA i PFB
konieczna staje si¢ ich dalsza, szczegbtowa charakterystyka molekularno-kliniczna [16, 17].
Nie wiadomo bowiem, czy identyfikacja dodatkowych podgrup w ramach grup PFA i PFB

bedzie miata znaczenie kliniczne, czy bedzie to wytacznie charakterystyka opisowa.
1.2. Rdzeniak (medulloblastoma)

Rdzeniak jest najczgstszym zlo§liwym nowotworem OUN u dzieci. Nalezy do grupy
nowotworow zarodkowych (embrionalnych) o najwyzszym, czwartym stopniu ztosliwosci
histologicznej wg WHO. Zlokalizowany jest podnamiotowo w tylnym dole czaszki, najczesciej
w komorze IV i robaku mézdzku. Niekiedy rozrasta si¢ w obrebie potkul mézdzku oraz pnia
moézgu i dos$¢ szybko daje rozsiew drogg ptynu mozgowo-rdzeniowego do przestrzeni

podpajeczyndwkowej kanatu kregowego 1 mozgu.

21



Do 2016 roku klasyfikacja medulloblastoma oparta byla wylgcznie na kryteriach
histopatologicznych, jednak w kolejnych aktualizacjach do identyfikacji wprowadzono

klasyfikacj¢ molekularna.

1.2.1. Charakterystyka kliniczna medulloblastoma

Przy stratyfikacji pacjentow do grup ryzyka brane s3 pod uwage kryteria kliniczne
uwzgledniajagce wiek pacjenta, pozostato$¢ guza po resekcji 1 obecnosci przerzutow. Ocena
stopnia zaawansowania choroby i potwierdzenie przerzutdéw mozliwe jest poprzez badanie
ptynu mozgowo-rdzeniowego w skali Changa oraz badanie neuroobrazowe (tomografia
komputerowa — CT, i rezonans magnetyczny — MRI) mozgu i rdzenia krggowego. Do grupy
standardowego ryzyka nalezg pacjenci powyzej trzeciego roku zycia z rozpoznanym podtypem
histologicznym rdzeniaka klasycznego lub desmoplastycznego, u ktérych wykonano catkowita
resekcje guza lub pozostawiono jedynie resztkowa mase tkanki nowotworowej ponizej 1,5cm?,
bez cech rozsiewu nowotworu. Pozostali pacjenci naleza do grupy wysokiego ryzyka

1 wymagaja bardziej agresywnego podejscia terapeutycznego.

Nalezy jednakze podkresli¢, ze zaré6wno charakterystyka kliniczna, jak 1 klasyfikacja
histopatologiczna nie zawsze s3 wystarczajace do zakwalifikowania pacjentow
do poszczegolnych grup ryzyka, co zmusza do poszukiwania dodatkowych markeréw zarowno

prognostycznych, jak i diagnostycznych.

1.2.2. Charakterystyka histopatologiczna medulloblastoma

Rdzeniak jest nowotworem o znacznej heterogennosci morfologicznej. Charakteryzuje si¢
bogatokomorkowym utkaniem, ztozonym z drobnych, niskozréznicowanych komorek,
z obecnoscig rozet neuroblastycznych Homera Wrighta (Rycina 2). Moze wykazywa¢ zmiany
desmoplastyczne, strukture guzkowa, znaczny pleomorfizm jader komorkowych oraz nasilone

cechy anaplazji.
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Wedlug najnowszej klasyfikacji nowotworéw wg WHO CNS2021 wyrdznia si¢ cztery podtypy
histopatologiczne rdzeniaka na podstawie stwierdzanego obrazu morfologicznego [1]:
e rdzeniak klasyczny (classic medulloblastoma),
¢ rdzeniak desmoplastyczny/guzkowy (desmoplastic/nodular medulloblastoma, DNMB),
e rdzeniak z nasilong struktura guzkowa (medulloblastoma with extensive nodularity,
MBEN)
e rdzeniak wielkokomorkowy/anaplastyczny (large cell/anaplastic medulloblastoma,
LCA).
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Rycina 2. Obraz histopatologiczny medulloblastoma. Widoczne liczne rozety neuroblastyczne Homera
Wrighta.

Rozpoznanie ostatniego podtypu wiaze si¢ z gorszym rokowaniem w poréwnaniu

do pozostatych podtypow [18].

1.2.3. Charakterystyka molekularna medulloblastoma

Na poczatku XXI wieku gwattowny postep badan molekularnych umozliwil lepsze poznanie
podtoza molekularnego medulloblastoma. W roku 2002, badania profilowania ekspresji genow
na poziomie RNA, oparte o technik¢ mikromacierzy z uzyciem 5920 gendéw, wskazaly na
powigzanie aktywacji szlaku sygnatowego Sonic Hedgehog (SHH) z podtypem histologicznym
desmoplastic medulloblastoma [19]. W dwdch kolejnych pracach opublikowanych w latach
2006 i 2008 pojawily sie pierwsze proby podziatu medulloblastoma pod wzgledem profilu
ekspresji genéw, wyrdzniajace kilka klastrow, nazwanych wowczas A, B, C, D i E. Badania te

potwierdzity, Ze rdzeniak jest nowotworem o duzej heterogenno$ci molekularnej. Najwigksza
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uwage poswiecono klastrom A i1 B, posiadajagcym najbardziej odmienne w stosunku do siebie
profile ekspresji genow. Klaster A charakteryzowal si¢ aktywacja szlaku sygnatowego
Wingless (Wnt), jak rowniez wystgpowaniem mutacji genu CTNNB1 w ok. 90% guzéw. Klaster
B charakteryzowal si¢ zwigkszong aktywacjg szlaku sygnatowego SHH, kluczowego
w roznicowaniu komoérek embrionalnych w czasie organogenezy i utrzymaniu homeostazy
komorki [20, 21].

W 2011 roku, w oparciu o profilowanie wielogenowe duzej liczby guzéw (>300) przy pomocy
mikromacierzy ekspresyjnych wykazano, ze medulloblastoma sktada si¢ z czterech

podstawowych grup molekularnych: WNT, SHH, Grupy 3 i Grupy 4 [22, 23].

Badanie catego genomu na poziomie DNA przy pomocy analizy polimorfizmu pojedynczych
nukleotydow ujawnito, ze medulloblastoma posiada szereg aberracji chromosomowych, wsrod
ktorych najczeséciej wystepuja delecje 6, 8, 9q, 10q, 11, 16q i 17p oraz dodatkowe kopie 1qi 7.

Potwierdzono rowniez czgsta obecnosé izochromosomu 17q [24].

Dodatkowe badania przeprowadzone na myszach potwierdzity, ze medulloblastoma
SHH-activated wywodzi si¢ z ziarnistych komoérek prekursorowych neuronéw, proliferujacych
we wczesnych etapach formowania mézdzku [25]. Ta sama grupa badawcza wykazata, ze
medulloblastoma grupy transkrypcyjnej WNT wywodzi si¢ z dotu rownolegtobocznego
i okolicy pnia mozgu, z komorek zawierajacych mutacje genu CTNNB1, kodujacego biatko
B-katening. Te odkrycia potwierdzily, ze oba badane podtypy rdzeniaka posiadaja odmienng
charakterystyke pod wzgledem lokalizacji 1 etiopatogenezy.

Wedlug najnowszej klasyfikacji guzéw uktadu nerwowego wg WHO CNS2021 [1] zostaty
okreslone cztery grupy molekularne medulloblastoma o odmiennej charakterystyce klinicznej

1 podtozu genetycznym:

e rdzeniak z grupy transkrypcyjnej WNT (medulloblastoma, WNT-activated),

e rdzeniak z grupy transkrypcyjnej SHH, bez mutacji TP53 (medulloblastoma,
SHH-activated and TP53-wildtype),

e rdzeniak z grupy transkrypcyjnej SHH 2z mutacjg TP53 (medulloblastoma,
SHH-activated and TP53-mutant),

e rdzeniak nie nalezacy do grupy transkrypcyjnej WNT i SHH (medulloblastoma,
non-WNT/non-SHH (dawna Grupa 3 i Grupa 4).

24



Wypracowana dzigki licznym badaniom molekularnym nowa klasyfikacja pozwolita
na polaczenie charakterystyki morfologicznej i podtoza molekularnego rdzeniaka. Przyjete
nazewnictwo zwigzane jest przede wszystkim z nadmierng aktywacja szlakow sygnatowych
Wnt oraz SHH. W zwiazku z brakiem dobrych markeréw diagnostycznych dla guzéw nie
wykazujacych aktywnosci markeréow dla grup transkrypcyjnych WNT i SHH,
uprzednio wydzielone nowotwory Grupy 3 i Grupy 4 [26], zostaly okreslone lacznie
jako non-WNT/non-SHH. Wprowadzenie nowej klasyfikacji medulloblastoma pozwolito
na rozpoczecie badan dotyczacych korelacji pomigdzy grupami molekularnymi i parametrami

klinicznymi w ramach wieloosrodkowych badan klinicznych.

Grupa transkrypcyjna WNT

Aktywacja szlaku sygnalowego Wnt jest niezbedna do prawidlowej embriogenezy. W
warunkach fizjologicznych szlak sygnatowy Wnt aktywowany jest poprzez zwigzanie
czasteczki biatka Wnt do receptora Frizzled. Nastepujaca kaskada sygnalowa powoduje, ze
kompleks degradacyjny nadzorujacy poziom B-kateniny w cytoplazmie komorki staje si¢
nieaktywny. W efekcie zwigksza si¢ poziom aktywnej -kateniny w cytoplazmie i nastepuje
transport tej czasteczki do jadra komorki. Zwigzanie B-kateniny z kompleksami czynnikow
transkrypcyjnych, takich jak TCF/LEF, powoduje aktywacje docelowych genéw szlaku
sygnatowego Wnt, m.in. genu CCND1, czy MYC. Rycina 3 przedstawia uproszczony schemat

szlaku sygnatowego Wnt.
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Rycina 3. Aktywacja szlaku sygnalowego Wnt. Po zwiazaniu czgsteczki biatka Wnt do receptora Frizzled
(1) powstaje kompleks receptorowy Frizzled/LRP6. Rekrutacja bialka Dishevelled (Dvl) powoduje
fosforylacje i aktywacje LRP6 (2), co skutkuje dezaktywacjg kompleksu degradacyjnego, zlozonego z bialek
GSKp, APC, aksyny i CK-1 (3) i zahamowaniem fosforylacji -kateniny. Przez brak aktywnos$ci kompleksu
degradacyjnego wzrasta poziom aktywnej B-kateniny w cytoplazmie (4). Czasteczka B-kateniny ulega
przemieszczeniu do jadra komoérkowego (5), gdzie wigzac sie z czynnikami transkrypcyjnymi TCF/LEF (6),
wplywa na aktywacje transkrypcji szeregu genéw docelowych (7). Czerwonymi gwiazdkami oznaczono
miejsca wystepowania mutacji, wplywajace na nadmierna aktywacje szlaku Wnt w medulloblastoma.

Najczgstsze mutacje w grupie transkrypcyjnej WNT wystepuja w genie CTNNBIL,
zlokalizowanym na chromosomie 3, kodujacym B-katening (>80%), jak rowniez w genach
DDTX3X i TP53. W zwigzku z tym, WNT-activated medulloblastoma identyfikowany jest na
podstawie wykrycia mutacji genu CTNNB1, udokumentowania ekspresji biatka dla -kateniny
w jadrze komorkowym w badaniach immunohistochemicznych lub wykrycia monosomii
chromosomu 6 za pomocg metody MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)
lub FISH (Fluorescence In Situ Hybridization). Dodatkowym markerem diagnostycznym grupy
WNT jest bialko ALK, ktorego obecnos¢ nie zostata wykazana w innych przypadkach

nowotworow podnamiotowych wieku dziecigcego [27].

Grupa transkrypcyjna WNT stanowi najmniej liczng grupe molekularng (~10%) 1 w wiekszosci
przypadkow koreluje z klasycznym podtypem histopatologicznym medulloblastoma [28]. Co

istotne, wykazano, ze pacjenci nalezgcy do grupy WNT posiadajg najwieksze szanse na
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przezycie, siegajace do 90%. Sktonito to do modyfikacji strategii terapeutycznych w przypadku

tej grupy pacjentow.

W odniesieniu do chorych nalezacych do grupy s$redniego ryzyka, z catkowicie usunigtym
guzem bez rozsiewu i przerzutdw, rozwaza si¢ obnizenie dawek radioterapii. Ma to istotne
znaczenie, gdyz radioterapia, oprocz dzialania niszczacego tkank¢ nowotworu, powoduje
szereg efektow ubocznych, szczegoOlnie niekorzystnych w przypadku pacjentéw
pediatrycznych. Naleza do nich zaburzenia funkcji poznawczych, zaburzenia pamigci oraz
udary niedokrwienne, zwigzane z uszkodzeniem naczyn krwiono$nych [29, 30]. Zmniejszenie
dawki radioterapii u pacjentdéw z rozpoznanym rdzeniakiem grupy WNT powinno mieé

pozytywny wplyw na stan ogdlny pacjenta, jego rozwoj intelektualny oraz funkcje kognitywne.
Grupa transkrypcyjna SHH

Okoto 30% przypadkoéw medulloblastoma nalezy do grupy transkrypcyjnej SHH, ktora w
wigkszosci charakteryzuje si¢ wystepowaniem podtypu histopatologicznego DNMB, znacznie
rzadziej podtypu LCA. Rokowanie dla tej grupy pacjentdw jest gorsze niz w przypadku
medulloblastoma grupy WNT i wspolczynnik pigcioletniego catkowitego przezycia wynosi
okoto 70% [31-33]. Diagnoz¢ medulloblastoma SHH-activated mozna postawi¢ na podstawie

obecnosci reakcji immunohistochemicznej przeciwko biatku GAB1 i biatku YAP1 [34].

Szlak sygnalowy SHH odgrywa wazna role w morfogenezie w okresie péznych stadidw
rozwoju embrionalnego. Nadzorowany jest przez klase biatek Hedgehog, ktorych najbardziej
znanym ligandem jest Shh (Sonic Hedgehog). W warunkach braku tego liganda, receptor
Patched reguluje prace biatka Smoothened i szlak sygnalowy pozostaje nicaktywny. Dopiero
przez zwigzanie czgsteczki biatka klasy Hedgehog z receptorem Patched, inhibicja Smoothened
przez Patched ulega zahamowaniu. Powoduje to mozliwo$¢ aktywacji czasteczki SUFU przez
Smoothened. W rezultacie zwigksza si¢ poziom biatka Glil w cytoplazmie, ktore nastepnie
transportowane jest do jadra komodrkowego. Czynnik transkrypcyjny Glil wplywa na
transkrypcje docelowych genéw szlaku sygnatowego SHH, w tym TWIST1, BMI1 czy MYC,
ktore odpowiedzialne sg za kontrole cyklu komorkowego, wzrost i roznicowanie komorek,
a takze regulacje procesow, takich jak apoptoza, angiogeneza czy modyfikacje chromatyny.
Schemat aktywacji szlaku sygnatowego SHH przedstawiono na Rycinie 4. Poniewaz aktywacja
tego szlaku jest potencjalnym celem dla wprowadzenia kompetentnej biologicznie terapii
nowej generacji, zmiany genetyczne w tej grupie guzow sa opisane bardziej szczegotowo

ponizej.
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Rycina 4. Aktywacja szlaku sygnalowego Sonic Hedgehog (SHH). Glikoproteina Sonic Hedgehog (Shh)
wigze si¢ z receptorem Patched (Ptchl) (1) i dezaktywuje bialko Smoothened (Smo) (2). Powoduje to
aktywacje bialka Supressor of Fused (SUFU) (3), ktory jest negatywnym regulatorem szlaku sygnalowego
SHH, oddzialujacym na czynniki transkrypcyjne z rodziny Gli. W rezultacie nastepuje nagromadzenie Glil
w cytoplazmie komdérki (4). Nastepnie Glil jest transportowane do jadra komorkowego (5), gdzie promuje
transkrypcje genow docelowych szlaku sygnalowego SHH (6), w tym genu TWIST1, NANOG czy MYC (7).
Gwiazdkami oznaczono potencjalne miejsca mutacji lub amplifikacji powodujace nadmierng aktywacje
szlaku sygnalowego SHH w medulloblastoma.

Do gendw ulegajacych mutacjom w grupie molekularnej SHH zalicza si¢ PTCH1, SMO, SUFU,
bedace sktadowymi szlaku sygnatowego Sonic Hedgehog, jednak udzial poszczegdlnych
komponentow w aktywacji szlaku SHH zalezny jest od wieku pacjenta i obecnosci mutacji
TP53. Amplifikacja genow, takich jak GLI1, GLI2 czy N-MYC roéwniez powoduje rozwoj
medulloblastoma [35]. W przypadku niemowlat najczeSciej obserwuje si¢ mutacje germinalne
genu PTCH1, wystepujace w dziedzicznym zespole Gorlina, jak rowniez genu SUFU. Pacjenci
w grupie wiekowej 3-16 lat najczeSciej sa nosicielami mutacji somatycznej PTCH1 oraz
czasami mutacji germinalnej lub somatycznej genu supresorowego TP53, wyst¢pujacej w
dziedzicznym zespole Li-Fraumeni [36]. Dlatego dla pacjentdéw z rozpoznaniem rdzeniaka
z grupy transkrypcyjnej SHH rekomendowane jest wykonanie badan genetycznych w celu
ewentualnego  wykrycia zespolow  genetycznych, takich jak zespét  Gorlina,

czy zespo6t Li-Fraumeni.
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Okazalo sie¢, ze obecnos¢ mutacji w genie TP53 ma roéwniez bardzo istotne znaczenie klinicznie
w przypadku rdzeniaka grupy transkrypcyjnej SHH, poniewaz wigze si¢ ze ztym rokowaniem.
Badania przeprowadzone na liniach komoérkowych ztosliwego glejaka dowodza, ze obecnos¢
mutacji TP53 wptywa na wrazliwos¢ komorek na radioterapi¢ [37] oraz mniejszg wrazliwos¢
na chemioterapie [38]. Dlatego tez, klasyfikacia WHO CNS2021 dzieli medulloblastoma
z grupy transkrypcyjnej SHH na TP53-mutant i TP53-wildtype, ktore charakteryzuja si¢
odmienng prognoza. Medulloblastoma z grupy SHH, bez obecnosci mutacji w genie TP53
odznacza si¢ dobrg prognozg i wystepuje u dorostych i dzieci ponizej trzeciego roku zycia.
W wigkszosci przypadkoéw do grupy tej nalezg rdzeniaki o histologii DNMB, wykazujace takie
zmiany genetyczne jak delecje¢ genu PTCH1, mutacj¢ SUFU, SMO, DD3X czy KMT2D,
amplifikacje genow MYCN i MYCL oraz utrate dtugiego ramienia chromosomu 10. Odwrotnie
jest w przypadku guzéw medulloblastoma z grupy SHH i obecnoscig mutacji w genie TP53,
ktore mimo rzadko$ci wystepowania (20% przypadkow medulloblastoma grupy SHH)
stanowia grupe o niewielkiej szansie na wyleczenie. Aktywacja szlaku SHH w tej grupie

pacjentdéw moze by¢ spowodowana amplifikacjg genéw GLI2 lub SHH.

W zwigzku z powyzszym, U pacjentow z medulloblastoma transkrypcyjnej SHH zastosowano
lek biologiczny Vismodegib, ktory wczesniej zostat zaakceptowany w terapii zaawansowanego
raka podstawnokomorkowego i jego przerzutow [39]. Czasteczka leku wigze si¢ z biatkiem
transbtonowym Smoothened i tym samym blokuje przewodnictwo sygnatowe w szlaku SHH.
Jej efektywnos$¢ wykazano rowniez w przypadkach wznowy medulloblastoma, co stanowito
podstawe badan klinicznych, w tym badan z udziatem pacjentow pediatrycznych i1 dorostych
z nawracajgcymi i opornymi na terapi¢ medulloblastoma SHH-activated (badanie kliniczne
nr NCT01239316). Ustalono, ze inhibitor Smo wplywa pozytywnie na dtugos¢ przezycia
wolnego od progresji choroby u dorostych z opornym i nawracajacym medulloblastoma grupy
SHH. Korelacji takiej nie wykazano w przypadku pacjentow w grupie pediatrycznej ze wzgledu
na matlg liczb¢ przypadkow i niedostepnos¢ materiatu do analiz molekularnych [40]. Zaleca si¢
dalszg obserwacj¢ tej grupy pacjentow i monitorowanie efektow ubocznych stosowania
Vismodegibu, poniewaz istnieja dowody na negatywne dzialanie czasteczek inhibitorow
Smoothened na rozwdj uktadu kostnego [41]. Roznice w efektywnosci tej czasteczki, jak
rowniez jej potencjalnie negatywne skutki uboczne, powoduja konieczno$¢ dalszych

poszukiwan zwigzkéw o wysokim potencjale terapeutycznym w guzach wieku dziecigcego.

Innymi potencjalnymi lekami sg inhibitory bialek BET (bromodomain and extra-terminal
domain), takie jak JQI. Biatka BET, w tym BRD4, wptywaja na szlak sygnatowy SHH
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regulujgc transkrypcje czynnikow GLI1 1 GLI2, co moze by¢ wykorzystane w przypadku
pacjentdow nabywajacych opornosci na antagonistow Smo [42]. Jednakze, nie zostaly one
jeszcze przebadane w grupie transkrypcyjnej SHH medulloblastoma. Przyszite badania
kliniczne powinny skupi¢ si¢ na sprawdzeniu toksycznos$ci leku JQ1 1 innych inhibitoréw biatek
BET, zwlaszcza w $wietle wynikow doswiadczen przeprowadzanych na myszach

chimerycznych i rybach Danio rerio [42, 43].
Grupa 3 (Medulloblastoma, non-WNT/non-SHH)

Grupa 3 medulloblastoma stanowi okoto 25% wszystkich przypadkéw rdzeniaka u dzieci, przy
czym czgsciej wystepuje u chtopcow. Nowotwory tej grupy prezentujg w wigkszosci klasyczny
podtyp histopatologiczny, rzadziej podtyp LCA. Polowa pacjentow w momencie postawienia
diagnozy posiada juz ogniska przerzutow [44], dlatego tez Grupe 3 charakteryzuje najgorsza
prognoza (przezywalno$¢ pacjentow na poziomie 39%-58%) w pordwnaniu z innymi grupami
molekularnymi medulloblastoma [45]. Przypuszcza si¢, ze medulloblastoma Grupy 3 powstaje
z komorek progenitorowych warstwy okotokomorowej, badz z komodrek dolu
réwnoleglobocznego. Amplifikacja onkogenu MYC, wystepujaca u okoto 17% pacjentow tej
grupy, jest ztym markerem prognostycznym i wigze si¢ z czestym wystepowaniem przerzutow.
Wsrdéd innych zmian genetycznych wystepuje zwigkszona ekspresja genu GABRAD,
amplifikacja genu OTX2 i mutacja SMARCA4.

Ponadto w Grupie 3 medulloblastoma wystepuja aberracje chromosomowe, dotyczace
chromosomow 7, 16, 10, 1, 8, 18 i 12. Obecno$¢ izochromosomu 17q oraz wystgpujaca
jednoczes$nie amplifikacja MYC stanowia markery ztej prognozy, z pigcioletnim catkowitym
przezyciem wynoszacym zaledwie 20% [46]. Wsrod aktualnie prowadzonych badan na uwagge
zastuguje uzycie inhibitorow bialka BRD4, zaangazowanego W proces nowotworzenia w
rdzeniakach z amplifikacja MYC. Jednym z badanych inhibitorow jest JQ1, ktory wykazal
swoja efektywnos¢ w hamowaniu wzrostu linii komorkowej medulloblastoma w warunkach
in vitro. Okazato si¢, ze inhibitor JQI hamuje rowniez proliferacj¢ guza in vivo [47].
Poszukiwane sg takze inne regulatory procesu nowotworzenia W tej grupie molekularnej, w tym
szlaki sygnatowe odpowiadajace za powstawanie przerzutow. Jednym ze szlakow sygnatowych
zaangazowanych w tworzenie przerzutow w przypadku nowotworow Grupy 3 jest szlak
NOTCH1, ktorego aktywacja odpowiada za uruchomienie angiogenezy oraz tzw. przejscia
nablonkowo-mezenchymalnego (epithelial-mesenchymal transition, EMT) - procesu,
w ktorym komorka, stajac si¢ komorka mezenchymalng, zyskuje zdolno$¢ do migracji

1 inwazyjno$ci. Wykazano, ze tworzenie przerzutow W Grupie 3 medulloblastoma zwigzane
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jest z aktywacja czgsteczki BMII, ktorej mediatorem jest TWIST1 — element szlaku
sygnatowego NOTCHI1. Zatem inhibicja sktadowych szlaku NOTCH1 moze by¢ potencjalnie
skuteczna w hamowaniu tworzenia przerzutow w Grupie 3 medulloblastoma. Jedng
z potencjalnych czasteczek, inhibitorow szlaku sygnatowego NOTCHI, jest przeciwciato
anty-NRR1, blokujace receptor NOTCH1. Uzycie tej czasteczki u myszy z guzami Grupy 3
medulloblastoma powodowato zmniejszenie iloéci przerzutdéw w rdzeniu kregowym i wptyneto

na dhuzszy czas przezycia wolnego od progresji u tych zwierzat (PFS) [48].
Grupa 4 (Medulloblastoma, non-WNT/non-SHH)

Guzy nalezace do Grupy 4 wystepuja czesciej u piei meskiej (3:1) 1 charakteryzujg si¢
wystegpowaniem klasycznego podtypu histologicznego. Rokowanie dla pacjentow Grupy 4
okresla sie jako $rednie, badz zte w przypadku dzieci ponizej 3 roku zycia nie otrzymujacych
radioterapii. Okoto 30-40% pacjentow posiada przerzuty stwierdzone juz w momencie
rozpoznania. Pomimo, ze Grupa 4 stanowi najliczniejsze grono pacjentow, niewiele wiadomo
na temat jej podtoza molekularnego gdyz dotychczas nie znaleziono onkogenu lub genu
supresorowego, specyficznego dla tej grupy. W Grupie 4 wystepuje rowniez izochromosom
17q, jednakze w przeciwienstwie do Grupy 3, nie stanowi on niekorzystnego czynnika
prognostycznego. W ostatnich latach pojawity si¢ doniesienia o wystepowaniu amplifikacji
MYCN, CDKG®6 oraz duplikacji SNCAIP, co moze by¢ wskazowka do rozpoczgcia badan nad ich
udziatem w procesie nowotworowym tej grupy guzow. Korzystnym czynnikiem
prognostycznym w Grupie 4 jest obecnos¢ delecji chromosomu 11 i dodatkowej kopii
chromosomu 17 [49].

Dotychczasowe wyniki badan, poréwnujace grupy molekularne medulloblastoma, wskazuja na
pewne podobienstwo Grupy 3 i Grupy 4 1 ich wyrazng odmienno$¢ od grup transkrypcyjnych
WNT i SHH. Stad tez, od 2012, probuje si¢ znalez¢ najwazniejsze rdznice oraz zidentyfikowac
markery prognostyczne i diagnostyczne. Sugeruje si¢ rowniez wystgpowanie grupy
przejsciowej miedzy Grupag 3 i Grupg 4, umownie nazwanej Grupg 3/4 [50]. Ponadto najnowsze
badania DNA w oparciu o profilowanie metylacji genomu ujawnity wysoka heterogennos¢
molekularng takze w ramach Grupy 3 i Grupy 4, wykazujac obecnos¢ az 8 kolejnych podtypow
molekularnych [51].

Podsumowujac, medulloblastoma jest pierwszym nowotworem mozgu u dzieci, w ktorym
badania molekularne ujawnily tak znaczng heterogenno$¢ molekularng. Obecnie rozpoznanie

neuropatologiczne powinno uwzglednia¢ profil molekularny guza, co ma istotne znaczenie
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kliniczne i konsekwencje terapeutyczne. Metody oparte o wielogenowe profilowanie na
poziomie ekspresji lub metylacji DNA sa na og6t niedostgpne w wigkszosci laboratoriow
diagnostycznych, dlatego konieczne jest wprowadzenie nowych technik przydatnych dla

rutynowej diagnostyki molekularnej guzow mézgu.
1.3. Inne nowotwory embrionalne

Klasyfikacja nowotworéow zarodkowych wg WHO w kolejnych aktualizacjach przeszta
znaczacg modyfikacje, zwigzang z wlaczeniem informacji genetycznej do diagnostyki

neuropatologicznej.

Wedlug najnowszej klasyfikacji WHO CNS2021 do grupy tzw. innych nowotworow

embrionalnych zaliczono:

e atypowy nowotwor potworniakowy/rabdoidny (atypical teratoid/rhabdoid tumor, AT/RT),

e nowotwor embrionalny z wielowarstwowymi rozetami (embryonal tumor with multilayered
rosettes, ETMR),

e nowotwor OUN z tandemows duplikacjg BCOR (CNS tumor with BCOR internal tandem
duplication),

e nowotwor embrionalny NOS (embryonal tumor NOS, not otherwise specified).

1.3.1. Atypowy nowotwor potworniakowy/rabdoidny, AT/RT

Atypowy nowotwor potworniakowy/rabdoidny jest ztos§liwym nowotworem z grupy guzow
zarodkowych OUN, diagnozowanym najczeSciej u dzieci ponizej trzeciego roku zycia.
W obrazie histopatologicznym dominujg niskozréznicowane komorki, ktore w badaniach
histopatologicznych i immunohistochemicznych wykazuja cechy wielokierunkowego

réznicowania wzdtuz linii neuroektodermalnej, nablonkowej 1 mezenchymalne;.

Diagnoza AT/RT wymaga wykazania inaktywacji genu SMARCBL, rzadziej genu SMARCAA4.
Produktami obu genow sa sktadowe kompleksu SWI/SNF, remodelujacego chromatyng.
Zmiana funkcji genu SMARCB1 objawia si¢ brakiem ekspresji jadrowego biatka INI1, a genu
SMARCAA4 brakiem ekspresji jadrowego biatka BRG1, ktore potwierdza si¢ badaniami
immunohistochemicznymi [52]. Podobnie, jak w przypadku medulloblastoma, klasyfikacja na
podstawie obrazu histopatologicznego ma niewielkie znaczenie prognostyczne, dlatego

rozpoznanie AT/RT nalezy potwierdzi¢ badaniami molekularnymi.
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W oparciu o0 analize mikromacierzy ekspresyjnych i profilu metylacji genéw zaobserwowano
heterogenno$¢ molekularng AT/RT. Dwa niezalezne badania, opublikowane w niewielkim
odstepie czasu wykazaly, ze AT/RT mozna podzieli¢ na trzy grupy: AT/RT-SHH, AT/RT-TYR
i AT/RT-MYC [53] wyodrebnione w pierwszym badaniu i grupy 1, 2A i 2B zidentyfikowane
w drugim badaniu [54]. W przestrzeni podnamiotowej najczesciej zlokalizowane sg nowotwory
grupy AT/RT-TYR. Wyniki analiz Torchia i wsp. [51] wskazuja, ze grupa 2A AT/RT
najczesciej wystepuje w lokalizacji podnamiotowej. Ze wzgledu na to, ze AT/RT jest rzadkim
nowotworem, dalsza identyfikacja poszczegélnych grup molekularnych jest konieczna dla

przeprowadzenia korelacji biologiczno-klinicznych w tym rodzaju guza.

1.3.2. Nowotwory embrionalne NOS

Oprocz wyraznie okreslonych kategorii, istniejg rowniez przypadki nowotworow
embrionalnych, ktére ze wzgledu na brak informacji diagnostycznych, histologicznych badz
molekularnych nie moga zosta¢ zakwalifikowane do zadnej z powyzszych grup guzow

i oznaczane sg jako ,,nieokreslone inaczej” (not otherwise specified - NOS).

1.3.3. Prymitywny nowotwoér neuroektodermalny (primitive neuroectodermal tumor,
PNET) — zmiana leksykonu diagnostycznego i zidentyfikowanie nowych
podtypéw molekularnych rzadkich nowotworow osrodkowego ukladu

Nerwowego.

Wedlug wezesniejszych koncepcji, termin PNET uzywano do okreslenia niskozroznicowanych
nowotworow zar6wno w obrgbie OUN, jak i poza uktadem nerwowym (np. migsak Ewinga,
obwodowy PNET). W o$rodkowym ukladzie nerwowym, nowotwory o obrazie
morfologicznym medulloblastoma, zlokalizowane w poétkulach mézgu, rozpoznawane byly
jako tzw. nadnamiotowy PNET (supratentorial PNET). Wedtug klasyfikacji WHO 2007,
termin CNS PNET obejmowal podgrupe nowotworéow zarodkowych, do ktérej nalezat
nabtoniak rdzeniakowy (medulloepithelioma), nerwiak zarodkowy (neuroblastoma), nerwiak
zwojowokomorkowy zarodkowy (ganglioneuroblastoma) i wyscidtczak zarodkowy
(ependymoblastoma). Wszystkie te nowotwory posiadaly najwyzszy, czwarty stopien
ztosliwosci histopatologicznej i charakteryzowaty si¢ komorkami neuroepitelialnymi o niskim
stopniu zréznicowania i wysokim indeksie proliferacyjnym. Czesto w diagnostyce roéznicowe;j
PNET brano pod uwage ependymoma lub AT/RT [55].
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W roku 2016 ukazata si¢ wieloosrodkowa praca potwierdzajaca hipoteze, ze nowotwory
z grupy PNET stanowia grupe guzoéw 0 niespdjnym obrazie histopatologicznym i klinicznym.
Badanie przeprowadzono w oparciu o profilowanie metylacji genéw na 211 przypadkach
réznych nowotworéw OUN, stanowigcych probki referencyjne i 323 przypadkach
nowotworow, zdiagnozowanych wowczas jako PNET. Przy pomocy hierarchicznej analizy
skupien wykazano, ze az 196 sposrod 323 przypadkow PNET zgrupowato si¢ z probkami
innych nowotworow referencyjnych. Najwigcej przypadkow zidentyfikowano jako glejaki
o wysokim stopniu ztosliwosci (27%), ETMR (11%), rzadziej wysciotczaki (5%), AT/RT (4%),
rdzeniaki (3%), glejaki linii srodkowej K27M (3%), szyszyniaki (2%), migsaki Ewinga (2%),
CPC (1%), zottakogwiazdziaki pleomorficzne (<1%) i oponiaki (<1%). Co istotne,
wyodrebniono cztery nowe rodzaje guzow: CNS EFT-CIC (CNS Ewing sarcoma family tumor
with CIC alteration), CNS NB-FOXR2 (CNS neuroblastoma with FOXR2 activation), jak
rowniez CNS HGNET-BCOR (CNS high-grade neuroepithelial tumor with BCOR alteration)
i CNS HGNET-MN1 (CNS high-grade neuroepithelial tumor with MN1 alteration) [56].

Guzy CNS EFT-CIC i CNS NB-FOXR2 zlokalizowane sa nadnamiotowo, a CNS HGNET-
BCOR i CNS HGNET-MNI1 wystepuja zarowno nadnamiotowo, jak i w tylnym dole czaszki.
Nazwa wiasna nowych nowotworow pochodzi od zidentyfikowanych zmian genetycznych,

specyficznych dla poszczegodlnych guzow.

| tak, w przypadku guzow CNS EFT-CIC zmiany wystepuja w genie CIC, zlokalizowanym na
chromosomie 19. Charakterystyczng zmiang jest fuzja genu CIC z genem NUTMLI,
zlokalizowanym na chromosomie 15, oraz delecje z przesunigeciem ramki odczytu w genie CIC.
Wystepowanie tych nieprawidlowosci mozna potwierdzi¢c przy uzyciu metody
Break Apart FISH [56].

Guzy grupy CNS NB-FOXR2 charakteryzuja si¢ podwyzszong ekspresja genu FOXR2,
zlokalizowanego na chromosomie X, w stosunku do innych nowotworéw OUN. Wynika to
z obecnosci duplikacji sekwencji nukleotydowych kodujacych FOXR2 i fuzji FOXR2 z r6znymi
genami, w tym LINC00486, TM7SF3 czy FRMD4A [57].

Nowotwory CNS HGNET-BCOR posiadaja duplikacje genu BCOR, podobne do migsakow
nerki [58, 59]. Co ciekawe, w niektorych guzach tej grupy zanotowano aktywacje szlaku Whnt,
objawiajaca sie wysoka ekspresjg B-kateniny, podobnie jak w przypadku grupy molekularnej

medulloblastoma WNT-activated.
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Nowotwory CNS HGNET-MNI1 charakteryzujg si¢ fuzjg genu MN1, zlokalizowanego na
chromosomie 22, z genem BEND2 zlokalizowanym na chromosomie X badz z genem CXXC5
zlokalizowanym na chromosomie 5. W guzach tych zaobserwowano zwigkszong ekspresje
genu BEND2.

Nie posiadamy wystarczajacej wiedzy na temat zaréwno biologii jak i korelacji biologiczno-
klinicznych dla poszczegolnych grup tych nowotwordw, a jej uzupetnienie moze by¢ procesem
dlugotrwatym ze wzgledu na malg liczbe przypadkéw. Nieocenionym materiatem
do kontynuowania badan moze okaza¢ si¢ material zdeponowany w postaci bloczkow
parafinowych. Niemniej, na podstawie dotychczasowych analiz, ujawniono Kkorelacje
biologiczno-kliniczne dla poszczegoélnych rodzajow guzow, np. zwigzek ze ztym rokowaniem
dla CNS HGNET-BCOR i CNS EFT-CIC oraz dobrym rokowaniem dla CNS HGNET-MN1
i CNS NB-FOXR2 [56, 60].

1.4. Inne nowotwory podnamiotowe wieku dzieci¢cego o wysokim stopniu zlosliwosci

Oproécz opisanych powyzej ztosliwych nowotworéw podnamiotowych wieku rozwojowego
do badan wiaczono réwniez raka splotu naczynidwkowego oraz glejaka z grupy HGG,

zlokalizowane w tylnym dole czaszki.

1.4.1. Nowotwory splotu naczyniéwkowego

Nowotwory splotu naczyniowkowego (choroid plexus tumors, CPTs) wywodza si¢ z komorek
nablonka splotu naczyniowkowego komoér mézgu. Sg to nowotwory rzadkie, wystepujace
przede wszystkim u dzieci, gdzie stanowig 1-4% wszystkich przypadkow guzow wieku

dziecigcego.

Klasyfikacja WHO nowotworéw CNS2021 wyrdznia trzy podtypy histologiczne nowotworow
nablonka splotu naczyniowkowego:

e brodawczak splotu naczyniowkowego, WHO G1 (choroid plexus papilloma, CPP),

e atypowy brodawczak splotu naczyniowkowego, WHO G2 (atypical choroid plexus

papilloma, aCPP),

e rak splotu naczynidwkowego, WHO G3 (choroid plexus carcinoma, CPC).
Obraz histologiczny CPC przedstawia ztosliwy nowotwor nabtonkowy o duzym zaggszczeniu
komorek nowotworowych, z obszarami martwicy i wysoka aktywno$ciag mitotyczng.

W diagnostyce roznicowej nalezy uwzgledni¢ inne nowotwory, takie jak AT/RT
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i ependymoma. Istotnym czynnikiem wplywajagcym na przezycie pacjenta jest catkowita

resekcja guza, przy czym wiekszos$¢ pacjentdéw poddawana jest rowniez chemioterapii.

Pierwsze badania genetyczne w CPC wykazaly obecno$¢ mutacji genu TP53 i powigzanie
wystepowania tego nowotworu z zespotem Li-Fraumeni [61]. Mutacja TP53 wystepuje w
przypadku potowy pacjentow z CPC, przy czym ilo$¢ kopii zmutowanego genu znaczgco
wplywa na wspotczynnik przezycia (OS, overall survival). Obecno$¢ dwoch zmutowanych
kopii genu TP53 zwigzana jest z gorszym przezyciem OS, wynoszacym 14,3%, w stosunku
do pacjentéw posiadajgcych jedng kopie zmutowanego genu TP53 (OS = 66,7%). Natomiast
pacjenci nie posiadajacy zmutowanego genu TP53 wykazywali najwyzszy wspoOtczynnik
przezycia calkowitego, siggajacy nawet 98,4% [62]. Dzigki badaniu poziomu ekspresji genow,
metylacji DNA, analizie ASCAT (Allele-Specific Copy Number Analysis), czy
sekwencjonowaniu DNA wykluczono progresje z formy brodawczaka do raka splotu
naczynidowkowego, okreslono ploidalno$¢ tych nowotwordéw oraz wykazano obecnos$¢ korelacji
obrazu klinicznego z podlozem molekularnym. Badania molekularne potwierdzily rézne
podtoze genetyczne CPP, aCPP i CPC oraz odmienny rozktad wiekowy i odmienne rokowanie
[63]. Niemniej w chwili obecnej nie sg znane precyzyjne markery prognostyczne
i diagnostyczne dla poszczego6lnych nowotwordéw splotu naczyniowkowego i ich poszukiwanie
jest szczegoblnie istotne w przypadku CPC, ktorego zta diagnoza taczy si¢ z koniecznoscig

wlaczenia agresywne;j terapii.

1.4.2. Glejaki wieku dzieci¢gcego o wysokim stopniu zlosliwosci

Glejak jest najczestszym nowotworem diagnozowanym u dzieci, wlaczajac glejaki niskiego
stopnia ztosliwosci. W ostatnich latach ukazaty si¢ liczne doniesienia dotyczace charakterystyki

molekularnej glejakow, ktore mialty wptyw na kolejne zmiany ich klasyfikacji.

Okazalo sie, ze glejaki wieku dziecigcego o wysokim stopniu ztosliwosci (pediatric-type diffuse
high-grade gliomas, pHGG) stanowig odmienng grupe guzéw w poréwnaniu z glejakami osob
dorostych.
Wedtug klasyfikacji WHO CNS 2021 [1] w grupie pHGG znajduje si¢:
e ¢glejak linii $rodkowej, obecnie klasyfikowany jako rozlany glejak linii $rodkowej H3
K27-altered (diffuse midline glioma, H3 K27-altered), WHO G4,

e rozlany glejak potkul H3 G34-mutant (diffuse hemispheric glioma, H3 G34-mutant),
WHO G4
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e rozlany glejak wieku dziecigcego H3-wildtype i IDH-wildtype (diffuse pediatric-type
high-grade glioma, H3-wildtype and IDH-wildtype), WHO G4.

Sa to nowotwory odznaczajace si¢ ztg prognoza, zar6wno u dzieci, jak i u dorostych [64, 65].
Pierwsze badania molekularne glejakow wieku dziecigcego skupiatly si¢ przede wszystkim na
guzach zlokalizowanych w obszarze nadnamiotowym. Wyodrebniono nowe grupy
molekularne, w tym rozlanego glejaka linii srodkowej H3 K27-mutant [66, 67]. Charakteryzuje
si¢ on wystgpowaniem mutacji w jednym z gendéw H3F3A, HIST1H3B lub HIST1H3C
kodujacych biatko histonowe H.3 i jego warianty H3.1. lub H3.3. Chociaz glejaki wysokiego
stopnia wystepuja gtownie nadnamiotowo, to wariant H3 K27-mutant wystepuje rowniez
podnamiotowo, gtownie W moscie. Potwierdzono réwniez przypadek glejaka z mutacja kodonu
K27 w obrgbie genu kodujgcego histony H3 w rdzeniu krggowym. Jak wspomniano, glejaki
H3 K27-mutant diagnozowane sg glownie u dzieci i mtodych dorostych. Inny, typowy dla
wieku dziecigcego molekularny podtyp glejaka H3 G34-mutant dotychczas nie zostat

zdiagnozowany w lokalizacji podnamiotoweyj.

Wyodrgbniono roéwniez u dzieci guzy z innymi zmianami genetycznymi, takimi jak mutacje
IDH1, BRAF, czy amplifikacja genu MYCN. Mutacje w genie IDH1 badz IDH2 u dorostych
stanowig podstawe rozrézniania dwoch grup glejakow o odmiennych prognozach —
IDH-wildtype i IDH-mutant. Pomimo, ze u dorostych mutacje IDH sg bardzo czeste i istotne ze
wzgledow diagnostycznych i klinicznych, glejaki IDH-mutant w przypadkach pediatrycznych
stanowig niewielki odsetek, bez znaczenia prognostycznego [68]. Wymienione powyzej grupy
ztosliwych glejakow, oprocz grupy H3 K27-mutant, nie zostaly zdiagnozowane dotychczas
w lokalizacji podnamiotowej, dlatego nie byty przedmiotem prowadzonych badan [69].

1.5. Zintegrowana diagnoza histopatologiczno-molekularna

Ocena histopatologiczna jest standardem diagnostycznym, jednakze w $wietle najnowszych
doniesien Opisujacych podioze molekularne guzéw przedstawia niepelny obraz choroby.
Kryteria histopatologiczne w niektorych przypadkach guzow sa wysoce nieprecyzyjne
i subiektywne. Tak jest w przypadku ependymoma o drugim i trzecim stopniu ztosliwosci, gdzie
ocena preparatow nie zawsze pozostaje obiektywna [70]. Nie opisano dotychczas zadnych
roznic w obrazie histopatologicznym pomigdzy grupami molekularnymi ependymoma. Biorac
pod uwage implikacje kliniczne wynikajace z przynaleznosci do grupy PFA badz PFB,
rozpoznanie wylacznie na podstawie obrazu histopatologicznego pozostaje zbyt ubogim
zrédtem informacji.
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Warto zaznaczy¢, ze podtypy histopatologiczne nie wykazuja $cistej korelacji z grupami
molekularnymi. W przypadku Grupy 3 medulloblastoma obserwujemy znaczng przewage
podtypu klasycznego, jednak ten sam podtyp wystepuje rownie czesto W znacznie lepiej
rokujacej grupie transkrypcyjnej WNT. Wystgpienie podtypu LCA jest powigzane z gorszym
rokowaniem w porownaniu do pozostatych podtypoéw histopatologicznych, ale obserwuje si¢

go w réznych grupach molekularnych.

Istniejg rowniez przypadki trudne do zdiagnozowania, ktére przypominajg histologicznie inne
nowotwory mozgu, badz wykazujg lokalizacje typowa dla innego rodzaju nowotworu.
Na przyktad CPC pod wzgledem obrazu histopatologicznego moze przypomina¢ AT/RT lub
medulloblastoma. Problemy diagnostyczne moga pojawi¢ si¢ w przypadku przewagi
elementow niskozroznicowanych w obrazie morfologicznym. By wykluczy¢ AT/RT stosuje si¢
badanie immunohistochemiczne, jakim jest jadrowa ekspresja biatka INI1 [45]. Ponadto CPC
i medulloblastoma z grupy WNT moga lokalizowaé si¢ w kacie mostkowo-moézdzkowym z
podobng czg¢stotliwoscia, wobec czego dodatkowe markery rdznicujace te dwa typy guzow

beda bardzo przydatne dla postawienia prawidtowej diagnozy.

Ostatnio opisano nowe przypadki guzéw moézgu z grupy CNS HGNET, ktorych
charakterystyka molekularna roéwniez potwierdza potrzebe wprowadzenia markeréw
molekularnych do klasyfikacji guzow pediatrycznych OUN. Guzy CNS HGNET-MNL1 i CNS
HGNET-BCOR moga sprawia¢ najwigksze problemy przy ocenie histopatologicznej, poniewaz
do tej pory diagnozowane byly najczgsciej jako astroblastoma, ependymoma, meningioma,
anaplastic  astrocytoma i medulloblastoma. Natomiast guzy CNS EFT-CIC
i CNS HGNET-FOXR2 mylnie rozpoznawano jako glejaki i wysciotczaki [56].

Podsumowujac, chociaz podtypy histologiczne poszczegdlnych nowotwordw majg pewne
znaczenie prognostyczne, jak w przypadku LCA medulloblastoma, klasyfikacja
histopatologiczna jest mato precyzyjna, wysoce subiektywna i nie zawsze koreluje z obrazem
klinicznym. Dlatego konieczne jest uzupelienie obrazu histopatologicznego 0 Kklasyfikacje
molekularng w przypadku zto§liwych nowotworow mozgu u dzieci. Proponujemy
zastosowanie metody opartej na profilu transkrypcyjnym szeregu gendéw markerowych,

w uzupetnieniu do dotychczas stosowanych badan patomorfologicznych i klinicznych.
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1.6. Nowe mozliwosci profilowania ekspresji genow

Utrwalenie materiatu biopsyjnego, pooperacyjnego badz sekcyjnego w formalinie i zatopienie
w parafinie jest metoda stosowang powszechnie od 100 lat. Materiat FFPE (Formalin-Fixed
Paraffin-Embedded) uzywany jest przede wszystkim do barwien histopatologicznych,
histochemicznych i immunohistochemicznych [71, 72]. Niestety, zatapianiec materialu w
bloczkach parafinowych obarczone jest duzym ryzykiem niekorzystnego wptywu formaliny
I parafiny na struktury tkankowe [73]. Zmiany zachodzace w procesie utrwalania preparatow
parafinowych dotycza struktury DNA i RNA. Obserwuje si¢ zamiane cytozyny w tyming,
a takze deaminacje probek [74]. Wszystkie powyzej wymienione zjawiska wptywaja na jako$¢
RNA ijego integralnos¢, wyrazong w jednostce RIN (RNA integrity number), ktore sa kluczowe
dla zaawansowanych badan z zakresu biologii molekularnej. Niska jako$¢ RNA stanowi czg¢sto

podstawe wykluczenia materiatu FFPE z przeprowadzanych analiz.

Aktualne podziaty na grupy molekularne nowotworéow OUN stworzone zostaly w oparciu
o analize mikromacierzy ekspresyjnych, przy uzyciu zamrozonego materialu tkankowego.
Metoda ta nie jest optymalnym rozwigzaniem dla celow diagnostycznych ze wzgledu na brak
mozliwosci wykonania takich badan w wigkszo$ci laboratoriow szpitalnych. W ostatnim czasie
ukazato si¢ nowe rozwigzanie biotechnologiczne - analiza nCounter w oparciu 0 technologie
NanoString [75]. Jest to analiza pomiaru poziomu ekspresji genow bez zastosowania etapow

odwrotnej transkrypcji i amplifikacji.

1.6.1. Technologia NanoString, system analizy nCounter

System analizy nCounter (NanoString Technologies) oparty jest na zjawisku hybrydyzacji.
Badane fragmenty RNA ulegaja polaczeniu z sondami molekularnymi na zasadzie
komplementarnos$ci [76-78]. Firma NanoString Technologies posiada gotowe do uzycia panele
gendw, zaprojektowane do analizy molekularnej nowotworéw oraz panele immunologiczne.
Mozliwe jest rowniez zaprojektowanie wilasnych zestawoéw dla indywidualnych potrzeb

uzytkownika.

Kazda sonda molekularna sklada si¢ z dwoch komponentow — sondy reporterowej
1 biotynylowanej sondy wigzacej. Cze$¢ reporterowa ztozona jest z elementow sygnatowych,
nazwanych przez producenta molekularnymi kodami kreskowymi (molecular barcodes).
Molekularne kody kreskowe zawieraja unikalne dla kazdego wybranego przez nas genu

potaczenia kolorystyczne, ztozone z czterech podstawowych koloréw w szeSciu pozycjach
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czesci reporterowej, co daje mozliwos¢ analizy az do 800 genow w jednym do$wiadczeniu

(Rycina 5).

DOOO®)
POOOOO -
DO0OOO -

Rycina 5. Przykladowe ,,molekularne kody kreskowe”
genow VEGF, MYC i OLIG1. Dla kazdego wybranego
genu zaprojektowane jest wunikalne polaczenie
kolorystyczne. W jednym eksperymencie mozemy
utworzy¢ 800 réznych kombinacji czterech kolorow w
sze$ciu pozycjach czesci reporterowej reprezentujacych
800 wybranych przez nas sekwencji genow.

Kazdy kod kreskowy odpowiada jednej
molekule 1 dzigki temu system analiz
nCounter ocenia rzeczywistg ilo§¢ czasteczek
w dostarczonej probce — W naszym
przypadku rzeczywistg ilos¢ kopii wybrane;j
sekwencji genow w probce natywnego RNA.
Natomiast wigzaca sonda biotynylowana
niezbedna jest do zwigzania kompleksu
sondy z odcinkiem RNA do plytki

immobilizujacej 1 tym samym umozliwienia
wyptukania niezwigzanych zbg¢dnych odcinkéw. Zwigzane kompleksy skanowane sa
automatycznie za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego. Kazdy pojedynczy sygnal, a tym
samym potaczenie kolorystyczne, zliczane jest i eksportowane w formie plikow .RCC w celu

kolejnych analiz cyfrowych przy pomocy oprogramowania nSolver.

Analiza za pomocg systemu nCounter umozliwia prace ze zdegradowanym RNA, pozyskanym
z preparatow FFPE i pozwala na unikni¢cie btedow, ktorymi obarczone sg inne metody biologii
molekularnej, w ktorych gtéwnymi etapami sg np. odwrotna transkrypcja, czy amplifikacja
cDNA. Ponadto na postawienie diagnozy w oparciu o tg analiz¢ potrzeba tylko dwoch dni
od czasu wyizolowania RNA, co jest krotszym czasem w poroéwnaniu do technik opartych

na analizach mikromacierzy, czy sekwencjonowania.

1.6.2. Dotychczasowe wykorzystanie metody NanoString w onkologii dzieci¢cej

Do momentu podjecia badan w ramach przedstawianej rozprawy doktorskiej opublikowano
tylko jedng pracg opisujaca zastosowanie technologii NanoString do analizy medulloblastoma
[79]. W badaniu tym podjeto probe sklasyfikowania medulloblastoma do czterech grup
molekularnych za pomocg 22 genéw markerowych. Materiatem byto 130 probek zamrozonej
tkanki guza i 84 probek FFPE. W trakcie analizy materiatu $wiezo zamrozonego wykazano, ze
zastosowanie systemu analiz NanoString w 98% przypadkow klasyfikuje guzy do
odpowiednich grup molekularnych. By upewni¢ si¢, co do mozliwosci uzycia tych 22 genéw
markerowych w przypadku materialu FFPE, analizowano probki z trzech niezaleznych

laboratoriow i wykazano, ze przygotowany zestaw genow klasyfikuje medulloblastoma do
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czterech grup molekularnych z wysoka skutecznos$cia (87,5% przypadkow). Stanowi to dowaod
na to, ze system analiz oparty na technologii NanoString méglby zastapi¢ mniej oplacalng
technike mikromacierzy ekspresyjnych w identyfikacji grup molekularnych medulloblastoma
i tym samym zmniejszy¢ koszty pracy laboratoridw, jak rowniez naktad pracy i czas potrzebny
dla stratyfikacji pacjentow do poszczegolnych grup ryzyka. Wyzej wspomniane zalety
powoduja, ze system analiz oparty na technologii NanoString moze by¢ atrakcyjng metoda w

przypadku przeprowadzenia kompetentnych biologicznie badan klinicznych.

Mozna mie¢ nadzieje, ze dzieki wykorzystaniu technologii NanoString uda si¢ zidentyfikowaé
specyficzne markery biologiczne grup i podgrup molekularnych badanych guzéw wieku
dziecigcego. Moze to w przysztosci przyczyni¢ si¢ do zmian w procedurach diagnostycznych
oraz w badaniach klinicznych. Wykorzystujac bloczki parafinowe, badania te moga wpisac si¢
w codzienng i1 rutynowa praktyke diagnostyczna, uwzgledniajac aspekty ekonomiczne

I organizacyjne instytucji szpitalnych.
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2. Cel pracy

W erze profilowania genetycznego nowotworow, Kryteria diagnostyczne i rokownicze

w nowotworach uktadu nerwowego, oparte na czynnikach klinicznych i histopatologicznych,

wymagaja uzupetnienia 0 informacje z zakresu biologii molekularnej.

Glownym celem pracy bylo zaprojektowanie i przetestowanie nowej unikalnej sygnatury

ekspresyjnej, przydatnej do diagnostyki i klasyfikacji podnamiotowych guzéw mozgu

o wysokim stopniu zlosliwosci u dzieci. Badania prowadzono na archiwalnym materiale

bloczkéw parafinowych guzéw mozgu przy uzyciu techniki NanoString nCounter Analysis

System, opartej na rownoczesnej analizie ekspresji wielu genow.

Szczegotowe cele badawcze obejmowaly:

1.

Identyfikacje genéw markerowych dla wybranych guzéw podnamiotowych wieku
dziecigcego przy pomocy analizy in silico surowych danych mikromacierzy
ekspresyjnych.

Przeprowadzenie analizy ekspresji wybranych genow markerowych w badanych
guzach mozgu w oparciu o technologi¢ NanoString i identyfikacja grup
molekularnych przy pomocy hierarchicznej analizy skupien w oparciu o wielogenowa
sygnaturg ekspresyjng badanych genow.

Ustalenie zaleznos$ci biologiczno-klinicznych w analizowanych przypadkach
nowotworow I identyfikacja podgrup prognostycznych.

Poréwnanie wynikow uzyskanych przy pomocy metody nCounter w technologii
NanoString do danych literaturowych w celu okreslenia potencjatu wykorzystania tej
metody w rutynowej diagnostyce nowotworow OUN.

Ustalenie markeréw immunohistochemicznych z potencjalem diagnostycznym dla

wybranych rodzajéw nowotworow.
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3. Material i metody

Materiatem badawczym w przedstawionej pracy doktorskiej byty bloczki parafinowe
nowotworow OUN, pozyskane z archiwum Zaktadu Patomorfologii Instytutu

,,;omnik — Centrum Zdrowia Dziecka”.

Selekcje materiatu rozpoczeto od przeszukania bazy danych pacjentow pod wzgledem
przypadkéw odpowiadajacych nastepujacym kryteriom: rozpoznanie NOwotworu mozgu,
lokalizacja podnamiotowa oraz stopnien ztosliwosci 3 1 4 wg WHO. W przypadku
wys$ciotczakow badaniami objeto rowniez grupe guzéw o drugim stopniu ztosliwosci
histopatologicznej. Dane kliniczne kazdego pacjenta wpisane zostaly w Baze Danych

Pacjentéw, a kazdemu pacjentowi nadano anonimowga sygnature, ktorg postugiwano si¢ W

dalszych etapach badan.
Po utworzeniu Bazy Danych Pacjentow
. wyszukano dostepne bloczki
' e A‘, parafinowe i oceniono ich przydatnos$¢
Bloczek parafinowy 3xskrawek 10pum  dla dalszych badan molekularnych.
do izolacji RNA ] ]
Wyselekcjonowano  tylko  bloczki
zawierajace odpowiednig ilos¢
materiatu, ktory wystarczytby do
Preparat 4 um przeprowadzenia zaplanowanych
do barwienia
hematoksyling i eozyng |- analiz. Ostatecznie wyselekcjonowano
(M Preparat 4 um do . .
immunohistochemii materiat od 180 pacjentéow: 96
Rycina 6. Schemat przygotowania materialu z bloczka bloczkow z rozpoznaniem

parafinowego.
ependymoma, 71 bloczkow

z rozpoznaniem medulloblastoma, 6 bloczkow z rozpoznaniem CPC, 5 bloczkow
z rozpoznaniem AT/RT oraz 2 bloczki z rozpoznaniem HGG. Nalezy zaznaczy¢, ze
nie zidentyfikowano w badanej serii guzéw podnamiotowych zadnego przypadku
zrozpoznaniem ETMR lub PNET. Schemat przygotowania materiatu z bloczkdéw parafinowych
do dalszych badan przedstawiono na Rycinie 6. Z kazdego wyselekcjonowanego bloczka
parafinowego przygotowano preparat o grubosci 4 um i poddano go standardowemu barwieniu
hematoksyling 1 eozyng (H&E). Wybarwione preparaty zeskanowano za pomoca skanera
Hamamatsu NanoZoomer 2.0 RS. Nastgpnie przeprowadzono weryfikacj¢ rozpoznania

histopatologicznego oraz ocen¢ procentowe]j zawartosci tkanki nowotworowej w preparacie.
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Do dalszych doswiadczen wykorzystywano material, ktory posiadat co najmniej 70% komorek
nowotworowych. Dodatkowo uwzgledniono uwagi dotyczace jako$ci preparatu, w tym
obecnos$ci obszarow martwicy, ognisk krwotocznych lub zwapnien, ktére moglyby wplywac na
jako$¢ izolowanego RNA. Ostatecznie wyselekcjonowano 159 bloczkow, ktore spetnity
ustalone kryteria. Dodatkowo skrojono skrawki o grubo$ci 4 um i przygotowano preparaty

do barwien immunohistochemicznych.
3.1. Przygotowanie skrawkow parafinowych oraz izolacja RNA

Wyselekcjonowane bloczki krojono na mikrotomie Leica SM2000R do trzech probowek typu
eppendorf, po trzy skrawki parafinowe o grubosci 10 um w kazdej probdéwce.
Aby zminimalizowa¢ szans¢ roztopienia parafiny i degradacji probki, wszystkie probowki

Z materialem przechowano w temperaturze -20°C.

3.2. 1zolacja RNA Procedura izolacji RNA ze skrawkow parafinowych
Izolacje RNA przeprowadzono za pomoca +g):°céy(r;nri::i58
zestawu RNeasy FFPE Kit (Qiagen, nr. Kat. %deparaﬁnizacja > 64
73504), ktorej uproszczong procedure pokazano i

na Rycinie 7. Uzywano plastiku o wysokiej -+ bufor i proteinaza K

L]

jako$ci 1 czystosci, dedykowanego do pracy . 80°C (15 min)

z kwasami nukleinowymi, wolnego od RNaz. wirowanie
Odparafinowanie materiatu do badan

przeprowadzono dodajac 320 pl odczynnika /

Deparaffinization Solution (Qiagen, nr. Kat.

+ +DNaza
« + bufor RBC i etanol

A

RNA zwigzane do ztoza kolumny
19093) do kazdej probowki zawierajacej skrawki

parafinowe. Mieszaning inkubowano przez

L wirowanie
3 minuty w temperaturze 56°C. Po ostudzeniu
probek dodano 240 pl buforu lizujacego PKD. Plukanie zloza, wirowanie
Nastgpnie wymieszano probki za pomoca \

+ 30pl wody
—

wytrzasarki (10 sekund) 1 poddano je wirowaniu : _
wirowanie

(1 minuta, 10.000 RPM). Do odznaczajacej si¢
klarownej warstwy dodano 10 pl proteinazy K Rycina 7. Uproszczona procedura izolacji RNA ze
skrawkoéw parafinowych.

DS - Deparaffinization Solution, odczynnik do
usunigcia innych zanieczyszczen. odparafinowania

w celu przeprowadzenia trawienia bialek 1
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Obecng W zestawie proteinaz¢ K zamieniono na proteinaze K firmy Sigma-Aldrich
(nr kat. P2308). Probki poddano 15 minutowej inkubacji w temperaturze 56°C. W trakcie
inkubacji trzykrotnie wymieszano proby za pomoca wytrzasarki. Nastepnie inkubowano probki
w temperaturze 80°C przez 15 minut. Pobrano 200 ul klarownej warstwy probki i przeniesiono
ja do nowej probowki. Probki inkubowano na lodzie przez 3 minuty i nast¢pnie poddano
wirowaniu (15 minut, 13500 RPM). Supernatant przeniesiono do nowej, wolnej od RNaz
probowki. W celu pozbycia si¢ zanieczyszczenn DNA do probki dodano bufor DNase Booster
(Qiagen) w ilosci 10% catkowitej proby i nastepnie 10 pul wymieszanej DNazy | (Qiagen).
Probki wirowano trybem szybkim (15 sekund), a nastepnie inkubowano przez 15 minut w
temperaturze pokojowej. W nastepnym etapie dos§wiadczenia do kazdej z probek dodano
500 ul buforu lizujacego RBC, wymieszano przy pomocy pipety i dodano 1200 pl 100%
etanolu. Pobrano 700 ul probki do kolumienki MinElute (Qiagen), umieszczonej w probowce
o objetosci 2 ml (Qiagen). Po ostroznym zamknigciu probéwki umieszczono je w wirowce
i poddano szybkiemu wirowaniu (15 sekund, 10000 RPM). W tym etapie RNA wigze si¢ do
ztoza kolumienki MinElute. Przeprowadzony przez kolumienke pltyn wylano. Czynnos¢
powtorzono do momentu przejscia przez kolumne catej probki. Nastepnie do kolumny dodano
500 ul buforu RPE i probki poddano szybkiemu wirowaniu, a nast¢gpnie ponownie wirowano
probki z 500 pl buforu RPE przez 2 minuty (10000 RPM). Etap ten wykonywany jest
dwukrotnie w celu dodatkowego oczyszczenia probki z pozostato$ci alkoholu i soli,
powodujacych obnizenie jakosci RNA. Kolumne przetozono do nowej probéwki o objetosci
2 ml. Otwarte kolumienki umieszczono w wiréwce i poddano wirowaniu w najwyzszej
predkosci (13500 RPM) przez 5 minut. Kolumng¢ przetozono do nowej probowki 1 dodano
30 pul wolnej od RNaz wody. Koncowe, jednominutowe wirowanie pozwolito na uwolnienie
RNA z kolumny i zawieszenie go w wodzie. 1zolacje RNA przeprowadzone zostaly zgodnie
z protokotem dostarczonym przez producenta. W wyniku przeprowadzonej izolacji otrzymano
RNA zawieszone w 30 pul wody wolnej od RNaz. Przy uzyciu aparatury ThermoScientific™

NanoDrop™ sprawdzono stopien czystosci i ilosci RNA.

3.3. Selekcja gené6w markerowych dla grup molekularnych analizowanych

nowotworow moézgu — badania in silico surowych danych mikromacierzy

Proces identyfikacji genow markerowych zostal przeprowadzony w trzech etapach.
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3.3.1. | etap —selekcja surowych danych mikromacierzy

W pierwszym etapie wyselekcjonowano oryginalne prace przedstawiajace wyniki analiz
nowotworow wieku dziecigcego OUN, dla ktorych autorzy udostepnili w bazie Gene
Expression Omnibus (GEO: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) surowe dane wynikow

mikromacierzy ekspresyjnych. Przyjeto kryteria selekcji danych wedtug:

e wieku pacjenta w czasie diagnozy — ponizej 18 roku zycia,

o lokalizacji guza — wytacznie przypadki podnamiotowe,

e stopnia zlosliwosci histopatologicznej nowotworu wg WHO - 3 i 4, w przypadku
wysciotczakow — 21 3,

e guzy analizowane na tej samej platformie Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0.

W sumie wyselekcjonowano 229 plikow CEL. W celu identyfikacji genéw markerowych
dla poszczegdlnych nowotworow i ich grup molekularnych przeprowadzono analizg
nastepujacych plikow CEL: 69 przypadkéw ependymoma ze zbioru GSE64415 [13],
99 przypadkow medulloblastoma ze zbioréw GSE73038 [56] i GSE10327 [20], 21 przypadkow
AT/RT ze zbiorow GSE73038 i GSE70678 [80] oraz 40 nowotworow, ktore rzadko moga
wystepowac w tylnym dole czaszki, tzn. K27 HGGs, ETMR, CNS HGNET-BCOR oraz CNS
HGNET-MN1, wszystkie ze zbioru GSE73038.

3.3.2. 1l etap — analiza plikéw CEL w $rodowisku oprogramowania R

Pliki CEL zaladowano do $rodowisko oprogramowania R i1 znormalizowano metoda MASS,
uzywajac do tego biblioteki ,,affy”. Nastgpnie wykonano normalizacj¢ kwantylowa wszystkich
probek podnamiotowych nowotworow moézgu. Dane zostaty zlogarytmowane (log2), nastgpnie
usunieto z analizy sondy macierzowe o najnizszej wariancji (wariancja <0,25).
W nadzorowanej cze$ci analizy, sondy macierzowe zostaly wybrane przy pomocy testu
t-Studenta. Probki przyporzadkowane do danej grupy diagnostycznej lub molekularnej byty
poréwnywane 100 razy do rownolicznej losowej grupy probek o odmiennej diagnozie lub
grupie molekularnej. Miarg dobrego kandydata na marker molekularny byta $rednia wartos¢
wspotczynnika istotnosci (p-value) oraz srednia krotno$¢ zmiany. Losowy wybor probek oraz
powtarzanie testu t-Studenta stukrotnie miato zapewnic¢ wigkszg stabilnos¢ wyboru markerow.
Nadzorowane klastrowanie wykonano przy uzyciu biblioteki ,,squash” z s$rodowiska

oprogramowania R.
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Analiza plikow w §rodowisku oprogramowania R wykonana zostata w ramach wspotpracy
z dr Bartoszem Wojtasiem z Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN,
Laboratorium Neurobiologii Molekularnej (projekt NCN OPUS 2016/21/NZ2/01785).

3.3.3. 11l etap — poréwnanie danych literaturowych z wynikami analiz in silico

Dokonano przegladu literatury w celu potwierdzenia, ktére ze zidentyfikowanych w trakcie
powyzszej analizy gendw markerowych zostaly juz opisane przez innych badaczy. Ponadto
wlaczono do badan dodatkowe geny markerowe, ktore zostaly zaprezentowane w najnowszych
publikacjach, przedstawiajacych wyniki dla szeregu mniejszych podgrup molekularnych,
w przypadku ktéorych surowe dane mikromacierzy byly niedostepne. Dotyczy to genow
markerowych dla podgrup molekularnych PFAL (markery SKAP2 i WIF1) oraz PFA2 (markery
EN2, CNPY1) ependymoma [15].

Stosujac powyzsze podejscie, wysuni¢to najbardziej wiarygodne propozycje genow
markerowych, ktore powinny mie¢ znaczenie diagnostyczne, badZz prognostyczne.
Wyselekcjonowane geny markerowe stalty sie podstawa do zaprojektowania sond

molekularnych, zastosowanych w technologii NanoString.
3.4. Przeprowadzenie eksperymentu w oparciu o technologi¢ NanoString

Przygotowanie  sond molekularnych, zawierajace  komponenty  reporterowe,
jak i biotynylowane, odbywa si¢ na zamowienie uzytkownika. W celu ztozenia zamowienia
wypetniono specjalny formularz CodeSet Design Form, w ktorym zawarte sg nastepujace
informacje: numer sekwencji referencyjnej pobrany z bazy danych RefSeq

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/), nazwe genu oraz informacjg, czy jest to gen typu

’housekeeping”. Otrzymano do akceptacji informacje dotyczacg szczegotow zaprojektowanych
sond w formularzu ,,CodeSet Design Form Report”. Zawiera on dane dotyczace nazwy genu,
numeru sekwencji referencyjnej, lokalizacji i sekwencji kompatybilnej do zaprojektowanej

sondy oraz dodatkowe uwagi, dotyczace numerow eksondow.

3.4.1. Przygotowanie materialu, hybrydyzacja i procesowanie probek

Zgodnie z zaleceniami producenta probki RNA rozcienczono do stezenia 40 ng RNA/ul.

Do rozcienczen uzyto wody wolnej od RNaz.

Pierwszym etapem doswiadczenia bylo dodanie buforu reakcyjnego, sond molekularnych

(CodeSet) i 5 pl rozcienczonego RNA do probowek w celu ich hybrydyzacji.
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Mieszaning inkubowano przez noc (ok. 16 h, 4°C). Nastepnie rozpoczgto drugi etap
doswiadczenia, ktérym byto procesowanie probek. Probowki z mieszaning reakcyjng po
catlonocnej inkubacji umieszczono w stacji nCounter Prep Station. Trzyczesciowe kompleksy
zwigzane zostaly dzieki czesSci biotynylowanej do specjalnej, optaszczonej streptawidyng
powierzchni no$nika danych - Kartridzu (cartridge). Nast¢pnie uruchomiono elektroforeze
probek w celu odpowiedniego utozenia kompleksow na ptytce, co pozwala na prawidlowe
odczytanie sygnatu fluorescencyjnego. Etap drugi zakonczyt si¢ immobilizacja kompleksow na
kartridzu. Pozyskanie danych odbylo sie w trzecim, ostatnim etapie pracy metodg nazwang
NanoString nCounter Assay. Kartridz umieszczono w stacji nCounter Digital Analyzer
i skanowano za pomoca funkcji automatycznego mikroskopu fluorescencyjnego. Poziom
ekspresji genéw oceniono przez zliczenie pojedynczych sygnatow unikalnego kodu
kreskowego dla wybranego genu. Sygnaly z kompleksow probek RNA z sondami zostaly

zliczone i eksportowane w formacie plikow RCC.

3.4.2. Technologia NanoString — normalizacja wynikow i metody klastrowania

probek

Analiz¢ wynikéw przy uzyciu programu nSolver Analysis Software 4.0 wykonano

w nastgpujacych etapach.

Dokonano importu plikow RCC, zawierajacych dane z eksperymentow hybrydyzacji oraz
plikow RLF, zawierajace dane charakteryzujace sondy molekularne. Wyselekcjonowano zbior
probek, ktore poddano procesowi normalizacji. W procesie normalizacji wykorzystano
6 genow pozytywnej kontroli, analizowane geny markerowe i pie¢ genoéw referencyjnych (ang.
housekeeping) - ACTB, GAPDH, TBP, LDHA i TUBB, ktore oznaczono jako ,,Codeset”.
Do obliczenia czynnika formalizacji zastosowano metody kalkulacji, prezentowane jako
‘default’, tzn. $rednig geometryczng oraz przedziaty czynnika 0,3-3 dla pozytywnych kontroli
i 0,1-10 dla ,,Codeset”. Znormalizowane dane zostaly ocenione pod katem kontroli jakosci
(quality control, QC), gdzie negatywnie ocenione probki zostaty oflagowane w celu
ewentualnego usunigcia z dalszych analiz (komunikat ,,QC flag”). Raport kontroli jakosci
wykazal, ze dwa geny referencyjne, LDHA i TUBB, wykazywaly najwicksze odchylenie
standardowe poziomu ekspresji we wstepnej analizie, dlatego ostatecznie w kolejnych
obliczeniach postuzono si¢ tylko trzema genami ACTB, GAPDH i TPB. Znormalizowane dane
oznaczone jako ‘counts’ wyeksportowano w postaci tabeli, ktoérg zachowano w formie Excel

dla dalszych analiz poza srodowiskiem oprogramowania nSolver. Natomiast dane zachowane
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w oprogramowaniu postuzyly do wykonania hierarchicznej analizy skupien dla
wyselekcjonowanych probek i zestawu genéw adekwatnych dla poszczegdlnej analizy. Probki
ocenione jako oflagowane QC nie zostaly uwzglednione w hierarchicznej analizie skupien. Jako
podstawe obliczania klastrow przyjeto miare odlegtosci euklidesowej (Euclidean distance) oraz

metode Srednich potgczen (average linkage).
3.5. Immunohistochemia

W celu sprawdzenia ekspresji genow ALK i BCOR na poziomie biatka przeprowadzono reakcje
immunohistochemiczne na materiale FFPE. Odparafinowanie preparatow uzyskano poprzez
zanurzanie szkietek w ksylenie, mieszaninie etanol-ksylen oraz w roztworach alkoholi
o zmniejszajacym si¢ stezeniu (Tabela 1). Efektem tej procedury jest zmiana potencjalu

preparatu z hydrofobowego na hydrofilowy.

Ksylen/alkohol Czas plukania | Powtorzenia
Ksylen 8 minut 3
Ksylen/Alkohol etylowy absolutny (1:1) 8 minut 1
Alkohol etylowy absolutny 8 minut 2
Alkohol etylowy 96% 5 minut 2
Alkohol etylowy 70% 5 minut 1
Alkohol etylowy 50% 5 minut 1

Tabela 1. Opis procedury odparafinowania.

Nastepnie preparaty poddawano inkubacji w mieszaninie EnVision FLEX Target Retrieval
Solution, High pH, 10x (Dako, nr kat. K8004) w temperaturze 99,9°C przez 20 minut w celu
odkrycia miejsc wigzania przeciwcial (odmaskowanie epitopu). Po inkubacji preparaty
chtodzono, umieszczajac w kominku reakcyjnym wypetnionym woda z lodem przez 15 minut.
Po wystudzeniu preparatu przeprowadzano dwukrotne ptukanie w buforze ptuczagcym EnVision
FLEX Washing Buffer (Dako, nr kat. K8007) przez 3 minuty. Poniewaz system detekcji
w przeprowadzonych reakcjach immunohistochemicznych opierat si¢ na uzyciu peroksydazy,
nastepny etap doswiadczenia obejmowal blokowanie endogennie wystepujacej peroksydazy
przez inkubacj¢ preparatbw w EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent (Dako,
nr kat. SM801) przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Po dwukrotnym przeptukaniu
preparatu w buforze EnVision FLEX Wash Buffer przez 3 minuty, rozpoczynano etap
blokowania niespecyficznych miejsc wigzania z uzyciem surowicy. Wybor surowicy

uzalezniony byt od uzytego w pdzniejszym etapie przeciwciata drugorzedowego, wobec czego
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uzyto 20% surowicy koziej rozpuszczonej w EnVision FLEX Antibody Diluent (Dako,
nr kat. K8006). Mieszanine przeciwciata pierwszorzedowego, rozpuszczonego w EnVision
FLEX Antibody Diluent, naktadano na preparaty i pozostawiano na noc w temperaturze 4°C.

Wykaz przeciwciat i uzytych stezen przedstawia Tabela 2.

Bialko Klonalnosé Pochodzenie Reaktywnos¢ Rozcienczenie Producent Nr kat.
ALK Monoklonalne Krolik Cziowiek 1:250 Cell Signaling D5F3
BCOR Poliklonalne Krolik Cztowiek, mysz 1:400 Santa Cruz sc-514576

Tabela 2. Uzyte do doswiadczen przeciwciala pierwszorzedowe wraz ze specyfikacja.

Po calonocnej inkubacji, drugi dzien do$wiadczenia obejmowal wizualizacje zwigzanego
przeciwciata pierwszorzedowego przeciw ALK (Cell Signaling, nr kat. D5F3) i BCOR
(Santa Cruz, nr kat. sc-514576). Wielokrotne ptukanie przeprowadzano przy pomocy EnVision
FLEX Wash Buffer. Na preparaty nakropiono przeciwciato drugorzedowe zwigzane
z peroksydazg chrzanowg w postaci odczynnika EnVision+ System - HRP, Labelled Polymer,
Anti-Rabbit (Dako, nr kat. K400311-2). Preparaty inkubowano przez godzing, a nastgpnie
ptukano. Wywotywanie sygnatu peroksydazy chrzanowej odbywalo si¢ za pomoca
DAB Quanto Chromogen (Thermo Scientific, nr kat. V-TA-060-QHDX), rozpuszczonego w
buforze EnVision FLEX Substrate Buffer. W zalezno$ci od nat¢zenia sygnatu preparaty
inkubowano w powyzszej mieszaninie do 10 minut. Nastgpnie preparaty ptukano i poddawano
barwieniu hematoksyling i eozyna z uzyciem DAKO Real Hematoxylin (Dakocytomation,
nr kat. S202084) i wody dejonizowanej. Ostatni etap barwien obejmowal odwadnianie
preparatu z uzyciem alkoholi o wzrastajacym stezeniu i ksylenu (Tabela 3) i utrwalaniu

preparatu z uzyciem odczynnika DPX Mountant (Sigma Aldrich, NA.47).

Alkohol/ksylen Czas plukania | Powtorzenia
Alkohol etylowy 70% 1 minuta 2
Alkohol etylowy 96% 1 minuta 2

Alkohol etylowy absolutny 1 minuta 2
Ksylen 1 minuta 4

Tabela 3. Uzyte do odwadniania preparatu alkohole i ksylen wraz z opisem procedury.

Uzyskane preparaty wybarwione metoda immunohistochemiczng skanowano za pomoca

skanera Hamamatsu NanoZoomer 2.0 RS w oryginalnym powigkszeniu 40x.
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3.6. Analiza statystyczna

Dane kliniczne pacjentéw (podtyp histologiczny nowotworu, wiek w dniu postawienia
diagnozy, lokalizacja guza, pte¢ pacjenta, stopien ztosliwosci histologicznej wedlug WHO,
informacja o wystgpieniu przerzutu, informacja o wznowie choroby i zgonie, przezycie wolne
od progresji (progression-free survival, PFS) i przezycie catkowite (overall survival, OS)
przedstawione w miesigcach, umieszczono w bazie danych programu IBM SPSS Statistics 26
i GraphPad Prism 9. Do informacji dodano réwniez wynik analizy przynaleznosci do grupy

i podgrupy molekularnej.

3.6.1. Analiza krzywych przezycia

Analize krzywych przezycia wg Kaplana-Meiera wykonano dla wspoétczynnika OS i PES przy
pomocy oprogramowania GraphPad Prism 9. Znamienno$¢ statystyczng roznic w przezyciu

pacjentow oparto o wyniki Log Rank testu.

Przy pomocy formatu pliku ,,Survival” przygotowano tabelke, zawierajacag dane dotyczace
wznowy choroby i1 zgonu pacjenta. Przy uzyciu funkcji ,,dnalyze — Survival analysis — Simple
Survival Analysis” zaznaczono odpowiednie kolumny danych grup, badz podgrup
molekularnych. Przy obliczaniu wspotczynnika OS, zdarzeniem byt zgon pacjenta,
przy wspotczynniku PFS, zdarzenie okreslone zostato jako wznowa procesu nowotworowego.
Nastepnie zakodowano dane i kazde zdarzenie opatrzono cyfra ,,1”, brak zdarzenia jako ,,0”.
Dla oznaczenia zdarzenia w sekcji ,,Death/Event” wybrano cyfre ,,1”. W celu poréwnania

poziomu istotnosci probek wybrano statystyke testowa ,,Logrank (Mantel-Cox test)”.

3.6.2. Pozostale analizy

Pozostate analizy statystyczne wykonano w programie IBM SPSS Statistics 26. Dla oceny
roznic w dwoch grupach wiekowych wykonano test Levene’a, aby sprawdzi¢ rownosc
wariancji, nastepnie odczytano poziom istotnosci testu t-Studenta dla prob niezaleznych. Dla
oceny roznic w czterech grupach molekularnych  medulloblastoma  wykonano

jednoczynnikowy test ANOVA.

Dla oceny korelacji pomigdzy przynaleznoscig do dwoch roznych grup molekularnych, a takimi
parametrami jak ple¢ pacjenta, obecno$¢ przerzutdw, stopien zlosliwosci nowotworu,
wykonano test Fishera. Dla oceny korelacji pomiedzy przynaleznoscig do czterech réznych

grup molekularnych wykonano test Chi?.
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4. Wyniki
4.1. Selekcja materialu nowotworowego do badan NanoString

Przygotowano baz¢ danych, ktora zawierata liste 220 pacjentow leczonych w
Instytucie ,,Pomnik — Centrum Zdrowia Dziecka”, dla ktérych mozna byto uzyska¢ materiat
z podnamiotowych guzéw moézgu. Pozyskano 220 bloczkéw parafinowych przechowywanych
w archiwum Zaktadu Patomorfologii IPCZD. Po wstepnej ocenie, wyeliminowano bloczki
Z niewystarczajaca iloscig tkanki materialu nowotworowego. Ostatecznie do dalszej analizy
wybrano 180 bloczkéw. Wszystkie bloczki skrojono i wykonano rutynowe barwienia
hematoksyling eozyna (H&E). Po ocenie histopatologicznej, potwierdzajacej rozpoznanie oraz
po zastosowaniu przyjetych kryteriow jakosci i iloSci materialu, do dalszych badan
zakwalifikowano materiat ze 159 bloczkéw. Otrzymane skrawki umieszczono w probowkach
i wykonano ekstrakcje RNA. W sumie wyizolowano RNA ze 145 probek, w tym
85 przypadkow ependymoma, 46 przypadkéw medulloblastoma, 1 przypadku HGG,
2 przypadkéw AT/RT i 4 przypadkow CPC, a takze dodatkowo z 6 probek referencyjnych,
w tym 2 glejakéw, 2 guzow CNS HGNET-BCOR, 1 guza CNS HGNET-MN1
oraz 1 medulloblastoma z obecnoscig mutacji genu CTNNBL, potwierdzajaca przynaleznos¢ do
grupy transkrypcyjnej WNT. Oceniono jako$¢ i ilos¢ wyizolowanego RNA i ostatecznie

113 probek zakwalifikowano do pierwszego etapu analizy nCounter (hybrydyzacja).
4.2. Selekcja gen6w markerowych

Porownanie wynikow mikromacierzy z czterech baz danych zawierajacych wyniki ekspresji
gené6w dla ependymoma, medulloblastoma oraz innych rzadko wystepujacych guzoéw
podnamiotowych - AT/RT, ETMR, pHGG, CNS HGNET-BCOR i CNS HGNET-MNL,

pozwolito na wyselekcjonowanie genow markerowych dla badanych grup nowotworow.

4.2.1. Geny markerowe dla ependymoma

Wyniki ekspresji genow pochodzace ze wszystkich 69 przypadkoéw ependymoma (GSE64415)
porownano do 162 pozostalych podnamiotowych nowotworéw OUN. Przygotowano liste
10 gendéw kandydatow, ktore wykazaly najwiekszg znamienno$¢ statystyczng w roznicowaniu
ependymoma od pozostatych guzéw. Tylko geny o wysokiej ekspresji zostaty uwzglgdnione w

trakcie dalszej analizy przy pomocy metody nCounter. Ostatecznie wyselekcjonowano geny

52



FAM81B, EMC2 i CAPS, ktore wykazaly najwyzszy poziom ekspresji jako geny markerowe

dla catej grupy ependymoma (Tabela 4).

Tabela 4. Geny markerowe dla grupy ependymoma.

Grupa Sonda Nazwa genu | Pozycja znamiennoS$ci statystycznej
1555804 _a_at MAP3K19 1
1553635_s at | TCTEX1D1 2

227848 at PEBP4 3
236085_at CAPSL 4

EPN 240065_at FAM81B 5
206101 _at ECM2 6

231549 at Clorfl58 7

229012 _at C9orf24 8

226424 at CAPS 9
203397_s_at GALNT3 10

W celu identyfikacji genéw markerowych dla grup molekularnych, wyniki ekspresji genow dla
62 PFA i 7 PFB z bazy GSE64415 poréwnano do 99 medulloblastoma z baz GSE73038
i GSE10327, 21 podnamiotowych AT/RT z baz GSE73038 i GSE70678 oraz 40 innych,
rzadkich nowotworéow podnamiotowych, w tym glejaka linii $rodkowej H3 K27-altered,
ETMR, CNS HGNET-BCOR i CNS HGNET-MN1 z bazy GSE73038. Tym sposobem
uzyskano po 20 kandydatow na geny markerowe, ktére wykazaty najbardziej znamienne
roéznice, specyficzne dla kazdej grupy. W trakcie dalszej selekcji uwzgledniono tylko geny

ulegajace wysokiej ekspresji (Tabela 5).

Tabela 5. Geny markerowe dla grupy PFA i PFB ependymoma.

Srednia krotno$¢ Pozycja
Grupa Sonda Nazwa genu zmiany ekspresji znamiennosci
genow statystycznej
207695_s_at IGSF1 60,9 2
227848 _at PEBP4 54,1 17
224339 s _at ANGPTL1 50,7 16
237058_x_at SLC6A13 38,9 5
239183 _at ANGPTL1 36,7 20
PFA 231063 _at NA 35,7 13
1555396_s_at CXorf67* 26,8 1
244084 _at AIFM3 20,6 7
203571 _s_at ADIRF 19,3 12
1557286_at NA 18,7 11
226420 at MECOM 16,5 19
221884 at MECOM 16,1 8
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205208 _at ALDHIL1 10,0 3

232005 _at DNAH1 45,2 15

1553133 at C9orf72 10,1 19

PFB 1569305 a at NA 9,9 18
219644 at CEP83 79 7

225919 s at C9orf72 6,2 17

1552816 _at NXNL2 5,4 2

* nazwa genu CXorf67 ulegla zmianie w roku 2019 na EZHIP.

4.2.2. Geny markerowe dla medulloblastoma

Porownanie poziomu ekspresji genow w 99 medulloblastoma (MB) z baz GSE73038
i GSE10327 do pozostatych 132 nowotworéow podnamiotowych, pozwolito na wylonienie
10 najbardziej znamiennych kandydatéw na geny markerowe, w tym 3 geny SSTR2
(reprezentowany przez trzy sondy), ACTL6B i NEUROD, ktére wykazywaly wysoka ekspresje
w calej grupie medulloblastoma w poréwnaniu do pozostatych analizowanych guzéw

(Tabela 6).

Tabela 6. Geny markerowe dla grupy medulloblastoma.

Grupa Sonda Nazwa genu | Pozycja znamiennosci statystycznej

239031 _at SSTR2 1

214597 _at SSTR2 2

233310 _at NA 3

214495 at CACNG2 4

MB 206014 _at ACTL6B 5
1556057_s_at | NEUROD1 6
1553997 _a st ASPHD1 7

205551 _at SV2B 8

217455 s at SSTR2 9
204260 _at CHGB 10

W przypadku grup molekularnych medulloblastoma porownano kazda grupe wobec innych
typOw nowotworow nie posiadajacych diagnozy medulloblastoma i wyznaczono po
20 kandydatow na geny markerowe. Podobnie, jak w przypadku ependymoma, wybrano
20 gendéw markerowych o najwyzszej istotnosci statystycznej, a nastgpnie najwyzszej Sredniej

krotnosci zmiany ekspresji genow dla czterech grup molekularnych rdzeniaka (Tabela 7).
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Tabela 7. Geny markerowe dla czterech grup molekularnych medulloblastoma.

Srednia krotno$¢ Pozycja

Grupa Sonda Nazwa genu zmiany ekspresji znamiennosci

genow statystycznej
210134 x_at SHOX2 182,9 20
1552457 a at ADAMTSL1 67,8 19
208491 s_at PGM5 59,9 2
240746_s_at | LOC101927760 49,1 11
WNT 237974 _at NA 43,2 12
227759 at PCSK9 31,7 13
206892 _at AMHR2 29,9 5
224371 _at ADAMTSL1 23,8 4
238533 _at EPHA7 22,1 16
228518 at NA 1219 1
221336 _at ATOH1 30,9 3
227629 at PRLR 22,3 6
SHH 1561027 _at LOC646241 19,6 20
215104 at NRIP2 19,1 2
220429 at NDST3 16,0 18
239970 _at NA 12,3 12
236977 _at LOC646588 11,8 14
206841 _at PDE6H 678,5 10
206597_at NRL 214,2 3
206596_s_at NRL 102,9 1
1554069 _at EPHA8 102,8 13
Grupa 3 236099 _at NA 47,5 17
239317 _at NA 35,4 7
220111 _s_at ANO2 29,4 4
207080_s_at PYY 24,9 11
206047 _at GNB3 17,0 6
1559213 at LINC01419 3390,0 7
231631 _at NA 10,0 5
206536_s_at XIAP 8,7 3
Grupa 4 242555 at C160rf87 7,6 4
235727 _at KLHL28 6,1 17
226572_at SOCS7 59 18
234333 _at KIAA2022 52 1

Ze wzgledu na brak dobrych kandydatow wykazujacych wysokg ekspresje dla Grupy 4

medulloblastoma w przeprowadzonej analizie, zastosowano w kolejnych badaniach geny
markerowe zidentyfikowane przez Northcott i wsp. 2012 [81] tzn. KCNA1, SNCAIP, UNC5D,
RBM24, KHDRBS2 i CDH18.
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4.2.3. Geny markerowe dla CNS HGNET-BCOR i CNS HGNET-MN1
Nowotwory CNS HGNET-BCOR i CNS HGNET-MN1 wystepuja gtownie nadnamiotowo,
dlatego nie znaleziono wystarczajacej liczby guzow podnamiotowych do przeprowadzenia
analiz w celu identyfikacji gendéw markerowych. Zamiast tego postuzono si¢ genami
markerowymi dla tych nowotworéw, ktore zostaty zidentyfikowane podczas analizy guzow

nadnamiotowych i opisane w Tabeli 1 artykutu opublikowanego przez Lastowska i wsp. [82].

4.2.4. Podsumowanie analiz

Ostatecznie do analiz uzyto zestawu genow znajdujacych sie¢ w Tabeli 8. Podkreslone geny
zostaly dodatkowo wlaczone jako geny markerowe na podstawie danych literaturowych.
Dla grup PFA i PFB ependymoma dodano po jednym genie markerowym wedlug Witt i wsp.
[12], tzn. LAMA2 dla PFA i NELL2 dla PFB, natomiast dla podgrup molekularnych
PFAL i PFA2 wybrano po dwa geny markerowe na podstawie Pajtler i wsp. [83]. Ponadto dla
medulloblastoma i nowotworéw CNS HGNET-BCOR i CNS HGNET-MN1 wybrano geny na
podstawie doniesien Northcott i wsp. [84] oraz witasnej publikacji wspotautorskiej
Lastowska i wsp. [27, 60].

Tabela 8. Wyselekcjonowane geny, ktore postuzyly do zaprojektowania sond molekularnych uzywanych w

technologii NanoString.

Nowotwor Skrot Grupa Podgrupa Geny markerowe
molekularna molekularna
Markery EPN - CAPS, ECM2, FAM81B
ALDHI1L1, CXorf67,
SEA ) IGSF1, LAMA2, SLC6A13
Ependymoma EPN Al SKAP2, WIFL
A2 CNPY1, EN2
PEB ) C9orf72, CEP83, DNAH1,
NELL2, NXNL2
MYC - MYC
ACTL6B, MYC, MYCN,
Markery MB ] NEURODY1, SSTR2
ADAMTSL1, ALK, EMX2,
Medulloblastoma MB WNT - EPHA7, PCSK9, PGM5,
SHOX2, WIF2
SHH ] ATOH1, EYAL, HHIP,
NDST3, NRIP2, PRLR
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Grupa 3 -

ANO2, GABRA5, GNB3,
IMPG2, MYCC, NPRS,
NRL, PDC, PYY

Grupa 4 -

KCNA1, KHDRBS2,
MYCN, RBM24, SNCAIP,
UNCS5D

CNS HGNET

HGNET

BCOR -

BCOR, MMP15, MNX1,
RTN4RL1, SHISA8

MN1 -

APCDD1L, BEND2, SHOX

Geny referencyjne: ACTB, GAPDH, LDHA, TBB, TBP

4.3. Analiza ekspresji genow przy uzyciu technologii NanoString

Lacznie uzyskano 113 probek RNA wyizolowanych z 7 typéw nowotworow mozgu,
wystepujacych w lokalizacji podnamiotowej. Szczegdétowe dane znajduja si¢ w rozdziatach
dotyczacych poszczegdlnych analiz. Prezentacja réznic w ekspresji gendw wyrazona jest

w skali Log2.

4.3.1. Ependymoma podnamiotowe — ustalenie przynaleznosci do grupy

molekularnej

W celu ustalenia przynaleznosci do grupy molekularnej ependymoma wyizolowano w sumie
53 probek RNA. Z eksperymentu wytaczono 4 probki ze wzgledu na zla ocene jakosSci
materiatu. Ostatecznie hierarchicznej analizie skupien poddano 49 probek ependymoma
zlokalizowanych w tylnym dole czaszki. W celu ustalenia przynaleznoséci do grupy PFA lub

PFB uzyto zestawu 10 sond (Tabela 9).

Tabela 9. Geny markerowe uzyte w hierarchicznej analizie skupien w celu identyfikacji poszczegélnych
grup molekularnych ependymoma.

Grupa molekularna Wyselekcjonowane geny
PFA ALDH1L1, CXorf67, IGSF1, LAMA2, SLC6A13
PFB C9orf72, CEP83, DNAH1, NELL2, NXNL2

Hierarchiczna analiza skupien probek ependymoma w lokalizacji podnamiotowej wykazata, ze
41 probek nalezy do grupy molekularnej PFA, siedem przypadkow nalezy do grupy
molekularnej PFB, a jedna probka nie przynalezy do zadnej z grup i tym samym zostata

usuni¢ta z dalszych analiz (Rycina 8).

o7



PFB

——— DNAHI

NELL2
CEP83
Corfr2
NXNL2
LAMA2
ALDHIL1
SLC6A13

IGSF1
CXorf67

Rycina 8. Hierarchiczna analiza skupien 49 probek wykazala przynalezno$¢ do jednej z dwéch grup
molekularnych ependymoma. Czerwona gwiazdka oznaczono probke nie przynalezaca do zadnej z grup.
Skala kolorow przedstawia roznice w Log2 ekspresji genow.

Heterogennos$¢ grupy molekularnej PFA

Po ustaleniu przynaleznosci probek do grupy molekularnej PFA wykonano ponownie
hierarchiczng analiz¢ skupien w celu identyfikacji podgrup, ktéore moglyby pomodc
w doktadniejszej klasyfikacji pacjentow. Analizowano 41 probki ependymoma PFA z uzyciem
czterech sond (Tabela 10), majacych na celu zdefiniowa¢ podgrupg PFAL i PFA2,

Tabela 10. Geny markerowe uzyte w hierarchicznej analizie skupien w celu identyfikacji podgrup
molekularnych ependymoma PFA.

Podgrupa molekularna | Wyselekcjonowane geny
PFAL SKAP2, WIF1
PFA2 CNPY1, EN2

Po wykonaniu hierarchicznej analizy skupien probek nalezacych do podgrupy PFA z uzyciem
czterech sond wykazano, ze grupa molekularna PFA jest heterogenna i sktada si¢ z dwoch
podgrup. Wsérod 41 probek PFA, 32 przypadki grupowaty si¢ jako podgrupa molekularna
PFAL, a pozostate 9 nalezato do podgrupy molekularnej PFA2 (Rycina 9).
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Rycina 9. Hierarchiczna analiza skupien 41 probek PFA do jednej z dwéch podgrup molekularnych
ependymoma. Skala koloréw przedstawia réznice w Log2 ekspresji genow.

Analiza przynaleznos$ci do podgrup molekularnych guzow pierwotnych i wznowy

W bazie danych zidentyfikowano trzy przypadki nowotworow pierwotnych OUN (1, 2, 3),
w ktorych wystgpita wznowa procesu nowotworowego (1N, 2N, 3N). Dalo to mozliwos¢

sprawdzenia statusu podgrupy molekularnej w momencie wznowy nowotworu.

[ SKAP2
WIF1
[ CNPY1

EN2

Rycina 10. Hierarchiczna analiza skupien 6 probek do jednej z dwéch podgrup molekularnych
ependymoma. Skala koloréw przedstawia réznice w Log2 ekspresji genéw. 1, 2, 3 - guz pierwotny. 1N,2N,3N
- wznowa.

Po wykonaniu hierarchicznej analizy skupien probek wszystkie nowotwory pierwotne oraz ich

wznowy utrzymatly status podgrupy molekularnej PFA1 badz PFA2 (Rycina 10).
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4.3.2. Medulloblastoma — ustalenie przynaleznosci do grupy molekularnej

Ponizsza analiza obejmowata 41 guzoéw zdiagnozowanych jako medulloblastoma, w tym dwa
przypadki wznowy nowotworu. W celu ustalenia przynaleznosci do grupy WNT, SHH,
Grupy 3 i Grupy 4 uzyto zestawu 29 sond (Tabela 11). Zestaw zawieral sondy dla gendéw
markerowych dla poszczegoélnych grup, wyselekcjonowanych W niniejszej pracy oraz genéow
opublikowanych uprzednio przez Northcott i wsp. [81] i przedstawionych we wspoétautorskiej
pracy przez Lastowska i wsp. [27], (podkreslone w Tabeli 11). Dodatkowo uzyto sondy dla
onkogenu MYCN, charakterystycznego dla Grupy 4. Wobec rzadkiego wystepowania
medulloblastoma z grupy transkrypcyjnej WNT (ok. 10%), do analizy metoda NanoString
wiaczono 1 guz referencyjny, w ktorym w ramach badan diagnostycznych wykryto uprzednio
mutacje w genie CTNNB1. Zapewnito to obecno$¢ reprezentatywnego guza z grupy WNT

w analizowanej serii.

Tabela 11. Geny markerowe uzyte w hierarchicznej analizie skupien w celu identyfikacji poszczegolnych
grup molekularnych medulloblastoma.

Grupa molekularna Wyselekcjonowane geny
WNT ADAMTSLI, ALK, EMX2, EPHA7, PCSK9, PGM5, SHOX2, WIF2
SHH ATOHL, EYAL, HHIP, NDST3, NRIP2, PRLR
Grupa 3 ANO2, GABRAS, GNB3, IMPG2, MYCC, NPR3, NRL, PDC, PYY
Grupa 4 KCNA1, KHDRBS2, MYCN, RBM24, SNCAIP, UNC5D
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Rycina 11. Hierarchiczna analiza skupien 41 probek do jednej z czterech grup molekularnych
medulloblastoma. Czerwong strzalka oznaczono probke referencyjng dla grupy transkrypcyjnej WNT.
Skala kolorow przedstawia roznice w Log2 ekspresji genow.

Po wykonaniu hierarchicznej analizy skupien probek zidentyfikowano wszystkie cztery grupy
molekularne medulloblastoma (Rycina 11). Ostatecznie, do grupy transkrypcyjnej WNT
zaliczono 5 guzow, do grupy transkrypcyjnej SHH zaliczono 8 guzow, do Grupy 3 zaliczono
11 guzéw, do Grupy 4 zaliczono 11 guzdéw. Ponadto dwa nowotwory (Rycina 11,
probka 1i 1N) i kolejne cztery guzy nie wykazywaty przynaleznosci do czterech podstawowych
grup molekularnych. W zwigzku z tym, nowotwory 1, 1IN, 2, 3, 4, 4N uznano jako
niesklasyfikowane. Probki 1 i IN oraz 4 i 4N pobrane w trakcie diagnozy (1, 4) i nawrotu
choroby (1N, 4N) wykazuja podobny profil ekspresji genow w przypadku guza pierwotnego

I wznowy.
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Ze¢ wzgledu na to, ze obecno$¢ niesklasyfikowanych guzoéw mogla sugerowac ich
przynalezno$¢ do innych nowotworow niz medulloblastoma, przeprowadzono Kkolejng
hierarchiczng analiz¢ skupien powyzszych 41 guzéw, uzywajac trzech sond markerowych dla

calej grupy medulloblastoma, tzn. SSTR2, NEUROD1 i ACTL6B (Rycina 12).

medulloblastoma

] | |
| \%Taﬁﬁﬁmrﬁ%ﬁi%l

w12
| NEUROD1
| ACTL6B
SSTR?

Rycina 12. Hierarchiczna analiza skupien 41 probek w celu potwierdzenia diagnozy medulloblastoma. Skala
koloréw przedstawia réznice w Log2 ekspresji genéw.

Wyniki wykazaty, ze trzy niesklasyfikowane guzy (1, IN i 2) nie wykazaty ekspresji genow
markerowych medulloblastoma, co potwierdzito przypuszczenie, ze nowotwory te moga
reprezentowac inny rodzaj nowotworu. Wszystkie pozostate guzy wykazaty obecnosc¢ ekspresji

gendw markerowych, potwierdzajac tym samym rozpoznanie rdzeniaka.

4.3.3. Nowotwory CNS HGNET

Poniewaz w wynikach analiz przedstawionych na Rycinach 11 i 12 znalazly si¢ trzy guzy
niesklasyfikowane, uznano za zasadne przeprowadzenie dodatkowych analiz z guzami innymi
niz medulloblastoma, w celu potencjalnego wykrycia rzadkich i trudnych do zdiagnozowania

kategorii guzow.

Zbior tkanek zawierat trzy nowotwory, ktore byty juz uprzednio zakwalifikowane na podstawie
analizy profilu metylacji genéw jako CNS HGNET-BCOR (dwa guzy) oraz
CNS HGNET-MNL1 (jeden guz) wedtug Sturm i wsp. [56]. Te trzy guzy zostaly uzyte jako
probki referencyjne, gdyz grupujace si¢ z nimi inne probki bedg wskazywaty na takg samag

diagnoze.
CNS HGNET-BCOR vs. CNS HGNET-MN1

Jak zaznaczono w podrozdziale 5.2.3, do identyfikacji podnamiotowych nowotworow
CNS HGNET-BCOR oraz CNS HGNET-MNI1 uzyto sond zidentyfikowanych podczas analizy
guzdéw nadnamiotowych, ktére wymienione sa w ponizszej Tabeli 12.
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Tabela 12: Geny markerowe uzyte w hierarchicznej analizie skupien w celu identyfikacji
CNS HGNET-BCOR i CNS HGNET-MNL1.

Grupa molekularna Wyselekcjonowane geny markerowe
CNS HGNET-BCOR | BCOR, MMP15, MNX1, RTN4RL1, SHISA8
CNS HGNET-MN1 APCDDIL, BEND2, SHOX

We wstepnej analizie uzyto tylko trzech guzéw referencyjnych, aby sprawdzic,
czy hierarchiczna analiza skupien w programie nSolver przy pomocy wymienionych sond
pozwoli na takie same rozrdznienie tych guzow. Analizowano dwa nowotwory o diagnozie
CNS HGNET-BCOR oraz jeden nowotwor o diagnozie CNS HGNET-MNL, stosujac

zestaw 8 wymienionych wyzej sond (Rycina 13).
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Rycina 13. Hierarchiczna analiza skupien trzech guzéw referencyjnych. Skala koloréw przedstawia réznice
w Log2 ekspresji genow.

Stosujac hierarchiczng analize skupien probek wykazano, ze za pomocg wybranych sond mozna

odrézni¢ grupe molekularng CNS HGNET-BCOR od CNS HGNET-MNL.
Probka identyfikacja nowotworéw CNS HGNET-BCOR i CNS HGNET-MN1

Wykonano hierarchiczng analiz¢ skupien przy uzyciu 8 sond w grupie 91 podnamiotowych

guzoéw moézgu oraz 3 guzow referencyjnych dla grupy CNS HGNET. W grupie 91 guzéw

podnamiotowych  analizowano 48 przypadkow ependymoma, 36 przypadkow

medulloblastoma, jeden przypadek glejaka o wysokim stopniu ztosliwosci, 2 przypadki AT/RT
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i 4 przypadki CPC. W wyniku analizy (Rycina 14), oprocz guzdéw referencyjnych,
zidentyfikowano dwa nowe przypadki guzéw wykazujace profil ekspresji genéw CNS
HGNET-BCOR, jeden guz oznaczony BCOR-M, uprzednio rozpoznany jako medulloblastoma
i drugi oznaczony BCOR-G, rozpoznany pierwotnie jako glejak o wysokim stopniu zto§liwosci.
Nie zidentyfikowano natomiast zadnego nowego guza wykazujacego profil ekspresji genéw

CNS HGNET-MNL1.

Rycina 14. Hierarchiczna analiza skupien 3 guzéw referencyjnych (czerwona strzalka) i 91 badanych guzow
podnamiotowych. Czerwone strzalki wskazuja na dwa guzy referencyjne dla grupy CNS HGNET-BCOR
i jeden dla grupy CNS HGNET-MNL1. W analizowanej serii guzow zidentyfikowano dwa guzy o wysokiej
ekspresji sygnatury genowej dla CNS HGNET-BCOR. Skala kolorow przedstawia réznice w Log2 ekspresji
genow.

W celu potwierdzenia, ze wykryte dwa nowe przypadki CNS HGNET-BCOR wykazuja
odmienng diagnoz¢ niz medulloblastoma i glejak o wysokim stopniu ztosliwosci,

przeprowadzono dodatkowe analizy profilowania ekspresji genow.
CNS HGNET-BCOR vs. medulloblastoma

Do analizy ekspresji genéw uzyto cztery guzy wykazujace profil CNS HGNET-BCOR
(dwa guzy referencyjne i dwa nowo rozpoznane guzy BCOR-M i BCOR-G) oraz
36 przypadkow z rozpoznaniem medulloblastoma. Hierarchiczng analize skupien wykonano
przy uzyciu 8 sond, pigciu sond dla identyfikacji CNS HGNET-BCOR i trzech sond
markerowych dla medulloblastoma (Tabela 13).
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Tabela 13: Geny markerowe uzyte w hierarchicznej analizie skupien w celu identyfikacji CNS HGNET-
BCOR i medulloblastoma.

Nowotwor Wyselekcjonowane geny

CNS HGNET-BCOR | BCOR, MMP15, MNX1, RTN4RL1, SHISA8

medulloblastoma ACTL6, NEUROD1, SSTR2

Hierarchiczna analiza skupien wykazata dwa klastry, w tym klaster z ekspresja genéw o profilu
CNS HGNET-BCOR, ale z brakiem ekspresji genow markerowych dla medulloblastoma
(Rycina 15). Zawierat on guz BCOR-M, rozpoznany uprzednio jako medulloblastoma, jak
réwniez probke BCOR-G. Probka BCOR-M jest tozsama z probka oznaczong w poprzedniej
analizie jako numer 2 (Rycina 11, Rycina 12). Potwierdza to, ze profil molekularny tego guza
odpowiada rozpoznaniu CNS HGNET-BCOR, nie jest to wigc medulloblastoma.

CNS HGNET-BCOR medulloblastoma
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Rycina 15. Hierarchiczna analiza skupien 36 probek medulloblastoma, dwoch prébek referencyjnych CNS
HGNET-BCOR i dwoch nowo sklasyfikowanych probek BCOR-G i BCOR-M. Skala kolorow przedstawia
roznice w Log2 ekspresji genéw.

CNS HGNET-BCOR vs. glejaki

Wykonano dodatkowe analizy w celu potwierdzenia, ze guz zdiagnozowany uprzednio jako
HGG, a zidentyfikowany w analizie NanoString jako CNS HGNET-BCOR,
nie nalezy do glejakow. By przeprowadzi¢ hierarchiczng analize skupien wykonano ponowna
analiz¢ plikow CEL w celu identyfikacji genow markerowych dla glejakow. Analizowano tylko
rozlane glejaki linii $rodkowej H3 K27-altered, gdyz glejaki z grupy molekularnej
H3 G34-mutant nie wystepuja w lokalizacji podnamiotowej. Dlatego porownano 32 glejakoéw
z bazy GSE73038 do 199 pozostatych podnamiotowych nowotworéw OUN, co pozwolito na

uzyskanie 20 najbardziej znamiennych kandydatow na geny markerowe, wsrdd ktorych
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4 odznaczato si¢ wysokim poziomem ekspresji i zostalo wybrane dla przygotowania sond

i analizy nCounter (Tabela 14).

Tabela 14. Geny markerowe dla glejaka linii Srodkowej H3 K27-altered.

Srednia krotno$¢ Pozycja
Grupa Sonda Nazwa genu | zmiany ekspresji | znamiennoSci
genow statystycznej
206785_s_at NA 129,2 3
207723 _s_at KLRC3 72,9 2
213825 _at OLIG2 40,6 8
. 233562 _at LINCO00839 38,7 18
lrl‘r’li'asrr‘z di'sij; 210690_at KLRCA 29,0 1
H3 K27-altered 230463 _at NA 19,9 7
228170 _at OLIG1 16,6 20
233051 _at SLITRK2 13,9 16
222301 _at Clorf6l 8,9 5
1559402 _a at Clorf6l 7,6 10

Podobnie jak w poprzednich analizach do hierarchicznej analizy skupien uzyto czterech guzow
wykazujacych profil CNS HGNET-BCOR (dwa guzy referencyjne i dwa nowo rozpoznane
guzy BCOR-M i BCOR-G) oraz dwa dodatkowe guzy referencyjne glejakéw, oznaczone
w analizie jako G1 i G2. Analiz¢ wykonano przy uzyciu 9 sond, pi¢ciu sond dla identyfikacji
CNS HGNET-BCOR i czterech sond markerowych dla glejakow (Tabela 15, Rycina 16).

Tabela 15: Geny markerowe uzyte w hierarchicznej analizie skupien w celu identyfikacji
CNS HGNET-BCOR i glejaka.

Nowotwor Wyselekcjonowane geny markerowe

CNS HGNET-BCOR BCOR, MMP15, MNX1, RTN4RL1, SHISA8

glejak Clorf6l, KLRC3, OLIG1, OLIG2
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OLIG2
OLIGT
Clorf61
KLRC3
BCOR
SHISA8

MNX1 300

1.00

RTN4RL1 0.00

500

MMP15 200

BCOR-G
BCOR-M
G1
G2

BCOR REF 1
BCOR REF 2

Rycina 16. Hierarchiczna analiza skupien czterech prébek CNS HGNET-BCOR oraz dwéch préobek
referencyjnych nowotworéw pochodzenia glejowego (G1, G2).
Skala kolorow przedstawia réznice w Log2 ekspresji genow.

Klaster czterech probek z ekspresja genow o profilu CNS HGNET-BCOR, ale brakiem
ekspresji genow markerowych dla glejakéw, zawieral guz rozpoznany uprzednio jako glejak 0
wysokim stopniu ztosliwosci (BCOR-G) i medulloblastoma (BCOR-M). Potwierdza to, ze
profil molekularny tych guzéw odpowiada rozpoznaniu CNS HGNET-BCOR, nie sg to wiec

rowniez nowotwory pochodzenia glejowego.
4.4. Analiza immunohistochemiczna
4.4.1. Barwienie immunohistochemiczne w celu wykrycia ekspresji bialkka ALK

Uprzednio wykazano, ze obecno$¢ ekspresji biatka ALK jest markerem dla grupy
transkrypcyjnej WNT medulloblastoma. W przedstawionej analizie zbadano, czy ekspresja
biatka ALK moze by¢ pomocnym markerem w diagnostyce roznicowej WNT medulloblastoma
I innych guzéw wystepujacych 0 lokalizacji podnamiotowej. Materiatem poréwnawczym w
badaniach immunohistochemicznych byt rak splotu naczyniowkowego (CPC) 1 wyS$ciotczak

podnamiotowy.
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Rezonans magnetyczny

Immunohistochemia

Rycina 17. Barwienie immunohistochemiczne bialka ALK w przykladowych preparatach guzéw grupy
transkrypcyjnej WNT medulloblastoma, choroid plexus carcinoma (CPC) i ependymoma. Immunoekspresje
ALK wykazuje tylko medulloblastoma grupy WNT. Preparaty zostaly zeskanowane w oryginalnym
powie¢kszeniu 40x, powi¢kszenie cyfrowe wynosilo 20x.

Analiza immunohistochemiczna przeprowadzona na 23 preparatach medulloblastoma,
w tym 4 preparatach medulloblastoma grupy transkrypcyjnej WNT, 19 preparatach
ependymoma i 5 preparatach CPC wykazata obecno$¢ ekspresji biatka ALK w >50% komorek
w WNT medulloblastoma oraz brak ekspresji w preparatach raka splotu naczyniowkowego,

wysciotczaka i innych grup molekularnych medulloblastoma (Rycina 17).

4.4.2. Barwienie immunohistochemiczne w celu wykrycia ekspresji biatka BCOR

Obydwa guzy zidentyfikowane w trakcie analizy nCounter jako CNS HGNET-BCOR
(HGNET-BCOR-M i HGNET-BCOR-G) wykazaly obecno$¢ ekspresji genu BCOR na
poziomie RNA. Wykonano analiz¢ immunohistochemiczng w celu potwierdzenia obecnosci
ekspresji BCOR na poziomie biatka. Obydwa guzy wykazaty pozytywna jadrowa ekspresje
BCOR, w przeciwienstwie do braku immunoekspresji w kontrolnym preparacie

medulloblastoma (Rycina 18).
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Rycina 18. Barwienie immunohistochemiczne ekspresji biatka BCOR.

A — Jadrowa immunoekspresja BCOR w HGNET-BCOR-M

B — Jadrowa immunoekspresja BCOR w HGNET-BCOR-G

C - Brak ekspresji BCOR w medulloblastoma

Preparaty HGNET-BCOR zostaly zeskanowane w oryginalnym powiekszeniu 20x, preparat kontroli
medulloblastoma 10x.
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4.5. Korelacje biologiczno-kliniczne

W kolejnym etapie badan dokonano zestawienia wynikow analiz ekspresji gendw z danymi

klinicznymi pacjentéw w celu ustalenia korelacji kliniczno-patomorfologicznych. Wszyscy

pacjenci byli leczeni wedlug jednolitych protokoléw terapeutycznych, ustalonych przez

Polska Grupe ds. Neuroonkologii Dzieci¢cej (The Polish Pediatric Neurooncology Group,

PPNG), co gwarantuje wiarygodnos¢ wynikow dotyczacych analizy przezycia pacjentow.

4.5.1. Charakterystyka kliniczna ependymoma

Analiza przy uzyciu metody nCounter wykazata przynaleznos¢ 42 przypadkow ependymoma

do grupy PFA i 7 do grupy PFB. Ponadto wsréd grupy PFA wydzielono podgrupe PFAI

(32 guzy) oraz PFA2 liczba (9 guzdéw). Charakterystyke kliniczng dla poszczegodlnych

pacjentow przedstawiono w Tabeli 16.

Tabela 16. Dane kliniczne pacjentow z rozpoznaniem ependymoma.

Grupawg , . Stopien PFS OS
1D NanoString Ple¢ | Wiek wg Vl\)/H 0 Przerzuty | Wznowa | Zgon [miesigc] | [miesiac]
1 PFAL K 3 3 nie tak tak 7 74
2 PFAl K 1 3 nie tak tak 9 24
3 PFAl K 3 2 nie tak tak 4 12
4 PFAl M 2 3 nie tak tak 57 69
5 PFAl M 0,5 3 nie tak tak 31 31
6 PFAl K 1 3 nie tak tak 21 50
7 PFA1l M 3 2 nie tak tak 21 22
8 PFA1l M 4 2 nie nie - - -
9 PFAl M 0,5 2 tak nie - - -
10 PFAl M 5 3 nie tak tak 26 38
11 PFAl M 1 3 tak tak tak 44 100
12 PFA1l M 5 3 nie tak tak 21 24
13 PFAl M 1 3 tak nie - - -
14 PFAl K 1 3 nie tak nie 7 96
15 PFAl M 2 2 nie tak nie 41 108
16 PFAl K 1 2 nie tak nie 5 72
17 PFALl M 2 3 nie nie nie 120 120
18 PFAl M 5 3 nie nie nie 38 38
19 PFALl M 2 3 nie nie nie 46 46
20 PFAl K 2 2 nie tak nie 9 84
21 PFAl M 2 3 nie tak tak 9 38
22 PFA1l M 3 - nie nie - - -
23 PFAl M 13 3 nie tak tak 26 62
24 PFA1l M 10 3 nie tak tak 11 19
25 PFAl M 4 2 nie tak tak 18 35
26 PFAl K 4 3 nie tak nie 40 228
27 PFAl K 3 3 nie nie nie 150 150
28 PFAl K 5 3 nie nie nie 156 156
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29 PFA1 M 5 3 nie nie nie 30 30
30 PFA1 K 8 3 nie tak nie 11 23
31 PFA1 K 9 2 nie nie nie 180 180
32 PFA1 K 5 3 nie tak tak 108 108
33 PFA2 M 0,5 3 nie tak tak 16 16
34 PFA2 M 2 3 nie tak tak 34 41
35 PFA2 M 1 3 nie tak tak 9 78
36 PFA2 M 0,5 3 nie tak tak 28 67
37 PFA2 M 3 3 nie tak tak 56 58
38 PFA2 M 2 2 nie tak nie 24 132
39 PFA2 M 3 2 nie nie nie 72 72
40 PFA2 M 11 2 - nie nie 84 84
41 PFA2 M 10 2 nie nie nie 28 28
42 PFB M 8 3 tak nie nie 192 192
43 PFB K 13 2 nie nie nie 108 108
44 PFB M 4 3 nie nie nie 204 204
45 PFB M 11 3 nie nie nie 192 192
46 PFB M 9 2 nie nie nie 84 84
47 PFB M 7 2 nie nie nie 48 48
48 PFB K 6 2 nie nie tak - -

M - ple¢ meska; K — ple¢ zenska; OS - przezycie calkowite, ang. overall survival; PFS - przezycie wolne od
progresji choroby, ang. progression-free survival;
Symbol myslnika oznacza brak danych. Pacjenci o identyfikatorze 8, 9, 13, 22 i 47 zostali usunieci z

analizy krzywych przezycia wg Kaplana-Meiera ze wzgledu na zgon niezwigzany z choroba nowotworowa
badz brak informacji o pacjencie.

Charakterystyka kliniczna grup molekularnych PFA i PFB

Wiek pacjentéw. Srednia wieku w czasie diagnozy dla pacjentéow z grupy molekularnej PFA

wynosi 3,6 lat, a dla pacjentow z grupy molekularnej PFB wynosi 8,3 lat (Tabela 17). Aby

sprawdzi¢ rdwnos$¢ wariancji wykonano test Levene’a, a nastgpnie odczytano poziom istotnosci

testu t-Studenta dla prob niezaleznych. Wynik testu Levene’a wynosi 0,962 i wskazuje na

homogeniczno$¢ wariancji. Wynik testu t-Studenta wynosi p = 0,001 1 wskazuje, ze wiek

pacjentow w grupie PFA jest znamiennie nizszy niz w grupie PFB.

Tabela 17. Wiek pacjentow z grup molekularnych ependymoma.

Grupa Liczba Srednia Odchylenie Blad standardowy
molekularna pacjentéw wieku standardowe Sredniej
PFA 41 3,6 3,140 0,490
PFB 7 8,3 3,039 1,149
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Ple¢ pacjenta, stopien wg WHO guza, obecnos¢ przerzutéw. Nie wykazano korelacji pomiedzy

przynaleznoscig do grup molekularnych a plcig pacjenta (Tabela 18), stopniem agresywnosci

nowotworu wedlug WHO (Tabela 19) oraz obecnoscia przerzutéw (Tabela 20).

Tabela 18. Grupa molekularna ependymoma i ple¢ pacjenta.

Ple¢ PFA PFB Ogdlem Test Fishera
Dziewczgta 13 2 15 p = 1 istotno§¢ dwustronna
Chtopcy 28 5 33 p = 0,622 istotno$¢
Ogolem 41 7 48 jednostronna

Tabela 19. Grupa molekularna ependymoma i stopien agresywnosci nowotworu wg WHO.

WHO PFA PFB Ogolem Test Fishera
g ;:; ;1 ;g p = 0,235 istotno$¢ dwustronna
: p = 0,203 istotno$¢ jednostronna
Ogotem 40 7 47

Tabela 20. Grupa molekularna ependymoma i obecnos¢ przerzutow.

Przerzuty PFA PFB Ogdlem Test Fishera
Tak 3 1 4
Nie 37 6 43

Ogotem 40 7 47

p = 0,488 istotnos¢ dwustronna
p = 0,488 istotnos¢ jednostronna
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Analiza przezycia wg Kaplana-Meiera

Wykonano analize¢ przezycia OS oraz PFS dla pacjentow z grupy PFA i PFB (Rycina 19,
Rycina 20).

Wykres przezycia catkowitego (OS)
Kaplana-Meiera dla grupy PFA i PFB ependymoma

100 s bt —— PFA
=& PFB

(4]
o
raa s aa sl
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50 100 150 200 250
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Rycina 19. Krzywa OS wg Kaplana-Meiera dla grup molekularnych PFA i PFB. Poziom istotnosci
Log Rank (Mantel-Cox) wynosi 0,026.

Whiosek: Pacjenci z grupy molekularnej PFA maja znamiennie gorsze szanse na przezycie niz

pacjenci z grupy PFB.

Wykres przezycia wolnego od postepu choroby (PFS)
Kaplana-Meiera dla grupy PFA i PFB ependymoma

100: ' I I 1 —i—, PFA
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Rycina 20. Krzywa PFS wg Kaplana-Meiera dla grup molekularnych PFA i PFB. Poziom istotnosci
Log Rank (Mantel-Cox) wynosi 0,013.

Whiosek: Pacjenci z grupy molekularnej PFA maja znamiennie gorsze szanse na przezycie

wolne od wznowy choroby niz pacjenci z grupy PFB.
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Charakterystyka kliniczna podgrup molekularnych PFAL i PFA2

Wiek pacjentéw. Srednia wieku w czasie diagnozy dla pacjentéw z podgrupy molekularnej

PFA1 wynosi 3,8 lat a w przypadku podgrupy PFA2 wynosi 2,8 lat (Tabela 21). Aby sprawdzié
rowno$¢ wariancji wykonano test Levene’a, a nastepnie odczytano poziom istotnosci testu
t-Studenta dla prob niezaleznych. Wynik testu Levene’a wynosi 0,094 i wskazuje na
homogeniczno$¢ wariancji. Wynik testu t-Studenta wynosi p = 0,460 i wskazuje, ze wiek

pacjentow w grupie PFA1 1 PFA2 nie r6zni si¢ istotnie statystycznie.

Tabela 21. Wiek pacjentow z podgrup molekularnych ependymoma.

. . . . Blad
Podgrupa molekularna L'.CZba,l Sr?dma Odchylenie standardowy
pacjentéw wieku standardowe . .
sredniej
PFA1 32 3,6 2,935 0,519
PFA2 8 2,8 3,093 1,094

Pleé pacijenta, stopien zto§liwo$ci histopatologicznej wg WHO, obecno$¢ przerzutdéw

W analizowanej serii pacjentow grupa PFAZ2 sktadata si¢ wylacznie z pacjentow ptci meskiej,
co mialo wplyw na znamienny wynik analizy statystycznej (Tabela 22). Natomiast
nie wykazano korelacji pomigdzy przynaleznosciag do podgrup molekularnych a stopniem
agresywnos$ci nowotworu wedtug WHO (Tabela 23) i obecnoscia przerzutow (Tabela 24).

Tabela 22. Podgrupa molekularna ependymoma i ple¢ pacjenta.

Pleé PFA1 PFA2 | Ogolem Test Fishera
Dziewczeta 13 0 13
Chiopcy 19 8 27
Ogolem 32 8 40

p = 0,037 istotno$¢ dwustronna
p = 0,029 istotno$¢ jednostronna

Tabela 23. Podgrupa molekularna ependymoma i stopien agresywnosci nowotworu wg WHO.

WHO PFA1 PFA2 | Ogolem Test Fishera
2 9 3 12
3 22 5 27
Ogotem 31 8 39

p = 0,682 istotnos¢ dwustronna
p = 0,473 istotnos¢ jednostronna

Tabela 24. Podgrupa molekularna ependymoma i obecno$é przerzutow.

Przerzuty PFA PFB Ogotem Test Fishera
Tak 29 8 37 PR .
Nie 3 0 3 p = 1,0 istotno$¢ dwustronna
Ogdlem 30 3 20 p = 0,502 istotnos¢ jednostronna
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Analiza przezycia wg Kaplana-Meiera
Wykonano analiz¢ przezycia OS oraz PFS dla pacjentow z grupy PFA1 i PFA2 (Rycina 21,
Rycina 22).

Wykres przezycia catkowitego (OS)
Kaplana-Meiera dla podgrupy PFA1 i PFA2 ependymoma
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Rycina 21: Krzywa OS wg Kaplana-Meiera dla podgrup molekularnych PFA1 i PFA2. Poziom istotnosci
Log Rank (Mantel-Cox) wynosi 0,822.

Whiosek: Brak korelacji pomigedzy przynalezno$cig do podgrupy molekularnej PFA1 i PFA2

a przezywalno$cig pacjentow.

Wykres przezycia wolnego od postepu choroby (PFS)
Kaplana-Meiera dla grupy PFA i PFB ependymoma
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Rycina 22. Krzywa PFS wg Kaplana-Meiera dla podgrup molekularnych PFAL i PFA2. Poziom istotnosci
Log Rank (Mantel-Cox) wynosi 0,989.

Whiosek: Brak korelacji pomiedzy przynaleznosciag do podgrupy molekularnej PFA1 i PFA2

a wystgpieniem wznowy pProcesu nowotworowego.
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4.5.2. Charakterystyka kliniczna medulloblastoma

Przy pomocy analizy nCounter zidentyfikowano 5 guzoéw przynalezacych do grupy
transkrypcyjnej WNT, 8 guzoéw do grupy transkrypcyjnej SHH, 12 guzéw do Grupy 3
1 11 guzow do Grupy 4. Charakterystyka kliniczna i histopatologiczna poszczegdlnych

pacjentow przedstawiona jest w Tabeli 25 (str. 77).

76



Tabela 25. Dane kliniczne pacjentow z rozpoznaniem medulloblastoma. Lokalizacja, skréty: Pétkula — dotyczy pétkul mézdzku, CPA — kat mostkowo-mézdzkowy. Histopatologia: MBEN — rdzeniak o
zwiekszonej guzkowato$ci (medulloblastoma with extensive nodularity), NOS MB — rdzeniak NOS (not otherwise specified medulloblastoma), LCA — rdzeniak olbrzymiokomérkowy (large cell anaplastic
medulloblastoma), DM — rdzeniak desmoplastyczny (desmoplastic medulloblastoma). PFS - przezycie wolne od progresji choroby (progression-free survival); OS - przezycie calkowite (overall survival);

Symbol mys$lnika oznacza brak danych.

ID | NanoString | Ple¢ | Wiek | Histopatologia | Lokalizacja | Przerzuty | Wznowa Zgon PFS [miesiac] | OS [miesiac]
1 MB-WNT M 11 klasyczny CPA tak nie nie 193 193
2 MB-WNT K 12 klasyczny posrodkowa - nie nie 108 108
3 MB-WNT K 12 klasyczny posrodkowa nie nie nie 60 60
4 MB-WNT M - - - tak nie nie 36 36
5 MB-WNT M 14 klasyczny posrodkowa nie - - - -
6 MB-SHH K 11 LCA polkula tak tak tak 14 19
7 MB-SHH M 2 LCA polkula nie tak tak 4 5
8 MB-SHH M 2 DM polkula nie tak nie 24 158
9 MB-SHH K 1 DM - nie tak nie 25 84
10 MB-SHH K 15 DM polkula nie nie nie 112 112
11 MB-SHH K 18 DM polkula nie nie nie 130 130
12 MB-SHH M 1 MBEN polkula nie nie nie 111 111
13 MB-SHH M 1 DM poikula nie nie nie 115 115
14 | MB-Grupa 3 M 8 NOS MB posrodkowa - tak tak 3 5
15 | MB-Grupa 3 M 2 klasyczny - tak tak tak 8 24
16 | MB-Grupa 3 M 13 klasyczny posrodkowa tak tak tak 19 27
17 | MB-Grupa 3 M 11 LCA posrodkowa nie nie nie 122 122
18 | MB-Grupa 3 M 5 klasyczny posrodkowa nie nie nie 69 69
19 | MB-Grupa 3 M 6 klasyczny posrodkowa tak nie nie 108 108
20 | MB-Grupa 3 M 4 klasyczny posrodkowa nie nie nie 60 60
21 | MB-Grupa 3 M 4 klasyczny CPA tak nie nie 74 74
22 | MB-Grupa 3 M 5 klasyczny - nie nie nie 60 60
23 | MB-Grupa 3 M 5 klasyczny posrodkowa nie nie nie 184 184
24 | MB-Grupa 3 K 5 klasyczny posrodkowa tak nie nie 116 116
25 | MB-Grupa 4 M 17 LCA posrodkowa nie tak tak 22 23
26 | MB-Grupa 4 M 15 NOS MB posrodkowa tak tak tak 60 97
27 | MB-Grupa 4 M 7 klasyczny posrodkowa - nie nie 168 168
28 | MB-Grupa 4 M 6 klasyczny posrodkowa tak nie nie 120 120
29 | MB-Grupa 4 M 9 LCA posrodkowa nie nie nie 70 70
30 | MB-Grupa4 K 8 klasyczny - tak nie nie 60 60
31 | MB-Grupa4 K 6 klasyczny - nie nie nie 84 84
32 | MB-Grupa4 K 8 LCA - nie nie nie 60 60
33 | MB-Grupa 4 M 9 LCA posrodkowa tak nie nie 74 74
34 | MB-Grupa 4 K 6 klasyczny posrodkowa nie - tak 12 12
35 | MB-Grupa 4 K 6 LCA - tak - tak - -
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Charakterystyka kliniczna grup molekularnych medulloblastoma

Wiek: Srednia wieku w czasie diagnozy dla pacjentoéw z poszczegdlnych grup przedstawiona
jest w Tabeli 26. Wykonano test jednoczynnikowy ANOVA, ktory wykazal znamiennos$¢ na
poziomie p = 0,040.

Tabela 26. Wiek pacjentéw z grup molekularnych medulloblastoma.

Grupa molekularna Srednia wieku Wariancja

MB-WNT 12,3 4,7

MB-SHH 51 2,7

MB-Grupa 3 6,3 1,6

MB-Grupa 4 8,8 1,7

Jednoczynnikowa ANOVA | istotno$¢ 0,040 dla MB-WNT vs. pozostate grupy

Whiosek: Pacjenci z grupy molekularnej WNT w czasie diagnozy sa znamiennie starsi

od pacjentéw z pozostatych grup.

Podtyp histopatologiczny medulloblastoma

Oceniono zwigzek pomiedzy podtypem klasycznym, LCA i DM/MBEN a przynaleznos$cia
do grupy molekularnej. Wystgpowanie podtypu DM zwigzane jest znamiennie
z przynalezno$cig do grupy transkrypcyjnej SHH (test Chi? istotno$¢ asymptomatyczna
wynosi 0,0001).

Lokalizacja guza

Oceniono zwigzek pomiedzy posrodkowa lub boczng (potkule mézdzku lub CPA) lokalizacja
guza, a przynaleznosciag do grupy molekularnej. Wystepowanie bocznej lokalizacji guza
zwigzane jest znamiennie z przynalezno$cia do grupy transkrypcyjnej SHH (test Chi?,

istotno$¢ asymptomatyczna wynosi 0,0001).

Ple¢ pacjenta, obecnos¢ przerzutOw

Nie wykazano korelacji pomigdzy przynaleznoscig do grup molekularnych a ptcig pacjenta
(test Chi?, istotno$¢ asymptomatyczna wynosi 0,139), ani obecno$cia przerzutow (test Chi?,

istotno$¢ asymptomatyczna wynosi 0,303) w analizowanej serii pacjentow.
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Analiza przezycia wg Kaplana-Meiera

Wykonano analiz¢ przezycia OS i PFS dla pacjentéw z grup transkrypcyjnej WNT, SHH oraz
Grupy 3 i Grupy 4 (Rycina 23, Rycina 24).

Wykres przezycia catkowitego (OS)
Kaplana-Meiera dla medulloblastoma
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Rycina 23. Krzywa OS wg Kaplana-Meiera dla grup transkrypcyjnych WNT, SHH, Grupy 3 i Grupy 4
medulloblastoma. Poziom istotno$ci Log Rank (Mantel-Cox) wynosi 0,745.

Wykres przezycia wolnego od postepu choroby (PFS)
Kaplana-Meiera dla medulloblastoma
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Rycina 24. Krzywa PFS wg Kaplana-Meiera dla grup transkrypcyjnych WNT, SHH, Grupy 3 i Grupy 4
medulloblastoma. Poziom istotno$ci Log Rank (Mantel-Cox) wynosi 0,442.

Whiosek: Analizy statystyczne nie wykazaly réznicy pomiedzy przynaleznoscia do grupy
molekularnej i przezyciem pacjenta. Niemniej wszyscy czterej pacjenci z grupy transkrypcyjnej

WNT zyja od 36 do 193 miesiecy od rozpoznania bez objawow nawrotu choroby.
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4.5.3. Charakterystyka kliniczna CNS HGNET-BCOR

Analiza nCounter 91 podnamiotowych guzéw mozgu ujawnita dwa nowotwory z pozytywna

sygnaturg genow markerowych dla CNS HGNET-BCOR. Tabela 27 przedstawia dane

Kliniczne tych dwoch pacjentow.

Tabela 27. Dane kliniczne pacjentow z grupy molekularnej CNS HGNET-BCOR.

Grupa . . Diagnoza L PFS (O]
molekularna/iD Ple¢ | Wiek oryginalna Lokalizacja | Przerzuty | Wznowa | Zgon (miesiac| | [miesiac|
CNS HGNET-

BCOR/ M 9 glejak most mézgu nie tak tak 29 31

BCOR-G
CNS HGNET- Stkul

BCOR/ K | 25 | rdzeniak PO nie nie nie 66 66

BCOR-M moézdzku

Wykazano odmienng charakterystyke kliniczng pacjentéw nalezacych do grupy nowotworow
CNS HGNET-BCOR. Oryginalne diagnozy byty rézne, w przypadku nowotworu BCOR-G
pierwotnie rozpoznano glejaka, a w przypadku BCOR-M - medulloblastoma. Obydwa
przypadki sklasyfikowane jako CNS HGNET-BCOR posiadaly takze odmienne lokalizacje.
Guz BCOR-G zlokalizowany byl w mos$cie m6zgu, natomiast BCOR-M zlokalizowany byt w
potkuli moézdzku. Obydwa przypadki roznig si¢ réwniez wiekiem w czasie diagnozy
(2,5 lat w przypadku BCOR-G i 9 lat w przypadku BCOR-M), picig pacjenta i, co istotne,
w przypadku BCOR-G wystapieniem wznowy choroby ok. 2,5 roku od postawienia

rozpoznania.
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5. Dyskusja

W  wigkszosci szpitali 1 laboratoriow patomorfologicznych tkanki nowotworow
przechowywane s3 w formie bloczkéw parafinowych, stanowigc tym samym zasoby
do wykorzystania i poszerzenia wiedzy o ich biologii [71, 73]. Zgromadzona ogromna ilo$¢
materialu archiwalnego FFPE wykorzystywana jest przede wszystkim do badan
histopatologicznych i immunohistochemicznych. Wynika to z faktu, ze w trakcie utrwalania
materialu  za pomocg formaliny 1 parafiny, tkanki poddawane sa procedurom
fizykochemicznym, ktore wptywaja negatywnie na integralno$¢ kwasow nukleinowych [85].
Poza tym, material starzejgc si¢ ulega dodatkowym zmianom, ktore poteguja niekorzystny
wpltyw na struktury zatopione w bloczku parafinowym. Procedura utrwalania, odwadniania
I zatapiania materialu w bloczki parafinowe moze ro6zni¢ si¢ w poszczegolnych osrodkach,
co powoduje, ze trudno jest o ujednolicenie badan prowadzonych w oparciu o taki material
[71, 86, 87]. Byto to powodem eliminowania probek FFPE z uzycia w niektorych technikach
biologii molekularnej, takich jak gRT-PCR, mikromacierze, czy sekwencjonowanie nowej
generacji. Dla uzyskania wiarygodnych wynikow metody te wymagaja pracy z RNA
posiadajacym wysoki stopien integralnosci, definiowany jako wspotczynnik RIN oraz wysoka
czystos$¢, trudng do osiaggnigcia w przypadku probek FFPE. Dlatego, bioragc pod uwage
powyzsze uwarunkowania, wskazane jest zabezpieczanie materialtu mrozonego w celu
utrzymania wysokiej jakosci RNA z badanych tkankach, co stwarza dodatkowe problemy
organizacyjne i finansowe dla przeprowadzenia rutynowej diagnostyki.

W przeprowadzonych obecnie badaniach podjgto probe wykorzystania materiatu FFPE
w oparciu o analiz¢ nCounter technologii NanoString w celu klasyfikacji molekularnej
podnamiotowych nowotworéw OUN u dzieci i zaproponowania wprowadzenia tego typu
diagnostyki do rutynowej pracy laboratoriéw szpitalnych. Technologia NanoString opiera sig
na zasadzie hybrydyzacji komplementarnej czasteczki sondy molekularnej do analizowanej
czasteczki RNA, podobnie jak w przypadku mikromacierzy, nie wymaga jednak koniecznosci
przepisywania RNA na cDNA, ani amplifikacji kwasu nukleinowego. Sprawia to, ze
zdegradowany RNA pochodzacy z materiatu tkankowego FFPE nadaje si¢ do przeprowadzenia
analizy profilowania poziomu ekspresji gendéw. Rownoczesnie mozna analizowac 12 probek,
a wstepne przygotowanie do analizy obejmuje wylacznie izolacje RNA 1 jego rozcienczenie.
Praca z uzyskanym RNA oraz pdzniejsza hybrydyzacja tego materialu z sondami pozwala na

uzyskanie wyniku szybciej niz w przypadku standardowych technik biologii molekularne;.
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I tak, w przypadku uzycia systemu analiz nCounter wynik analizy ekspresji genoéw
otrzymujemy w dwa dni, co stanowi duzg zalete, zwlaszcza W przypadkach guzow o duzej
inwazyjnosci, wymagajacych natychmiastowego wdrozenia terapii. Poréwnujac to do
sekwencjonowania, np. przy uzyciu platformy Illumina MiSeq RNAseq, omijamy etap
odwrotnej transkrypcji, fragmentacji materiatu, a takze konstrukcji biblioteki. Wyniki analizy
nCounter sg prostsze do interpretacji niz te uzyskane przy sekwencjonowaniu, gdzie wymagana

jest znajomos¢ zaawansowanych metod bioinformatycznych [88].

Niewatpliwie najwiekszym ograniczeniem stosowania technologii NanoString jest wyjatkowo
droga aparatura. Poza tym, aktualnie produkowane kartridze NanoString ograniczaja
analizowanie probek do 12. Majac na uwadze ich potencjalne wykorzystanie do diagnozowania
guzow dziecigcych, np. medulloblastoma grupy transkrypcyjnej WNT, jedno miejsce na
kartridzu powinno zosta¢ zuzyte na probe referencyjng. Zataczenie probek referencyjnych dla
innych rzadkich grup molekularnych jest takze konieczne, aby uzyska¢ jednoznacznie

poréwnywalny profil dla analizowanego guza.

Pomimo swoich ograniczen technologia NanoString staje si¢ metodg coraz czg¢éciej stosowana
do badania ekspresji genéw wiasnie dzigki mozliwosci stosowania materiatu FFPE. Ten rodzaj
analizy znalazt juz zastosowanie w onkologii, immunologii, weterynarii, naukach rolniczych,
jak rébwniez neurobiologii, czy medycynie regeneracyjnej. Wickszos¢ prac opublikowanych
do 2021 roku skupia si¢ na wykorzystaniu paneli onkologicznych, takich jak PanCancer 10360,
czy Tumor Signaling 360, mozliwych do uzycia na probkach guzéw ludzkich i mysich. Panele
onkologiczne NanoString sg uzywane réwniez w przypadku badan klinicznych, w tym do
profilowania immunogenetycznego potrdjnie negatywnego raka piersi [89]. Wykazano, ze
profilowanie molekularne wykonane za pomoca panelu PanCancer I0360 pomaga w ustaleniu,
ktore pacjentki maja najwicksze prawdopodobienstwo wznowy choroby nowotworowe;j
i $mierci po otrzymaniu terapii neoadjuwantowej. Natomiast panel PanCancer Pathways
wykorzystano do profilowania ekspresji 770 gendow zaangazowanych w 13 $ciezek

sygnatowych w badaniu klinicznym dotyczacym raka trzustki [90].

W roku 2012 opublikowano pierwsza pracg, wykorzystujaca analiz¢ nCounter technologii
NanoString jako metode uzupetniajaca proces diagnostyczny w onkologii dziecigcej [84].
Badania dotyczyly identyfikacji czterech odrebnych grup molekularnych medulloblastoma.
Wykazano, ze analiza nCounter moze sta¢ si¢ szybszym i bardziej ekonomicznym narzgdziem
diagnostycznym w poroéwnaniu ze skomplikowang technikg mikromacierzy i facznie z oceng
histopatologiczng pozwala na postawienie precyzyjnej, zintegrowanej diagnozy.
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W  neuroonkologii dziecigcej istnieje wyrazna konieczno$¢ stosowania molekularnej
klasyfikacji nowotworéw OUN, ktora pomoze usprawni¢ stratyfikacje pacjentow do grup
ryzyka, planowanie badan klinicznych oraz projektowanie kolejnych badan naukowych,
majacych na celu charakterystyke biologiczng poszczegolnych grup molekularnych. Wigkszos$¢
przypadkéw nowotworéw OUN wieku dzieciecego posiada specyficzne mutacje, rozne profile
metylacji DNA i wykazuje znaczng heterogenno$¢ molekularna, ktéra w wielu przypadkach nie

koreluje z podtypem histologicznym guza.

Ocena morfologiczna pozostaje technikg subiektywng i moze sprawiaé duze problemy
w diagnostyce réznicowej ze wzgledu na podobienstwo obrazu histopatologicznego roéznych
typow nowotwordw. Przynaleznos$¢ do podtypu histologicznego nowotworu nie definiuje grupy
molekularnej i odwrotnie. | tak, w przypadku czterech grup molekularnych medulloblastoma,
podtyp klasyczny moze wystepowac zarowno w dobrze rokujacej grupie transkrypcyjnej WNT,
jak i w Zle rokujacej Grupie 3, czy Grupie 4. Natomiast podtyp LCA, powigzany z gorszym
przezyciem pacjentow, obserwowany jest nickiedy w przypadkach grupy transkrypcyjnej WNT
i grupy SHH. W zwiazku z tym, w dwoch ostatnich klasyfikacjach WHO nowotworéw OUN
z 2016 i 2021 roku podkreslono, ze rozpoznanie medulloblastoma wytacznie na podstawie
obrazu histologicznego jest niewystarczajace i powinno by¢ uzupetnione o ocen¢ podtoza

molekularnego.

Jako kolejny przyktad moze postuzy¢ ependymoma, gdzie do tej pory nie ustalono jednolitych
kryteriow definiowania 2 i 3 stopnia ztosliwosci histopatologicznej wedtug WHO. W 2011 roku
podjeto probe opracowania ulepszonego schematu oceny morfologicznej tego nowotworu [70].
Badania obejmowatly trzyetapowa analizg¢ histopatologiczng 229 przypadkow ependymoma
przez pigciu doswiadczonych neuropatologow. Ujednolicenie procedury okazalo si¢ trudne do
osiggniecia ze wzgledu na podobienstwo morfologiczne w obu stopniach ztosliwosci,
jak rowniez subiektywna oceng¢ anaplazji. Obecnie uwaza si¢, ze okreSlenie drugiego lub
trzeciego stopnia ztosliwosci histopatologicznej nie posiada istotnego znaczenia klinicznego,

wobec czego niezbedne jest uzupetnienie oceny patomorfologicznej o badanie molekularne.

Wieloosrodkowa praca badawcza z 2016 roku, obejmujagca analiz¢ profili metylacji DNA
w 323 przypadkach PNET i 211 guzow referencyjnych, byla kamieniem milowym,
wyznaczajacym nowe zasady diagnostyczne nowotworow OUN. Wyodrebnienie czterech
nowych typow nowotworow z puli guzow typu PNET utwierdzito badaczy w przekonaniu, ze
zastosowanie technik biologii molekularnej jest jedynym sposobem, niezbednym

do opracowania nowych zasad klasyfikacji guzé6w OUN. Udowodniono wtedy, ze wigkszo$¢
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PNET-6w mozna zaklasyfikowa¢ do istniejacych juz rodzajow nowotwordw, a wykryte cztery
nowe typy nowotworéw posiadaja unikalne zmiany genetyczne i odmienng charakterystyke
kliniczng. Wyniki tej pracy staly si¢ powodem usuni¢cia kategorii PNET z czwartej aktualizacji
klasyfikacji WHO guzow OUN. Bioragc pod uwage rzadkie wystepowanie nowych typow
nowotworow, omawiane badania stanowily najbardziej pokazne zrédto wiedzy o tych guzach
do 2019 roku. Wedlug wstepnych danych, pacjenci z nowotworami CNS HGNET-MN1
I CNS NB-FOXR2 posiadaja dobre rokowanie, w przeciwienstwie do pacjentow z diagnoza
CNS HGNET-BCOR. Chociaz te nowe kategorie nowotworéw nie zostaty dotychczas ujete w
klasyfikacji WHO 2016, przewidywane byto wpisanie ich do nastepnego wydania klasyfikacji
ze wzgledu na duze znaczenie kliniczne [91, 92]. W trakcie pisania tej pracy ukazata si¢ nowa
klasyfikacja WHO CNS2021 [1], w ktorej niektore z omawianych guzow zostaly juz

uwzglednione.

Dzigki analizie profilu metylacji DNA, czy zastosowaniu sekwencjonowania, mozliwe jest
wytypowanie grup molekularnych, w tym czterech opisanych wcze$niej nowych nowotworow
OUN [82]. Metody te, mimo swojej doktadnosci, pozostaja trudne do wprowadzenia
do rutynowej praktyki szpitalnej. Poszukiwania markeréw molekularnych dla tych czterech
typow guzow zaowocowato opublikowang przez nas w 2020 pracg [60], ktora potwierdzita
mozliwos¢ uzycia analizy nCounter do rozrézniania CNS HGNET-BCOR,
CNS HGNET-MN1, CNS NB-FOXR2 oraz CNS EFT-CIC za pomoca unikalnej sygnatury
genowej. Badania przeprowadzono na 187 guzach pediatrycznych o wysokim stopniu
ztosliwosci, ktore oprocz analizy ekspresji genow obejmowaty rowniez charakterystyke
kliniczng pacjentow 1 ocen¢ histopatologiczng preparatow. Nalezy zaznaczy¢, ze
w opublikowanej pracy znajdowaly si¢ takze guzy analizowane w niniejszej pracy doktorskie;j.
Wsrod puli analizowanych guzéw znaleziono 14 guzéw o sygnaturach CNS HGNET-BCOR,
CNS HGNET-MN1, CNS NB-FOXR2 i CNS EFT-CIC, co stanowito 7,4% wszystkich
analizowanych probek (w porownaniu do 23,8% udokumentowanych przez Sturm i wsp.
gdzie analizowano tylko guzy z rozpoznaniem PNET) [56]). Wiekszos¢ przebadanych
nowotworow posiadato lokalizacj¢ nadnamiotowa. Rzadka wykrywalnos$¢ tych guzow, jak
rowniez czeste ich bledne zaklasyfikowanie, dodatkowo wskazuje na konieczno$¢ wdrozenia

ujednoliconej diagnostyki molekularnej.

W niektorych kategoriach guzow mozgu o lokalizacji podnamiotowej nie zidentyfikowano
specyficznych mutacji, czy aberracji chromosomalnych, ktére moglyby postuzyé jako

molekularne markery diagnostyczne. W takich przypadkach profilowanie ekspresji genow lub
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metylacji DNA pozostaje jedyng mozliwoscia oceny podloza molekularnego procesu
nowotworowego. Oczywiscie nie zawsze badania molekularne sg jednoznaczne. I tak
na przyktad duplikacja chromosomu 1q pomimo, Ze jest czg¢sto wykrywana w ependymoma
PFA i jej wystgpienie koreluje z gorszym przezyciem, nie wyst¢puje w kazdym przypadku
wys$ciotczaka PFA. Dlatego nie mozna zakwalifikowaé pacjenta do grupy ryzyka PFA
wylacznie za pomoca tego markera genetycznego. Brak duplikacji chromosomu 1q nie oznacza
réwniez, ze pacjenta mozna zakwalifikowaé do grupy o niskim ryzyku. Duplikacja ta ponadto
jest nieswoista 1 obserwuje si¢ jg rowniez w innych typach guzach

np. CNS NB-FOXR2 [92].

Podobny problem wystepuje w przypadku Grupy 3 i Grupy 4 medulloblastoma, ktore
charakteryzuja si¢ zta prognozag kliniczng, w porownaniu do przypadkéw medulloblastoma
grup transkrypcyjnych WNT i SHH. Jednak pacjenci z Grupy 3 majg gorsze rokowanie niz
pacjenci z Grupy 4. Nie odnaleziono dotychczas jednego, charakterystycznego markera
genetycznego, za pomocg ktérego mozna by byto odrézni¢ te grupy molekularne. Co wigce;,
obie te grupy charakteryzuja si¢ wystepowaniem izochromosomu 17q. W przypadku Grupy 3
medulloblastoma wystgpienie izochromosomu 17q wraz z rownoczesng amplifikacja MYC
wigze si¢ z 20% szansg na przezycie w ciggu pigciu lat od postawienia diagnozy. Odwrotnie
jest w Grupie 4, gdzie izochromosom 17q nie stanowi zlego czynnika prognostycznego [51].
Ponadto, nie dziwi réwniez obserwacja wysokiej heterogennosci Grup 3 i 4 oraz wystepowanie
przejsciowej Grupy 3/4 [50]. Dlatego w medulloblastoma, podobnie jak w podnamiotowych
ependymoma, profilowanie wielogenowe pozostaje jedynym podejsciem w identyfikacji

istotnych klinicznie grup molekularnych.

Majac na uwadze powyzej przedstawione aspekty, w przedstawionej pracy doktorskiej podjeto
badania w oparciu o profilowanie ekspresji genow, ktore mogg stanowi¢ podstawe do ustalenia

klasyfikacji pediatrycznych guzow podnamiotowych OUN.

Analize ekspresji gendw rozpoczeto od procesu normalizacji wynikow 1 znormalizowane dane
zostaly poddane ocenie jakos$ciowej (QC), ktdora niezbedna jest do oceny przydatnosci probek
RNA w celu dalszej analizy ekspresji genow. W wyniku kontroli jakosci z puli 113
analizowanych probek usuni¢to 4 probki oflagowane w programie jako niskiej jakosci
(komunikat ,,QC flag”). Powtorzenie doswiadczenia (zarowno izolacji, jak i analizy metoda
nCounter) nie wptyneto na zmiang komunikatu. Jako$¢ probek nie poprawita si¢ i wynikato to

najprawdopodobniej z faktu, ze te tkanki nowotworowe posiadaly obszary martwicy oraz
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wylewy krwi. Na jako$¢ tych probek RNA mogt tez wptynac ktorys z etapow utrwalenia tkanki
w bloczku parafinowym, badz dlugos$¢ okresu przechowywania bloczka parafinowego.

W wyniku wstepnych analiz z 5 gendéw referencyjnych usunieto dwa geny LDHA i TUBB,
wykazujace si¢ najwyzszym odchyleniem standardowym poziomu ekspresji. Pozostale sondy
molekularne spetnialy zalozenia eksperymentu, wykazujac wysoka ekspresje dla wszystkich
analizowanych probkach w poszczegdlnych nowotworach: ependymoma, medulloblastoma,
pHGG, CNS HGNET-MN1 i CNS HGNET-BCOR.

W wyniku analiz ekspresji genéw, w 49 przypadkéw podnamiotowych wyscidtczakow

wyrdzniono dwie grupy i dwie podgrupy molekularne.

W pierwszej hierarchicznej analizie skupien zidentyfikowano dwie grupy molekularne PFA
i PFB za pomoca 10 gendéw sygnaturowych. W trakcie tej analizy jeden guz nie zaklasyfikowat
si¢ do grupy PFA ani PFB. Grupa 7 guzoéw PFB rozr6zniona zostata za przy uzyciu pigciu
genow markerowych: C9orf72, CEP83, DNAH1, NELL2 i NXNL2. Z analizy statystycznej
wynikto, ze zgodnie z przewidywaniami opartymi o dane literaturowe, przynalezno$¢ do grupy
molekularnej PFB wigze si¢ z dobrym przezyciem. W grupie PFB odnotowano jeden zgon
pacjenta, niezwigzany z chorobg nowotworowa, co spowodowalo usunigcie tej probki
z dalszych analiz. Wszyscy pozostali pacjenci z grupy PFB zyja, a $rednia wieku w dniu

ustalenia diagnozy wynosita 8,3 roku i jest znamiennie wyzsza od pacjentow grupy PFA.

Guzy z liczniejszej grupy PFA, liczacej 41 przypadkow, rowniez zidentyfikowano za pomocg
pieciu genéw markerowych, ALDH1L1, CXorf67, IGSF1, LAMA2 i SLC6A13. Jak wspomniano
wyzej, grupa ta, W przeciwienstwie do grupy PFB, wyrdznia si¢ znamiennie nizszym wiekiem
w chwili rozpoznania (3,6 lat) oraz znamiennie gorszym wskaznikiem przezycia, z mediang dla
OS wynoszaca 78 miesiecy i mediang dla PFS wynoszacg 44 miesigcy. Nie znaleziono korelacji
pomigdzy przynaleznoscia do grupy molekularnej a plcig pacjenta, obecno$cia przerzutow czy

stopniem ztosliwosci histopatologicznej wg WHO.

Wartym podkreslenia jest fakt, ze ependymoma o 2 i 3 stopniu ztosliwosci histopatologicznej
zidentyfikowano zardwno w grupie molekularnej PFA i PFB. Potwierdza to, ze podejmowanie
decyzji terapeutycznych wytacznie w oparciu o analize histopatologiczng jest niewlasciwe i

klasyfikacja molekularna jest niezbedna do oceny rokowania pacjenta.

Guzy z grupy PFA odznaczaly si¢ znaczna heterogennoscig molekularna, co potwierdzaja

opublikowane doniesienia o istnieniu dwoch podgrup molekularnych, PFA1 1 PFAZ2,
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i ich ewentualnych dodatkowych wariantach [83]. Dodatkowe zréznicowanie grupy PFA
powiodto si¢ przy uzyciu markerow SKAP2, WIF1, EN2 i CNPY1. Pacjenci z grup PFA1
I PFA2 byli zdiagnozowani w podobnym wieku, ze $rednig 3,6 roku w przypadku PFAL i
$rednig 2,8 roku w przypadku PFA2, wobec czego nie wykazano istotnosci statystycznej
uzyskanych danych, jak rowniez korelacji pomiedzy przynaleznoscia do podgrupy
molekularnej a przerzutami i stopniem zto§liwosci nowotworu. Takze analizy przezycia
wg Kaplana-Meiera nie wykazaty istotnej statystycznie réznicy zarowno dla przezycia OS,
jak i PFS, co potwierdza uzyskane uprzednio wyniki [83]. Jednakze w przeciwienstwie do
opublikowanych dotad danych, do podgrupy molekularnej PFA2 zakwalifikowano w niniejszej
pracy wylacznie chtopcow, co wskazalo na istotng statystycznie przewage plci meskiej.
Niemniej wyniki te wymagaja dalszego potwierdzenia, gdyz zidentyfikowana podgrupa jest

nieliczna (8 przypadkow).

W  podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze metoda profilowania transkrypcyjnego
z zastosowaniem techniki NanoString rozr6znia grupy i podgrupy molekularne ependymoma.
Wyniki uzyskane w badaniach przeprowadzonych w niniejszej pracy potwierdzaja
wczesniejsze dane literaturowe, wskazujace, ze identyfikacja grupy molekularnej ependymoma

ma znaczenie kliniczne i mozna dzigki niej stratyfikowac pacjentow do grup ryzyka.

Stosujac analize nCounter udato si¢ rowniez wyrdzni¢ dwie podgrupy molekularne PFA,
jednak nie wykazano ich przydatnosci klinicznej. Zgadza si¢ to z danymi literaturowymi, w
ktorych réwniez nie wykazano korelacji miedzy przynaleznoscig do podgrupy PFA1 i PFA2

a wiekiem pacjenta, stopniem agresywnosci nowOtworu, czy przezyciem pacjentow.

Hierarchiczna analiza skupien 41 probek medulloblastoma za pomoca 29 genéw umozliwita
rozroznienie czterech glownych grup molekularnych, zgodnie z doniesieniami innych grup
badawczych [22]. Najliczniejszymi grupami guzow w analizowanym zbiorze probek okazaly
si¢ Grupa 3 i Grupa 4, co takze zgadza si¢ z doniesieniami literaturowymi na temat

medulloblastoma.

Jednym z uzytych w naszej analizie markerow molekularnych dla grupy transkrypcyjnej WNT
byt gen ALK. W oparciu o doniesienia literaturowe, jak rowniez wysoki poziom ekspresji RNA,
wykazany w trakcie analizy nCounter, wykonano barwienia immunohistochemiczne w celu
wykrycia ekspresji genu na poziomie biatka w preparatach histopatologicznych
medulloblastoma z grupy transkrypcyjnej WNT. Jako kontrolg uzyto raka splotu

naczyniowkowego, ktory ma rowniez lokalizacje podnamiotowa. Ekspresje biatka ALK

87



wykazano jedynie w preparatach medulloblastoma WNT-activated, co sugeruje, ze
immunoekspresja biatka ALK moze by¢ surogatem diagnostycznym dla tej grupy molekularnej
medulloblastoma, stwarzajac mozliwos¢ szybszej stratyfikacji tych pacjentow do grupy
niskiego ryzyka.

W trakcie analizy probek medulloblastoma wyodrebniono sze$¢ guzéw, ktore nie
zaklasyfikowaly si¢ do zadnej grupy molekularnej. By upewni¢ si¢ o przynaleznosci tych
probek do grupy molekularnej medulloblastoma uzyto trzech sond markerowych,
specyficznych dla catej grupy medulloblastoma, SSTR2, NEUROD1 i ACTL6B. Wykazano, ze
trzy niesklasyfikowane guzy nie wykazaly ekspresji badanych genow markerowych.

Zasugerowalo to, ze guzy te moga reprezentowac inne rodzaje nowotworow.

W wyniku analiz statystycznych danych klinicznych pacjentow z rdzeniakami nie udato si¢
ustali¢ korelacji miedzy przynaleznoscia do grupy molekularnej, a plciga pacjentéw,

ani obecnos$cig przerzutow.

Grupa WNT medulloblastoma reprezentuje pacjentdéw znamiennie starszych od pozostatych
grup molekularnych, ze $rednig wieku w momencie rozpoznania wynoszaca 12,3 lat. Mimo, ze
analizy krzywych przezycia OS i PFS nie wykazaty réznic pomig¢dzy grupami molekularnymi
ze wzgledu na matg liczbe analizowanych przypadkow, grupa transkrypcyjna WNT wyrdznia
si¢ brakiem zgondw pacjentow i1 wysoka przezywalno$cia, si¢gajaca do 193 miesiecy od
rozpoznania. Potwierdza to uprzednio opublikowane wyniki analiz klinicznych 1 wskazuje, ze

w przypadku grupy transkrypcyjnej WNT istnieje potrzeba redukcji dawki naswietlania [93].

Pacjenci z grupy transkrypcyjnej SHH maja $rednio 5 lat w czasie postawienia diagnozy i jest
to najmlodsza grupa wiekowa analizowanych pacjentéw z medulloblastoma. W trakcie analiz
ustalono, ze istnieje korelacja pomigdzy przynaleznoscig do grupy SHH i lokalizacja guza w
tej grupie, a takze podtypem histopatologicznym. Dodatkowo, wykazano, ze najczestszym
podtypem histopatologicznym wystepujacym w tej grupie jest podtyp desmoplastyczny.
Potwierdza to dane literaturowe i wskazuje, ze identyfikacja grupy transkrypcyjnej SHH przy
uzyciu metody opartej na technologii NanoString w analizowanej serii pacjentow jest

wiarygodna 1 diagnostycznie uzyteczna.

Najnowsze doniesienia, dotyczace grupy SHH medulloblastoma sugeruja, ze jest ona
heterogenna i posiada dwie gléwne podgrupy molekularne — SHH-1 i SHH-2 [94]. Gléwna
rdznicag migdzy tymi podgrupami jest wspotczynnik 5-letniego przezycia wolnego od progresji,

ktory wyzszy jest w przypadku podgrupy SHH-2 i wynosi 75,4%, w przeciwienstwie do 27,8%
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dla podgrupy SHH-1. Ten fakt ma wplyw na ewentualng zmian¢ terapii pacjentow
zakwalifikowanych do podgrupy SHH-2, w tym redukcji dawek radioterapii, podobnie jak
w przypadku grupy WNT medulloblastoma. Grupa transkrypcyjna SHH dzielona jest rowniez
ze wzgledu na obecno$¢ mutacji w genie TP53. Mimo, ze mutacja ta wyst¢puje tylko u 20%
pacjentow medulloblastoma SHH-activated, nalezy pamigtaé, ze wykrycie jej wigze si¢
z wyzszym ryzykiem dla pacjenta i nizsza szansg na wyleczenie [33]. Fakty te sprawiaja, ze
przyszte badania naukowe i projektowanie badan klinicznych musi uwzglednia¢ wystgpowanie
dodatkowych zmian molekularnych w grupie transkrypcyjnej SHH. Wyniki niniejszej pracy,
oparte na profilowaniu ekspresji genéw markerowych przy pomocy technologii NanoString,
dotycza identyfikacji catej grupy SHH, bez uwzgledniania jej heterogennosci. Nalezy zatem
kontynuowa¢ poszukiwania specyficznych dla podgrup SHH sygnatur genowych w celu

precyzyjnej stratyfikacji pacjentow pediatrycznych do grup ryzyka.

W  podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze metoda profilowania transkrypcyjnego
z zastosowaniem techniki NanoString przedstawiona w tej pracy rozr6znia podstawowe grupy
molekularne medulloblastoma, w tym pomaga w odroznieniu Grupy 3 od Grupy 4, ktore
posiadaja wiele wspolnych cech histologicznych 1 klinicznych. Szybka diagnostyka
molekularna, ktéra mozna osiagna¢ dzigki tej technice, moze pomdc w usprawnieniu
stratyfikacji pacjentow, co wydaje si¢ by¢ istotne zwlaszcza w przypadku rdzeniaka grupy

transkrypcyjnej WNT.

Jak wczesniej wspomniano, w trakcie hierarchicznej analizy skupien z puli probek
medulloblastoma usunigto trzy probki, ktore nie posiadaly wysokiej ekspresji gendow
markerowych dla tego typu nowotworu. Bylo to podstawa do przeprowadzenia kolejnych
analiz, ktore uwzgledniaty inne niz medulloblastoma guzy podnamiotowe — referencyjne guzy
CNS HGNET-BCOR i CNS HGNET-MN1, wysciotczaki, glejaka i guzy rzadziej wystepujace
takie jak AT/RT, CPC. Zastosowano w nich geny markerowe dla guzow CNS HGNET-BCOR
i CNS HGNET-MN1, dzi¢ki czemu udato si¢ zidentyfikowa¢ dwa guzy nalezace do grupy
CNS HGNET-BCOR, ktore wezesniej byty rozpoznane jako medulloblastoma (BCOR-M) oraz
glejak (BCOR-G). Dodatkowe analizy z sondami markerowymi i probkami referencyjnymi dla

rdzeniaka 1 glejaka ostatecznie wykluczyly postawione wczesniej diagnozy.

W celu sprawdzenia, czy wysoka ekspresja genu BCOR na poziomie RNA przektada si¢ na
wysokg ekspresje biatka BCOR, wykonano barwienia immunohistochemiczne w tych dwoch
guzach podnamiotowych. W obu badanych przypadkach, BCOR-M i BCOR-G, potwierdzono

obecnos¢ ekspresji biatka BCOR, co potwierdza przydatnos¢ tego biomarkera
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immunohistochemicznego w diagnostyce guzéw CNS HGNET-BCOR. Ze wzglgdu na
ograniczong ilos¢ probek wskazane jest udokumentowanie tego wyniku na wigkszej ilosci
guzéw CNS HGNET-BCOR.

Nalezy doda¢, ze w zwigzku z odmiennym rozpoznaniem pierwotnym, roéznito si¢ rowniez
podejscie terapeutyczne u tych pacjentow. Pacjent BCOR-G leczony byt wedtug drugiej wers;ji
protokotu dla glejakow o wysokim stopniu ztosliwosci, natomiast pacjent BCOR-M wedtug
protokotu ryzyka standardowego dla medulloblastoma. Dane kliniczne tych dwoch pacjentow
z grupy CNS HGNET-BCOR wykazaly réznice w charakterystyce klinicznej i przebiegu
choroby. Pacjent BCOR-M zyje 66 miesigcy bez nawrotu, co moze wnies¢ wktad do dyskusji
na temat zlego rokowania w tej grupie. Wszystko to wskazuje na prawdopodobienstwo
wysokiej heterogennosci guzow z grupy molekularnej CNS HGNET-BCOR. Nie istnieja
aktualnie protokoty lecznicze dla grupy guzow CNS HGNET, jednakze podjeto pierwsze proby
uzycia inhibitoréw szlaku sygnatowego SHH w liniach komérkowych utworzonych z guzow

od pacjentow CNS HGNET-BCOR [95].

W oryginalnej pracy, opisujacej cztery nowe grupy nowotworow, wsrod 323 probek
odnaleziono wylacznie 11 przypadkéw CNS HGNET-MNI, z czego wickszo$¢ zlokalizowana
byta nadnamiotowo [56]. Wsrdd 113 analizowanych probek w niniejszej pracy nie odnaleziono
zadnego guza CNS HGNET-MNI, oprocz guza referencyjnego, co potwierdza jego bardzo

rzadkie wystgpowanie w podnamiotowej lokalizacji OUN.

Jak wspomniano, zarowno CNS HGNET-BCOR, jak i CNS HGNET-MNL, byty poprzednio
rozpoznawane jako PNET, gdyz nie wykazuja morfologicznych cech specyficznych dla swojej
kategorii. Rzadkie wystepowanie tych guzoéw oraz ich bledne oryginalne zaklasyfikowanie,
zostalo potwierdzone w niniejszej pracy. Wszystko to potwierdza, ze zastosowanie metod
diagnostyki molekularnej, w tym analizy nCounter technologii NanoString, jest jedynym

stlusznym podej§ciem w rozpoznaniu tych guzow.
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6. Podsumowanie

Przeprowadzone badania molekularne potwierdzily uzytecznos¢ metody NanoString, opartej
na profilu transkrypcyjnym szeregu genéw markerowych, w diagnostyce grup molekularnych
nowotworow wieku dziecigcego i jej uzyteczno$¢ w poglebianiu wiedzy na temat ich biologii.
Zaproponowana nowa metoda diagnostyczna umozliwia analize zdegradowanego RNA, jest
zatem kompatybilna z probkami guzéw utrwalonymi w formalinie i zatopionymi w parafinie
(FFPE).

Wybrane sygnatury genowe sprawdzajg si¢ w diagnostyce molekularnej medulloblastoma,
ependymoma, jak réowniez CNS HGNET-BCOR. Ustalono, ze przynalezno$¢ do grupy
PFB ependymoma jest dobrym markerem prognostycznym.

Ze wzgledu na rzadko$¢ wystepowania nowotworow wieku dziecigcego OUN, zwlaszcza
takich guzoéw jak CNS HGNET-BCOR, czy CNS HGNET-MN1, dalsze prace badawcze
powinny by¢ podjete we wspotpracy z innymi osrodkami naukowych, zajmujacymi si¢

badaniami w zakresie neuroonkologii dziecigce;.
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. WhioskKi

Metoda diagnostyczna oparta na profilowaniu transkrypcyjnym szeregu genéw
sygnaturowych z bloczkéw parafinowych (FFPE) przy uzyciu NanoString nCounter jest
uzytecznym narzedziem do identyfikacji i roznicowania grup i podgrup molekularnych
podnamiotowych guzow mdzgu o wysokim stopniu ztosliwosci u dzieci, w tym:

a. grup molekularnych PFA i PFB oraz podgrup PFA1 i PFA2 ependymoma,

b. grup molekularnych WNT, SHH, Grupy 3 i Grupy 4 medulloblastoma,

C. sygnatury genetycznej guzow mozgu o wysokim stopniu ztosliwosci:

CNS HGNET-MN1 i CNS HGNET-BCOR.

Metoda NanoString jest wiarygodna i pozwala na zastosowanie ograniczonej liczby
sond, wykrywajacych geny markerowe o wysokiej ekspresji. Opiera si¢ na systemie
otwartym, a dodatkowe sondy mozna doda¢ do niestandardowego zestawu.
. Diagnostyka molekularna oparta o metod¢ NanoString pozwala na wykrycie dalszej
heterogennosci w obrebie wezesniej zidentyfikowanych grup molekularnych.
. Przynalezno$¢ do grupy molekularnej PFA badz PFB w przypadku ependymoma
koreluje z parametrem klinicznym, jakim jest przezycie pacjentow.
. Przynalezno$¢ do grupy molekularnej w przypadku medulloblastoma koreluje
z parametrem klinicznym, jakim jest wiek diagnozy pacjenta. Dodatkowo, ustalono, ze
przynalezno$¢ do grupy transkrypcyjnej SHH koreluje z wystepowaniem podtypu
histologicznego rdzeniaka desmoplastycznego, jak rowniez wystgpowaniem bocznej
lokalizacji guza.
. Identyfikacja markeréw prognostycznych, w uzupetnieniu do stosowanych badan
patomorfologicznych 1 klinicznych, moze stanowi¢ podstawe do wprowadzenia
spersonalizowanych protokotow terapeutycznych.
Badania immunohistochemiczne w przypadku medulloblastoma i CNS HGNET-BCOR
wykazaty, ze wysoka ekspresja genow ALK i BCOR koresponduje z ekspresja biatek
1 tym samym potwierdzilty swoja potencjalng uzyteczno$¢ diagnostyczng.
Grupe transkrypcyjng WNT medulloblastoma mozna zidentyfikowaé¢ za pomoca
przeciwciala anty-ALK, natomiast immunoekspresja biatka BCOR jest obecna w

guzach CNS HGNET-BCOR.
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