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Wprowadzenie

1. Wprowadzenie

Powszechnie akceptowany jest poglad, ze podstawowym celem nauki jest
dostarczanie informacji, wiedzy, technik i technologii stuzgcych dobru cztowieka. Dotyczy to
zarowno nowych sposobdw powiekszania zasobow zywnosciowych, jak i zapewnienia
skutecznych metod diagnozy, dostepnosci roznorodnych lekéw oraz nowych form terapii.

Zainteresowanie nauki ochrong zdrowia cztowieka zawsze byto duze, ale w ostatnich
latach wyraznie wzrosto, gtéwnie na skutek poznania pierwszorzedowej struktury genomow
wielu bakterii i licznych Eukariota, a przede wszystkim DNA cztowieka. Znajomos¢ kolejnosci
utozenia okoto 3.5 miliarda czterech podstawowych zasad azotowych jest warunkiem
koniecznym, ale nie wystarczajgcym do zrozumienia ekspresji informacji genetycznej
zakodowanej w DNA. Brakujacym i niezwykle waznym elementem funkcjonowania genow
eukariotycznych jest obecno$¢ w nich ,piatej” zasady, 5-metylocytozyny (m>C). Poznanie jej
ilosci i rozmieszczenia niesie ze sobg duzy potencjat diagnostyczny. Obnizony poziom
metylacji (gtéwnie dinukleotydu m>CG) obserwuje sie w licznych sekwencjach
powtarzajacych sie oraz w genach biatkowych. Metylacja DNA w rejonach regulatorowych
niektorych gendw supresorowych (np. BRCA1, p53, p16) powoduje ich inaktywacje. Mozna
zatem obecno$¢ oraz iloé¢ m>C wiagzac jednoznacznie z nowotworzeniem.

Obecnie medycyna molekularna dysponuje przekonujgcymi dowodami, ze wiekszos¢
choréb, szczegdlnie nowotworowych (rak sutka, ptuc, piersi, gruczotu krokowego) ma
bezposredni zwigzek z uszkodzeniami materiatu genetycznego wywotanymi dziataniem
aktywnych zwigzkéw tlenu (ROS), szczegdlnie najbardziej reaktywnego z nich, rodnika
hydroksylowego (‘OH). Modyfikacji tej moga ulegaé nie tylko cztery podstawowe zasady
DNA: adenina, guanina, cytozyna i tymina, ale tez powszechnie wystepujgca, cho¢ czesto
nieidentyfikowana, 5-metylocytozyna, ktérej obecnos¢ w genomie cztowieka wynosi okoto
1%. Ze wzgledu na swoiste wtasciwosci jest ona, obok modyfikowanych i acetylowanych
reszt lizyn i arginin w histonach, jednym z najwazniejszych znacznikdw epigenetycznych.
Stabilno$¢ genomu oraz ekspresja gendw w prawidtowej komérce scisle zalezy od wzoru
(ang. pattern) metylacji DNA, ktéry w komdrkach nowotworowych jest wyraznie zaburzony.
Wielokrotnie pokazano, ze zmiany w poziomie m>C odgrywajg istotng role w procesie
tumorogenezy. Zarowno globalna hipometylacja lub lokalna hipermetylacja CpG moze
powodowaé transformacje nowotworowg. Oznaczanie zmian metylacji cytozyny moze

dostarczy¢ informacji niezbednej w ich profilaktyce, leczeniu i monitorowaniu stopnia
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zaawansowania zmian neoplazmatycznych. Stosowane do tej pory metody analizy metylacji
poszczegblnych gendw wymagajg specjalistycznego sprzetu (np. spektrometr mas) oraz
informacji strukturalnych (sekwencja genu), przez co nie mogg by¢ stosowane na szeroka
skale w medycznych laboratoriach diagnostycznych. Istnieje zatem potrzeba opracowania
skutecznej metody oznaczania globalnego (genomowego) poziomu m>C.

Wysokoztosliwe glejaki (HGG) s3 najczestszymi pierwotnymi guzami modzgu
charakteryzujgcymi sie szczegdlnie wysokg inwazyjnoscig. Szybko prowadzg do uszkodzenia
mozgu manifestujgcego sie ubytkowymi objawami neurologicznymi. Ich najbardziej ztosliwg
postaé, jaka jest glejak wielopostaciowy (GBM), charakteryzuje Sredni czas przezycia chorego
do kilkunastu miesiecy, co nie ulegto istotnej zmianie w ciggu ostatnich kilkudziesieciu lat
pomimo postepu technologicznego w neurochirurgii, radioterapii oraz wprowadzenia
nowych chemioterapeutykéw. Jest to wynik niezwyktej zdolnosci do samorzutnego
przenikania i rozprzestrzeniania sie komoérek glejaka w mdzgu, co czyni je wyjgtkowo
odpornymi na dotychczasowe metody lecznicze.

Osiggniecia biologii molekularnej stwarzajg nadzieje na poznanie nowych znacznikéw
nowotworzenia, lepsze zrozumienie proceséw odpowiadajgcych za powstawanie glejakow

oraz przyspieszenie tworzenia nowych metod diagnostyki i leczenia tych nowotwordw.
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2.

Cel pracy

Strategicznym celem moich badar byto opracowanie metody analizy zawartosci m>dC

w DNA 1z ograniczonej ilosci materiatu biologicznego mogacej mie¢ zastosowanie

diagnostyczne. Aby zrealizowac to zadanie wyznaczono nastepujgce cele szczegotowe:

1.

Przeprowadzenie analizy globalnego (genomowego) poziomu metylacji w DNA
wyizolowanym z tkanek nowotworowych guzéw i krwi obwodowej pacjentow
operowanych z powodu nowotworu mézgu.

Pokazanie zaleznosci metylacji DNA w guzach mdzgu od stopnia ztosliwosci choroby
nowotworowej.

Wykorzystanie krwi obwodowej jako Zréddta DNA i informacji o metylacji mogacej
umozliwi¢ wczesng diagnoze jeszcze przed interwencjg chirurgiczng. Zmiana poziomu
metylacji (m>C) w DNA mogtaby stanowié dobry znacznik wczesnego wykrywania
nowotworu, monitorowania jego rozwoju oraz oceny agresywnosci.

Opracowanie metody prognostycznej o wysokim stopniu ufnosci dla pacjentéw z

chorobg nowotworowg mozgu.

Na przeprowadzenie badan uzyskatam zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie

Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu nr 152/08.
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3. Wykaz stosowanych skrotow
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5’trifosforan adenozyny znakowany radioaktywnym fosforem-32,
8-okso-guanozyna,

adenozyna (nukleozyd adeniny),

gwiazdziak anaplastyczny (ang. anaplastic astrocytoma),
5’trifosforan adenozyny,

mechanizm naprawy DNA poprzez wyciecie nieprawidtowych zasad
(ang. base excision repair),

N,N-di-(2-hydroksyetylo)-glicyna,

pary zasad (ang. base pairs),

cytydyna (nukleozyd cytozyny),

zwiekszone konwekcyjnie dostarczanie lekéw

(ang. convection-enhanced drug delivery),

jednostka radioaktywnosci (1 Ci =2.22*1012 cpm),

dinukleotyd cytozyna-guanina,

liczba czasteczek B emitowanych w ciggu minuty

(ang. counts per minute),

badanie tomografii komputerowej (ang. computed tomography),
chemioterapia (ang. chemotherapy),

kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyrybonucleic acid),

gen metylotransferazy DNA

metylotransferaza DNA (ang. DNA methyltransferase),
deoksynukleotydy podstawowe (A, G, T, C),
deoksynukleozydotrifosforan (ang. deoxynucleosidetriphosphate), w
miejsce N ulegajg podstawieniu: A, T, C, G,

cyfrowa angiografia subtrakcyjna

(ang. digital subtraction angiography),

ditiotretiol,

kwas etylenodiaminotetraoctowy (wersenowy),

receptor nabtonkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth
factor receptor),

guanozyna (nukleozyd guaniny),

glejak wielopostaciowy (ang. glioblastoma multiforme),

grej, jednostka dawki pochtonietej w uktadzie Sl (ilos¢ energii
promieniowania (w dzulach) pochtonietej przez kilogram materii,
acetylotransferaza histonéw (ang. histone acetyltransferase),
glejaki wysokiego stopnia ztosliwosci (ang. high grade gliomas),
skala wydolnosci chorego wg Karnofsky’ego

(ang. Karnofsky Performance Scale),

glejaki niskiego stopnia ztosliwosci (ang. low grade gliomas),
utrata heterozygotycznosci (ang. loss of heterozygosity),
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MeCP
MN
MRI

mtDNA
ncRNA
OUN
PCR
PDGF

PTEN
R¢

RISC

RNA

ROS

RTH

SAM (AdoMet)
SD

SDS

SOD

SPD
Spermidyna
T

TCL

TNM

Tris

U

uICC

VEGF

VPD
WHO

stezenie molowe (mol/l),

5-metylocytozyna,

5-metylodeoksycytydyna (m>C w DNA),

biatka zawierajace domene wiazaca sie do m°CpG

(ang. m5CpG-Qinding domain protein),

biatka wiazace sie do m>CpG (ang. m_5CpG-binding protein),
nukleaza z Micrococcus,

badanie rezonansu magnetycznego

(ang. magnetic resonance imaging),

DNA mitochondrialne

niekodujgce RNA

osrodkowy uktad nerwowy,

reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polimerase chain reaction),
ptytkowo zalezny czynnik wzrostu

(ang. platelet derived growth factor),

(ang. phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10)
wskaznik opdznienia / retencji (ang. retardation factor); iloraz
odlegtosci przebytej przez substancje rozdzielang np. w chromatografii
cienkowarstwowej przez odlegtos¢ przebyta przez czoto eluentu
(uktadu rozwijajgcego),

indukowany przez RNA kompleks wyciszajacy

(ang. RNA-induced silencing complex),

kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid),

reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species),
radioterapia (ang. radiotherapy),

S-adenozylo-L-metionina,

odchylenie standardowe (ang. standard deviation),

sol sodowa siarczanu dodecylu,

dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dysmutase),
fosfodiesteraza ze Sledziony (ang. spleen phosphodiestherase),
4-azaoktano—1,8—diamina,

tymidyna (nukleozyd tyminy),

chromatografia cienkowarstwowa (ang. thin layer chromatography),
system klasyfikacji nowotwordéw (ang. tumor, nodules, metastases),
hydroksymetyloaminometan,

urydyna,

Miedzynarodowa Unia Walki z Rakiem

(fran. I’'Union Internationale Contre le Cancer),

czynnik wzrostu srodbtonka naczyn

(ang. vascular epithelial growth factor),

fosfodiesteraza z jadu weza (ang. venom phosphodiestherase),
Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization).
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4.1. Guzy moézgu

Guzy modzgu stanowig 2% wszystkich nowotwordw rozwijajgcych sie w organizmie
cztowieka. Pojawiajg sie one we wszystkich grupach wiekowych, najczesciej jednak w
srednim wieku. W wielu przypadkach wystepowanie danego rodzaju guza jest
charakterystyczne dla okreslonego przedziatu wiekowego. Nowotwory pierwotne madzgu
wystepujg najczesciej miedzy 20 a 60 rokiem Zzycia, a pochodzgce z pozostatosci
embrionalnych - w pierwszych dwdch dekadach zycia. Guzy mdzdzku sg czestsze u dzieci niz
u dorostych, a pierwotne ztosliwe nowotwory moézdzku wystepujg prawie wytgcznie u dzieci.

Nowotwory mdzgu moga byé pierwotne lub przerzutowe. Pierwotne guzy modzgu
stanowig heterogenng grupe schorzen ze wzgledu na rodzaj komoérek, z ktérych pochodzg,
swojg biologie, obraz histologiczny, leczenie i rokowanie. Powstajg one z komdrek
progenitorowych moézgu, opon mdzgowo-rdzeniowych, mdzgowych naczyn krwionosnych, a
takze przysadki, szyszynki i pozostatosci embrionalnych, rzadko kosci czaszki.

Guzy mdzgu mogg wywotywac¢ objawy miejscowe zwigzane ze swojg lokalizacjqg i
uszkodzeniem czynnos$ci okreslonego obszaru mébzgu, oraz ogdblne, spowodowane
wzmozonym cisSnieniem wewnatrzczaszkowym.

Najwazniejszymi badaniami neuroobrazowymi uzywanymi przy diagnozowaniu
nowotwordw modzgu s3: tomografia komputerowa (CT), rezonans magnetyczny (MRI) oraz
angiografia rezonansu magnetycznego (MRA) [Jinkins i da Costa Leite 1998, Ross i in. 1985,
Paprzycki i in. 2000, Shapiro 1983, Taveras 1996]. Leczenie chirurgiczne znajduje
zastosowanie w wiekszosci przypadkdw nowotworow mozgu, a jego wynik zalezy od zakresu

usuniecia, lokalizacji oraz charakteru histologicznego guza [Tindall i in. 1996].
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4.1.1. Epidemiologia

Wedtug Rejestru Nowotwordéw Centrum Onkologii w Warszawie w 2006 roku w
Polsce stwierdzono 2850 zachorowan na ztosliwe nowotwory mozgu. Wspdtczynnik
zachorowalnosci na 100 000 ludnosci wynidst 7.84 u mezczyzn (10. miejsce) i 7.13 u kobiet
(10. miejsce), natomiast wspdtczynnik umieralnosci odpowiednio 7.4 (10. miejsce) i 7.0 (8.
miejsce). Ich udziat w ogdlnej liczbie zgonéw spowodowanych nowotworami wynosit 2.6% u
mezczyzn i 3.5% u kobiet [Wojciechowska i in. 2008]. Wraz z rozwojem technik
diagnostycznych i wiekszg ich dostepnosciag wzrasta liczba wykrywanych nowotworéow
mozgu. Zachorowalnos$¢ na guzy nowotworowe mozgu na sSwiecie wynosi w ciggu roku
Srednio 3.7 / 100 000 osdb dla mezczyzn i 2.6 / 100 000 dla kobiet. Czestos¢ wystepowania
pierwotnych guzéw modzgu waha sie pomiedzy 3.0 a 5.8 na 100 000 osbéb rocznie dla
mezczyzn i 2.1 a 4.1 na 100 000 dla kobiet, odpowiednio dla krajow rozwijajgcych sie i
wysoko rozwinietych [Ferlay i in. 2004]. Zachorowalnos$¢ na guzy moézgu cechuje tendencja
wzrostowa w ciggu ostatnich 20 lat (okoto 1% rocznie), szczegdlnie u oséb w starszym wieku
[Ohgaki i Kleihues 2005b, Makino i in. 2006, McKinley i in. 2000]. Pierwotne guzy mézgu s3
10 razy rzadsze niz przerzuty z nowotworéw ztosliwych o ogniskach pierwotnych
znajdujgcych sie poza mézgiem [Patchell 2003].

Obserwuje sie zrdoznicowang czestos¢ wystepowania pierwotnych nowotworéw OUN
[CBTRUS 2007-2008]:

* glejaki (wszystkie postaci histologiczne) - 39%, w tym:
- glioblastoma - 19% guzow pierwotnych i 51% wszystkich glejakow,
- gwiazdziaki - 8.5% guzéw pierwotnych,
(GBM i wiazdziaki stanowig razem 75% wszystkich glejakow),
- skapodrzewiaki - 3% guzow pierwotnych
e oponiaki (wszystkie postaci histologiczne) - 32%,
¢ nerwiaki ostonkowe - 9%,
* gruczolaki przysadki - 8.4%,
* rdzeniaki / guzy embrionalne / PNET - 1.5%,
* chtoniaki - 2.8%.
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Glejaki wystepujg z czestoscig 3.55 do 5.7 przypadkéw na 100 000 osdb, obejmujac
60-70% pierwotnych guzow mozgu [Ohgaki i Kleihues 2005a]. Glejaki czesciej wystepujg u
0s6b rasy kaukaskiej (z wyrazng predylekcjg do obszaréw uprzemystowionych na terenie
Europy, Ameryki, Australii, potnocnej Azji), niz pochodzenia azjatyckiego lub afrykanskiego
[Ohgaki i Kleihues 2005a]. Mozna wyrdzni¢ dwa szczyty wiekowe wystepowania glejakéw
wewnatrzczaszkowych — pierwszy w dziecinstwie [Peris-Bonet i in. 2006], a drugi — miedzy 55
a 65 rokiem zycia [Louis i in. 2002]. Glejaki sg czestsze u mezczyzn niz u kobiet (odpowiednio
6.2 i 4.9 / 100 000) [Byrne i in. 1996, Daizo i in. 2003, Giles 1995]. Doktadne przyczyny
wzrostu ilosci glejakdw u oséb w starszym wieku nie sg poznane, chociaz jedng z nich jest
coraz wieksza dostepnos¢ diagnostyki neuroobrazowej. Wprowadzenie badania CT gtowy na
poczatku lat 70-tych oraz badania MRI glowy we wczesnych latach 80-tych zwiekszyto
wielkos$¢ populacji poddanej nieinwazyjnym badaniom mdzgu [Mukerji i in. 2006, Ohgaki i
Kleihues 2005a]. W tym czasie nastgpit rédwniez znaczny postep w technice wykonywania
biopsji stereotaktycznej dostarczajgcej tkankowego materiatu diagnostycznego z
jednoczesnym niewielkim odsetkiem powiktan zwigzanym z ograniczonym uszkodzeniem
mozgu. Postep technologiczny potgczony z agresywnym podejsciem diagnostycznym u oséb
z ubytkowymi objawami neurologicznymi odegraty znaczng role w opisywanym wzroscie
wystepowania glejakéw u ludzi starszych. W tej populacji czestos¢ wystepowania
pierwotnych guzéw mozgu wykazuje zaleznos¢ od ptci — obserwuje sie mniej przypadkow
glioblastoma multiforme (GBM) u kobiet niz u mezczyzn. Wydaje sie, ze estrogeny moga
miec dziatanie protekcyjne [Kuratsu i Ushio 1996, Plunkett i in. 1999]. Pokazano réwniez, ze
ryzyko wystgpienia GBM zwieksza sie u kobiet w wieku postmenopauzalnym [McKinley i in.

2000].
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4.1.2. Etiopatogeneza

Chociaz doktadne przyczyny wystepowania glejakow nie sg znane uwaza sie, iz wazng
role odgrywajg tu zardwno czynniki nabyte, giéwnie s$rodowiskowe, jak i wrodzone
(genetyczne) [Daizo i in. 2003]. Z danych epidemiologicznych wynika, ze ryzyko rozwoju
glejaka mdézgu moze by¢ zwigzane z rodzajem wykonywanego zawodu. Zidentyfikowane
czynniki ryzyka pierwotnych guzéw modzgu obejmujg ekspozycje na terapeutyczne
promieniowanie jonizujgce, chlorek winylu i pestycydy oraz zatrudnienie w przemysle
gumowym i przy rafinacji ropy naftowej. Takiego zwigzku nie dowiedziono w przypadku
palenia papierosow z filtrem, uzywania telefondw komodrkowych oraz ekspozycji na
diagnostyczne promieniowanie jonizujgce, state pole elektromagnetyczne i formaldehyd
[Wrensch i in. 2002]. Czynnikiem sprzyjajagcym rozwojowi glejaka moézgu sg rowniez urazy
gtowy [Henderson 2000] oraz palenie marihuany i picie duzej ilosci kawy [Efird i in. 2004].
Wazne s3 tez uwarunkowania genetyczne - rodzinne wystepowanie glejakow mozgu
[Fitzgerald 2000, Fountaine i in. 2006, Van der Wiel 1960] i niektoére choroby dziedziczne (np.
neurofibromatoza typu 1 i 2, stwardnienie guzowate, zespdt Li-Fraumeni), ktoére
predysponujg do rozwoju glejaka mdzgu [Giles 1995]. W badaniu kohortowym wsréd
krewnych pierwszego stopnia pacjentéw z rozpoznanymi guzami mozgu catkowite ryzyko
wystgpienia guza mdzgu o identycznej histopatologii jak probanda wzrastato 2-3-krotnie
[Malmeriin. 2003].

Powszechnie wiadomo, ze rozwdj nowotworu jest efektem zachwiania mechanizmu
kontroli ekspresji gendw. Nagromadzenie mutacji DNA prowadzacych do nadmiernej
proliferacji komorek, braku starzenia komoérkowego i apoptozy, nadmiernej angiogenezy, a
niekiedy przerzutow skutkuje powstaniem guza [Louis 2006, Nupponen i Joensuu 2006,
Ohgaki 2005]. Neuroektodermalne komorki pnia obecne w dorostych modzgach ssakow,
posiadajgce duzy potencjat proliferacyjny i migracyjny, sg wielokrotnie bardziej podatne na
transformacje nowotworowg niz dojrzate astrocyty. Jest to wynik mutacji DNA tych komérek
prowadzacy do powstania pierwotnych guzéw mozgu [Nupponen i Joensuu 2006, Ohgaki
2005]. Dotychczas znaleziono wiele czynnikéw transformujgcych komaérki prekursorowe do
glejakow [Ohgaki 2005]. Mutacje genu p53 pojawiajg sie gtdwnie w trakcie transformac;ji
ztosliwej, a rzadziej podczas ztosliwienia glejakdéw [Biernat 1999, Nupponen i i Joensuu 2006].

Wystepujg gtéwnie w gwiazdziakach dyfuzyjnych od Il do IV stopnia ztosliwosci z czestoscia
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24-34%. Niekiedy sg obserwowane w guzach o ograniczonym wzroscie. Powodujg one
nadekspresje receptora PDGF. W okoto 50% przypadkow GBM obserwowano zmiany w genie
EGFR. Najczesciej jest to amplifikacja, wystepujaca w 30-60% glejakdw ztosliwych, a rzadziej
obserwowana w glejakach o niskim stopniu ztosliwosci [Biernat 1999, Halatsch i in. 2006,
Huang i in. 2007, Nupponen i i Joensuu 2006, Tsatas i in. 2002, Weiner 1995]. W
subpopulacjach komodrek glejaka o tej samej ztosliwosci mozna stwierdzi¢ rdozny stopien
amplifikacji tego onkogenu [Biernat 1999, Huang i in. 2007]. Mutacje PTEN obserwowano w
25-44% przypadkow GBM i w 18-23% AA, ale nie w nisko ztosliwych glejakach. Mutacje PTEN i
delecje chromosomu 10 charakteryzujg progresje skapodrzewiakédw [Baeza i in. 2003, Biernat
1999]. W guzach glejowych obserwuje sie LOH w ramieniu krotkim lub dtugim chromosomu
10, badz delecje catego chromosomu 10, a takze LOH czesci chromosomoéw 19, 22, 17 i
krétkiego ramienia chromosomu 11. Utrata fragmentu chromosomu 19 wystepuje u ok. 40%
gwiazdziakéw, gtownie o wysokim stopniu ztosliwosci [Nupponen i Joensuu 2006]. Czesto
wystepujgca aberracja w skapodrzewiakach jest wynikiem utraty heterozygotycznosci
ramienia kréotkiego chromosomu 1 i ramienia dtugiego chromosomu 19 (LOH 1p/19q).
Wystepuje ona w 40-80% tych guzéw. LOH 1p/19q pojawia sie rowniez z podobng
czestotliwoscig w skgpodrzewiakogwiazdziakach mieszanych [Engelhard i in. 2002, Louis
2006]. W GBM poziom VEGF jest 50-krotnie wyzszy w porownaniu z prawidtowymi
tkankami madzgu. Wystepuje on gtownie w komodrkach tworzgcych pseudopalisady
otaczajgce strefy martwicy [Brat i van Meir 2001, Seock-Im i in. 1999]. Silne
unaczynienie tych guzow jest wynikiem angiogenezy, wynikajacej z nadekspresji VEGF,
proporcjonalnej do stopnia ztosliwosci guza. VEGF jest m.in. odpowiedzialny za
uszkodzenie bariery krew-mézg i wynikajacy z niego obrzek okotoguzowy oraz za
indukcje ekspresji angiopoetyny 2 [Harrigan 2003, Wesseling i in. 1997, Zagzag i in.
2000].
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4.1.3. Klasyfikacja guzow mézgu

Podstawowym kryterium diagnostycznym i prognostycznym w neuroonkologii jest
obraz histopatologiczny i cytogenetyczny, aktywnos¢ proliferacyjna i przebieg kliniczny
nowotworu. Wskazujg one na stopien ztosliwosci guza. Ztosliwy (anaplastyczny) nowotwor
charakteryzuje sie:
¢ polimorfizmem i atypig komédrek oraz wysoka aktywnoscig mitotyczng,

e duzg gestosciag komodrek w utkaniu nowotworowym i zaburzeniem architektury
tkankowej,

* naciekajgcym typem rozrostu,

e obecnoscig ognisk martwicy,

e rozrostem naczyn krwionosnych (neoangiogeneza).

Guzy OUN o stopniach ztosliwosci | i Il cechujg sie stosunkowo tagodnym przebiegiem, Ill jest

ztosliwy, a IV wysoko ztosliwy (Tab. 1).

Tabela 1. Stopnie ztosliwosci biologicznej nowotwordw osrodkowego uktadu nerwowego [Kleihues i in. 1995].

Stopien ztosliwosci | Ztosliwos¢ Przesvcie po operacii | Mikroskopowo
(Grade) nowotworu ycle po operac P
. - > 5 lat lub catkowite zréznicowane komérki przypominajgce
| nieztosliwy . . .
wyleczenie prawidtowe utkanie tkankowe

1l wzglednie nieztosliwy | 3-5 lat duza gestos¢ komérkowa

1l wzglednie ztosliwy 2-3 lata cechy Il i wysoki indeks mitotyczny

v ZHosliwy 6-15 miesiecy Fechy il Qraz proliferacja naczyn

i/lub martwica

W praktyce klinicznej, poza ztosliwoscig biologiczng nowotworéw osrodkowego
uktadu nerwowego, wyrdznia sie réwniez ztosliwo$é wynikajagcg z lokalizacji, nawet
tagodnego biologicznie nowotworu, w okolicy niedostepnej operacyjnie, np. w pniu mdzgu.

Ze wzgledu na duzg roéinorodnos¢ guzéw modzgu ich systematyka nie jest
jednoznaczna. Pierwsza klasyfikacja guzow OUN zostata opracowana przez WHO w 1979,
natomiast jej ostatnig aktualizacje przeprowadzono w 2007 roku (Tab. 2) [Louis i in. 2007a].
Podziat ten opiera sie na histologicznej ocenie typdéw komdrek nowotworowych z
wykorzystaniem konwencjonalnej mikroskopii optycznej, immunohistochemii oraz badan
cytogenetycznych. Diagnostyka histopatologiczna obejmuje klasyfikacje typu nowotworu w

systematyce histologicznej (ang. typing) oraz okreslenie stopnia biologicznej ztosliwosci (ang.
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grading) i stanu zaawansowania procesu nowotworowego w klasyfikacji TNM (ang. staging).
Polega ona na ocenie mikroskopowej barwionych preparatow z uwzglednieniem danych
klinicznych (wiek, pte¢, wywiad), wynikdw badan neuroradiologicznych oraz opisu zabiegu
operacyjnego. Morfologiczna analiza charakterystycznych zmian cech fenotypowych
obserwowanych w mikroskopie $wietlnym umozliwia prawidtowe rozpoznanie w 90%
przypadkdéw. Dodatkowych informacji dostarcza immunohistochemia, mikroskopia
elektronowa i morfometria. Ograniczeniem diagnostyki histopatologicznej jest brak danych
klinicznych (dotyczacych lokalizacji nowotworu oraz wieku i ptci pacjenta), btedy techniczne
w utrwalaniu materiatu lub zbyt mata jego ilo$¢, uzycie koagulacji podczas zabiegu

operacyjnego oraz niereprezentatywna prébka materiatu.

Tabela 2. Klasyfikacja histologiczna nowotworow osrodkowego uktadu nerwowego wg WHO [Louis i in. 2007a].
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TUMORS OF NEUROEPITHELIAL TISSUE

Astrocytic tumours

Pilocytic astrocytoma

- Pilomyxoid astrocytoma
Subependymal giant cell astrocytoma
Pleomorphic xanthoastrocytoma
Diffuse astrocytoma

- Fibrillary astrocytoma

- Gemistocytic astrocytoma

- Protoplasmic astrocytoma
Anaplastic astrocytoma
Glioblastoma

- Giant cell glioblastoma

- Gliosarcoma

Gliomatosis cerebri

Oligodendroglial tumours
Oligodendroglioma
Anaplastic oligodendroglioma

Oligoastrocytic tumours
Oligoastrocytoma
Anaplastic oligoastrocytoma

Ependymal tumours
Subependymoma
Myxopapillary ependymoma
Ependymoma

- Cellular

- Papillary

- Clear cell

- Tanycytic

Anaplastic ependymoma

Choroid plexus tumours

Choroid plexus papilloma
Atypical choroid plexus papilloma
Choroid plexus carcinoma

Other neuroepithelial tumours
Astroblastoma

Choroid glioma of the third ventricle
Angiocentric glioma

Neuronal and mixed neuronal-glial
tumours

Dysplastic gangliocytoma of cerebellum
(Lhermitte-Duclos)

Desmoplastic infantile
astrocytoma/ganglioglioma
Dysembryoplastic neuroepithelial tumour
Gangliocytoma

Ganglioglioma

Anaplastic ganglioglioma

Central neurocytoma

Extraventricular naurocytoma
Cerebellar liponeurocytoma

Papillary glioneuronal tumour [PGNT]
Rosette-forming glioneuronal tumour of
the fourth ventricle

Paraganglioma

Tumours of the pineal region
Pineocytoma

Pineal parenchymal tumour of
intermediate differentiation
Pineoblastoma

Papillary tumour of the pineal region
[PTPR]

Embryonal tumours

Medulloblastoma

- Desmoplastic/nodular
medulloblastoma

- Medulloblastoma with extensive
nodularity

- Anaplastic medulloblastoma

- Large cell medulloblastoma

CNS primitive neuroectodermal tumour

- CNS Neuroblastoma

CNS Ganglioneuroblastoma

- Medulloepithelioma

- Ependymoblastoma

Atypical teratoid/rhabdoid tumour

TUMOURS OF CRANIAL AND PARASPINAL
NERVES

Schwannoma (neurilemoma, neurinoma)
- Cellular

- Plexiform

- Melanotic

Neurofibroma

- Plexiform

Perineurinoma

- Perineurinoma, NOS

- Malignant perineurinoma
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Malignant peripheral nerve sheath tumour

(MPNST)

- Epithelioid MPNST

- MPNST with mesenchymal
differentiation

- Melanotic MPNST

- MPNST with glandular differentiation

TUMOURS OF THE MENINGES

Tumours of meningothelial cells
Meningioma

- Meningothelial

- Fibrous (fibroblastic)

- Transitional (mixed)

- Psammomatous

- Angiomatous

- Microcystic

- Secretory

- Lymphoplasmacyte-rich
- Metaplastic

- Chordoid

- Clear cell

- Atypical

- Papillary

- Rhabdoid

- Anaplastic (malignant)

Mesenchymal tumours
Lipoma

Angiolipoma

Hibernoma

Liposarcoma

Solitary fibrous tumour
Fibrosarcoma

Malignant fibrous histiocytoma
Leiomyoma

Leiomyosarcoma
Rhabdomyoma
Rhabdomyosarcoma
Chondroma

Chondrosarcoma

Osteoma

Osteosarcoma
Osteochondroma
Haemangioma

Epithelioid haemangioendothelioma
Haemangiopericytoma
Anaplastic haemangiopericytoma

Angiosarcoma
Kaposi sarcoma
Ewing sarcoma (PNET)

Primary melanocytic lesions
Diffuse melanocytosis
Melanocytoma

Malignant melanoma
Meningeal melanomatosis

Other neoplasms related to the meninges
Haemangioblastoma

LYMPHOMAS AND HAEMATOPOIETIC
NEOPLASMS

Malignant lymphomas
Plasmocytoma
Granulocytic sarcoma

GERM CELL TUMOURS

Germinoma

Embryonal carcinoma

Yolk sac tumour

Choriocarcinoma

Teratoma

- Mature

- Immature

- Teratoma with malignant
transformation

Mixed germ cell tumour

TUMOURS OF THE SELLAR REGION

Craniopharyngioma

- Adamantinomatous

- Papillary

Granular cell tumour
Pituicytoma

Spindle cell oncocytoma of the
adenohypophysis

METASTATIC TUMOURS
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WHO Grading of Tumours of the Central

Nervous System

Central neurocytoma

Extraventricular naurocytoma

Cerebellar liponeurocytoma

L Paraganglioma of the spinal °

cord
Astrocytic tumours Papillary glioneuronal tumour | &
Subependymal giant cell ° [PGNT]
astrocytoma Rosette-forming glioneuronal °
Pilocytic astrocytoma o tumour of the fourth ventricle
Pilomyxoid astrocytoma o
Diffuse astrocytoma o Pineal tumours
Pleomorphic ° Pineocytoma °
xanthoastrocytoma Pineal parenchymal tumour of
Anaplastic astrocytoma intermediate differentiation
Glioblastoma hd Pineoblastoma °
Giant cell glioblastoma hd Papillary tumour of the pineal
Gliosarcoma ® region [PTPR]
Oligodendroglial tumours
Oligodendroglioma ® Embryonal tumours
Anaplastic oligodendroglioma Medulloblastoma hd

CNS primitive neuroectodermal
Oligoastrocytic tumours tumour *
Oligoastrocytoma o Atypical teratoid/rhabdoid °
Anaplastic oligoastrocytoma tumour
Ependymal tumours
Subependymoma ° Tumours of the cranial and paraspinal nerves
Myxopapillary ependymoma L Schwannoma °
Ependymoma hd Neurofibroma °
Anaplastic ependymoma Perineurinoma °

Malignant peripheral nerve °
Choroid plexus tumours sheath tumour (MPNST)
Choroid plexus papilloma o
Atypical choroid plexus ° Meningeal tumours
papilloma Meningioma °
Choroid plexus carcinoma Atypical meningioma

Anaplastic/malignant
Other neuroepithelial tumours meningioma
Angiocentric glioma ° Haemangiopericytoma
Choroid glioma of the third ° Anaplastic
ventricle haemangiopericytoma

Haemangioblastoma L]
Neuronal and mixed neuronal-glial tumours Tumours of the sellar region
Gangliocytoma hd Craniopharyngioma .
Ganglioglioma hd Granular cell tumour of the
Anaplastic ganglioglioma neurohypophysis d
Desmoplastic infan.tile‘ ° Pituicytoma Py
astrocytoma/gar.lgllogl|oma Spindle cell oncocytoma of the | &
Dysembryoplastic ° adenohypophysis

neuroepithelial tumour
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4.1.4. Charakterystyka wybranych nowotworéw OUN

DO Glioblastoma 20.3%

B Astrocytoma 9.8%

O Ependymoma 2.3%
Ooligodendroglioma 3.7%

B Embryonal (w tym Medulloblastoma) 1.7%

O Meningioma 30.1%
B Guzy przysadki 6.3%
O Craniopharyngioma 0.7%

B Neurinoma 8.0%

B Lymphoma 3.1%

Onne 13.9%

Rycina 1. Procentowy udziat poszczegdlnych rodzajow pierwotnych guzéw madzgu. Glejaki stanowiq w sumie
40% tych nowotwordw i 78% wszystkich ztosliwych guzow mdézgu [CBTRUS 2005].

Glejaki (ang. glioma)

Glejaki s guzami pochodzenia neuroepitelialnego, wywodzgcymi sie z prekursoréw
komorek glejowych. Stanowig ok. 40% pierwotnych guzow wewnatrzczaszkowych (Ryc. 1). Z
punktu widzenia klinicznego, stosuje sie podziat na glejaki niskiego stopnia ztosliwosci (ang.
low grade gliomas, LGG) - wystepujace w | i Il stopniu biologicznej ztosliwosci wg WHO oraz
wysokiego stopnia zto$liwosci (ang. high grade gliomas, HGG) - klasyfikowane jako guzy w |
i IV stopnia ztosliwosci biologicznej wg WHO [Behin i in. 2003, Nutt i in. 2003, Zagzag i in.
2000]. Pojecie ,tagodnosc” czy ,,ztosliwos¢” w stosunku do nowotwordw rozrastajgcych sie w
obrebie mdzgu w sposdb naciekajgcy, bez wyrainych granic, dotyczy tylko stopnia
dojrzatosci i zréznicowania komorek nowotworowych oraz rokowania po zastosowanym
leczeniu. Nie stosuje sie tu kryteriow ogdlnie przyjetych w onkologii. Wokét guza
unaczynienie jest ubozsze, mniejsze s3: martwica komdrkowa, pleocytoza i obrzek. LGG
wzrastajg wolniej niz HGG, czesto tworzg torbiele, naciekajg otoczenie. Mogg ulegaé
transformac;ji blastycznej do IV stopnia WHO wiacznie, przechodzagc w GBM [Mossakowski i
Liberski 1997]. Poczatkowy etap wzrostu glejaka jest zwykle bezobjawowy, gdyz naciekajacy
nowotwor nie zaburza czynnosci mdzgu i nie zwieksza cisnienia wewnatrzczaszkowego (Ryc.

2).
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Rycina 2. Obrazy radiologiczne glejaka. A - obraz MRI w ptaszczyznie osiowej, w czasie T2, wykazuje
naciekajgcqg mase w istocie biatej okolicy skroniowo-ciemieniowej lewej, powodujgcq regionalny wzrost
cisnienia - zacisniecie rogu potylicznego komory bocznej i sptaszczenie zakretow w okolicy ciemieniowo-
potylicznej, B—obraz CT u tego samego pacjenta przedstawia obszar o niskiej gestosci umiejscowiony doktadnie
tak samo jak w badaniu MRI. Obrazy w obu tych badaniach sq typowe dla gwiaZdziaka w I lub Il stopniu
biologicznej ztosliwosci [Zukiel i Nowak 2002].

Gwiazdziaki (ang. astrocytoma)

Astrocytoma wywodzg sie z gleju gwiazdzistego i stanowig ok. 75% wszystkich
glejakdw (Ryc. 3). Najczesciej wystepujg w przedziale 30-60 r.z., gtdwnie u mezczyzn. Poza
gwiazdziakiem wiosowatokomodrkowym (ang. astrocytoma pilocyticum), obserwowanym w
podwzgdérzu, nerwie wzrokowym i mozdzku (gtéwnie u dzieci), ktéry po catkowitym
usunieciu operacyjnym nie odrasta, pozostate typy majg zte rokowanie. Najczesciej
nastepuja wznowy, ktére przeksztatcajg sie w postaci bardziej ztosliwe do glejaka
wielopostaciowego (GBM) wiacznie [Greenberg 2006]. Podstawg rozpoznania klinicznego
jest rezonans magnetyczny z podaniem sSrodka kontrastujgcego wskazujacy na
charakterystyczne cechy LGG lub HGG.

Glejaki astrocytarne mozna podzieli¢ na dwie wieksze grupy w oparciu o zakres
naciekania i ich transformacje w bardziej ztosliwe guzy. Pierwsza, wieksza grupa skfada sie z
dyfuzyjnych guzéw astrocytarnych o naciekajgcym, rozlanym wzroscie. Nowotwory te
cechuje wysoka zdolnos¢ do inwazji z infiltracja poza makroskopowy obszar guza oraz
znaczny potencjat progresyjny. Zaliczamy do nich: astrocytoma diffusum (WHO Il i 1ll),
oligodendroglioma (WHO Il i lll), glioblastoma (WHO 1V) i gliomatosis cerebri [Kleihues i in.

2002]. Druga grupa obejmuje guzy, ktore majg mniejszy potencjat inwazyjny i mniejszg
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zdolnos¢ do ztosliwej transformacji. Cechujg sie ograniczonym wzrostem ogniskowym i mniej
agresywnym zachowaniem, co wyklucza ich klasyfikacje z innymi, bardziej naciekajgcymi
glejakami. Nalezg do nich: pilocytic astrocytoma (WHO 1), pleomorphic xanthoastrocytoma
(WHO 1l), gangliocytoma (WHO 1), astroblastoma i ependymoma, dysembryoplastic
neuroepithelial tumor (WHO 1), subependymoma (WHO 1), central neurocytoma (WHO Il),
haemangioblastoma (WHO 1), pituicytoma (WHO 1), choroid plexus papilloma (WHO I),

hypothalamic neuronal hamartoma.

O Glioblastoma 50.7%

B Pozostate gwiazdziaki 9.1%
OAA7.9%

O Diffuse astrocytoma 1.7%

B Pilocytic astrocytoma 5.7%
O oligodendroglioma 9.2%
B Ependymoma 5.6%

O Pozostate glejaki 10.1%

Rycina 3. Procentowy udziat poszczegdlnych rodzajow glejakdw. GwiaZzdziaki, w tym glioblastoma, stanowiq w
sumie 75% tych nowotwordw [CBTRUS 2000-2004].

Wskazaniami do leczenia operacyjnego w przypadku LGG s3: torbielowaty guz mdézdzku
(najczesciej u dzieci), nadnamiotowy gwiazdziak wtosowato komdrkowy, duzy guz dajacy
efekt masy (cechy wzrostu cisnienia wewnatrzczaszkowego z ryzykiem wklinowania oraz
neurologiczne objawy ubytkowe spowodowane uciskiem guza), guz powodujacy obturacyjne
wodogtowie wynikajagce z zamkniecia gtéwnych drég przeptywu ptynu mébzgowo-
rdzeniowego oraz guz objawiajacy sie padaczka.

W przypadku glejakdw wysokoztosliwych (HGG) operacja chirurgiczna ma na celu
zmniejszenie masy guza i stanowi przygotowanie do uzupetniajgcej radioterapii. W
przypadkach watpliwych co do rodzaju uszkodzenia wykonywana jest biopsja
stereotaktyczna z nastepujacych wskazan:
¢ lokalizacja guza w okolicach niedostepnych operacyjnie,

e duze ryzyko uszkodzenia czynnosci danego obszaru mdzgu podczas klasycznej operacji,

e ogniska mnogie,
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* rozlegty nowotwor,
e niewielki guz z minimalnymi objawami ubytkowymi,
e rozstrzygniecie watpliwosci co do natury procesu nowotworowego i jego ztosliwosci,

*  zty stan ogdlny chorego, nie pozwalajgcy na duzg operacje w znieczuleniu ogélnym.

Gwiazdziak anaplastyczny (ang. anaplastic astrocytoma, AA)

Gwiazdziak anaplastyczny (WHO lll) wystepuje gtéwnie u osdb dorostych [Louis i in.
2007b]. Stanowi okoto 4 % wszystkich ztosliwych guzéw OUN, a czestos¢ nowych
zachorowan wynosi 3 na 100 000 oséb rocznie. Szczyt zachorowan obserwuje sie pomiedzy
45 a 69 r.z. W tym przedziale wiekowym zachorowalnos$¢ jest wieksza i wynosi od 5 do 7 na
100 000. Czesciej wystepuje u mezczyzn [Stupp i in. 2007]. Sredni czas przezycia leczonych
chorych wynosi od 30 do 40 miesiecy [Chang i in. 2001, Lin i in. 2003]. Jednak czas przezycia
do 1 roku dotyczy okoto 43% chorych, a tylko 16% przezywa ponad 5 lat. Czynnikami
prognostycznymi sg: wiek, czas trwania objawow, stan chorego (KPS) i zakres resekcji guza
[Stupp i in. 2007]. W badaniu histopatologicznym AA wykazuje cechy odrdznicowania:
anaplazje, duzg gestos¢ komodrkows i liczne mitozy. Nie wystepujg, charakterystyczne dla
GBM, martwica pseudopalisadowa i proliferacje endotelialne. Nie jest réwniez widoczna
granica pomiedzy prawidtowym mdzgiem a guzem [Lewis 1995, Louis i in. 2007b]. AA
wystepuje gtéwnie nadnamiotowo, w potkulach mdzgu. W badaniach CT i MRI guzy te
charakteryzujg sie nieregularnym ksztattem, wzmocnieniem kontrastowym i czesto centralng
martwicg. W badaniu CT sg zwykle hipodensyjne, natomiast w badaniach MRI
hipointensywne w sekwencjach T1, a hiperintensywne w sekwencjach T2. Gwiazdziaki te

zwykle otoczone sg strefg obrzeku [Henson i in. 2005, Stupp i in. 2007].

Glejak wielopostaciowy (ang. glioblastoma multiforme, GBM)

Glejak wielopostaciowy (WHO V) jest najbardziej ztosliwym nowotworem
osrodkowego uktadu nerwowego (Ryc. 4 i 5) i najczesciej wystepujacym pierwotnym guzem
mozgu u dorostych. Stanowi ok. 50% guzéw glejowych [Cervoni i in. 1998, Kraus i in. 2000,
Mineo i in. 2002] i 20% wszystkich operowanych guzéw wewnatrzczaszkowych. Wystepuje z
czestoscig 3.5 przypadkow na 100 000 w ciggu roku. GBM zajmuje czwarte miejsce wsrdéd
nowotwordéw powodujgcych zgon wsréd ludzi w srednim wieku. Rzadko wystepuje u dzieci

stanowigc od 3% do 6.5% wszystkich guzow srddczaszkowych w tej grupie wiekowej.
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Rycina 4. Obraz MRI w ptaszczyZnie osiowej przedstawia obecnosc¢ guza w istocie biatej, umiejscowionego
gteboko w lewej potkuli, wzmacniajgcego sie intensywnie na obwodzie, z niskq gestoscig w srodku (,pstra
martwica”) oraz towarzyszgcym obrzekiem. Sq to charakterystyczne cechy glejaka wielopostaciowego [Zukiel i
Nowak 2002].

Rokowanie u pacjentéw z GBM jest bardzo zte. Sredni czas przezycia wynosi od 6 do
12 miesiecy [Phuphanich i in. 1993, Puzzilli i in. 1998, Scott i in. 1999], a tylko okoto 3-5%
chorych przezywa ponad 3 lata [Krex i in. 2007], natomiast ponad 5-letnie okresy przezycia
nalezg do rzadkosci [Reis i in. 2001, Walker i Pamphlett 1999]. Czas przezycia po resekcji
wynosi okoto 12 miesiecy z zastosowaniem radio- i chemioterapii [Mineo i in. 2007, Utsuki i
in. 2006]. Sposrdéd czynnikdw majacych wptyw na diugosé przezycia pacjenta z GBM
wymienia sie: wiek < 45 r.z., stan pacjenta przed zabiegiem (KPS > 80), zakres resekcji guza,
stopien martwicy w przedoperacyjnym badaniu MRI, mata liczba mitoz, indeks proliferacyjny
MIB-1 4-10%, rozpoznanie wtérnego glejaka wielopostaciowego i olbrzymiokomdrkowego,
brak amplifikacji EGFR, delecje (1p i 19q), mutacje genu p53, radio- i chemioterapia po
zabiegu operacyjnym [Brandes i Fiorentino 1998, Hulshof i in. 2001, Lacroix i in. 2001, Laws i
in. 2003, Morita i in. 1996, Scott i in. 1998, Scott i in. 1999, Senger i in. 2003, Shrieve i in.
1999, Yung 2000, Yung i in. 2000]. Wieloletnie przezycia powyzej 5 lat sg bardzo rzadkie i
dotyczg 1-5% chorych [Cervoni i in. 1998, Chandler i in. 1993, McLendon i Halperin 2003,
Morita i in. 1996, Puzzilli i in. 1998, Sabel i in. 2001, Senger i in. 2003, Vertosick i Selker
1992].
Dla GBM dominuje lokalizacja nadnamiotowa w obrebie pétkul mdézgu. Podnamiotowo
GBM najczesciej umiejscawia sie w pniu moézgu, a stosunkowo rzadko w obrebie mdzdzku

[Cokgor i in. 1998]. Przerzuty GBM poza OUN sg rzadkie i obejmujg mniej niz 0.5%
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przypadkéw [Grief i in. 1998, Healey i Davis 1998, Walker i Pamphlett 1999]. GBM cechuje

sie [Scott iin. 1998, Shinojima i in. 2004]:

- zmiennym utkaniem histologicznym i cytologicznym, réwniez w obrebie tego samego
guza,

- wystepowaniem obszaréw martwicy otoczonych strefami pseudopalisad,

- dynamiczng angiogenezg z proliferacjg srédbtonkdéw naczyn,

- wystepowaniem gemistocytarnych astrocytow.

Rycina 5. Przekrdoj mozgu w ptaszczyZnie wiericowej wykazuje wgfobienia i przemieszczenia mozgu
spowodowane olbrzymim glejakiem wielopostaciowym prawej potkuli. Zakret obreczy przemieszczony jest na
lewgq strone (wgfobienie pod sierp), nowotwor nacieka i przemieszcza spoidto wielkie, zaciska i deformuje uktad
komorowy, powoduje réwniez wgfobienie hipokampa pod namiot. [Zukiel i Nowak 2002].

U wiekszosci chorych z GBM proces transformacji nowotworowej zwigzany jest z
mutacjg genu p53. Guz rozwija sie w obrebie gwiazdziaka wtdkienkowego lub
gemistocytarnego (glejak wielopostaciowy wtdrny). Powstanie GBM moze wigzac sie z utratg
heterozygotycznosci (LOH) w chromosomie 10qg lub ampilfikacjg EGFR bgdz MDM?2. Drugi
rodzaj GBM (glejak wielopostaciowy pierwotny) nie zalezy od mutacji genu p53 i ulega
transfromacji ztosliwej bezposrednio do GBM. Guzy te charakteryzujg sie LOH dla

chromosomu 10, 19q lub 17p [Mineo i in. 2002, Schmidt i in. 2002, Senger i in. 2003].

Skapodrzewiak (ang. oligodendroglioma, O)

Skgpodrzewiaki (Ryc. 6) sg dobrze zréznicowanymi nowotworami o matej aktywnosci
mitotycznej. Czestos¢ ich wystepowania wynosi 2-5% pierwotnych guzow mozgu, co daje im
trzecie miejsce wsrod glejakow (4-15%) [Engelhard 2002, Engelhard i in. 2002, Engelhard i in.
2003]. Sredni wiek pojawienia sie objawéw chorobowych wynosi ok. 40 lat. Stwierdzono
dwukrotnie wiekszg czesto$é ich wystepowania u kobiet w stosunku do mezczyzn.

Skapodrzewiaki w 90% wystepujg nadnamiotowo, najczesciej w obrebie ptatow czotowych.
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Mniej niz 10% wystepuje w tylnej jamie czaszki i rdzeniu kregowym [Engelhard i in. 2003,
Nadkarni i in. 2005]. Guzy te w 1-2% przypadkdw mogg rozprzestrzeniac sie drogg ptynu
mozgowo-rdzeniowego [Engelhard i in. 2003]. Znane sg rowniez przypadki (okoto 5%)
przerzutéw do ptuc lub optucnej, kosci, watroby, otrzewnej, slinianki, wystepujgce gtownie w
anaplastycznej postaci skgpodrzewiaka [Al-Ali i in. 2005, Ng i in. 2006]. Czynnikiem
sprzyjajagcym powstawaniu przerzutow jest dtuzszy niz w innych ztosliwych glejakach czas

przezycia wynoszacy ok. 109 miesiecy w skapodrzewiaku anaplastycznym [Hamlat i in. 2005].

Rycina 6. Obraz CT z kontrastem wykazuje obecnosc¢ guza w lewej okolicy ciemieniowej z ogniskiem zwapnienia,
oraz towarzyszgcym obrzekiem. Pooperacyjne badanie histologiczne — skqpodrzewiak [Zukiel i Nowak 2002].

Podstawa leczenia jest makroskopowo doszczetna resekcja nowotworu. Mimo
obserwowane] niekiedy w badaniach obrazowych granicy guza rozprzestrzeniajgcej sie
poprzez naciekanie zazwyczaj trudno jest go usungé w catosci. Mozina zastosowacd
odbarczenie wewnetrzne usuwajac, poza guzem, sasiadujacy z nim biegun ptata skroniowego
lub czotowego. Pozytywne aspekty pdzniejszej radioterapii dla skgpodrzewiakdéw sg stabiej
udokumentowane niz dla gwiazdziakow.

Z guzéw pochodzacych z gleju skgpowypustkowego, 23% stanowig postacie
anaplastyczne (WHO Ill) posiadajgce bardziej ztosliwy fenotyp, duzg heterogennosc¢ z
ogniskami martwicy, proliferacje mikronaczyniowe i zwiekszone ryzyko krwawienia do guza
oraz wiekszg aktywnos$¢ mitotyczng. Podobnie jak nowotwory o nizszej ztosliwosci moga

posiadac zwapnienia [Engelhard i in. 2003, Whitmore i in. 2007].
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Skapodrzewiakogwiazdziak (ang. oligoastrocytoma, OA)

Skgpodrzewiakogwiazdziaki wystepujg najczesciej u dorostych mezczyzn ze szczytem
zapadalnosci w okresie 35 - 45 r.z.. Lokalizujg sie gtéwnie w ptacie czotowym i skroniowym
[Beckmann i Prayson 1997]. Manifestujg sie zwykle napadami padaczkowymi [Behin i in.
2003]. W postaciach klasyfikowanych w Il stopniu ztosliwosci sredni czas przezycia wynosi
okoto 6.3 roku, a 10 lat przezywa do 32% chorych. Rokowanie i czestos¢ wystepowania OA s3
zblizone do skapodrzewiaka anaplastycznego [Shaw i in. 1994].

Skgpodrzewiakogwiazdziak anaplastyczny (WHO lll) jest nowotworem mieszanym o
utkaniu histologicznym podobnym do skgpodrzewiakéw i gwiazdziakow. Obie komponenty
sg wyraznie rozrdznialne i mogg by¢ od siebie oddzielone. W badaniu mikroskopowym
ujawniajg sie typowe cechy ztosliwosci, takie jak: pleomorfizm, atypie jagdrowe, duza gestosé
komdrkowa i liczne mitozy. Mozna zaobserwowaé rowniez proliferacje mikronaczyniowe i
ogniska martwicy, ktdrych obecnos¢ utrudnia rozpoznanie réznicowe z GBM [Kleihues i in.

2002].

Wysciodtczak (ang. ependymoma)

Jest to rzadszy typ glejaka mozgu obejmujgcy ok. 1% guzéw wewnagtrzczaszkowych.
Rozrasta sie wolno, jest dos¢ dobrze ograniczony. W 60% wystepuje podnamiotowo, w
okolicy dna komory IV, a nadnamiotowo zwykle w okolicy komory bocznej i tylnej czesci
komory lll. Takie umiejscowienie powoduje ucisk na gtéwne drogi przeptywu ptynu
mozgowo-rdzeniowego i sprzyja powstawaniu wodogtowia. Znane sg przypadki przerzutow
nowotworu przez drogi ptynowe (zwtaszcza w przypadkach ztosliwych). 1/3 wyscidtczakow
nadnamiotowych daje napady padaczkowe. Wyrastajgc ze Sciany komory penetruje zaréwno
w jej giab, jak i w otaczajgce tkanki mdézgu. Utrudnia krgzenie ptynu moézgowo-rdzeniowego i
przyczynia sie w ten sposéb do wzrostu cisnienia wewnatrzczaszkowego. Pozostata po
niecatkowitym usunieciu operacyjnym czes¢ guza mozna zniszczy¢ promieniowaniem
gamma, gdyz jest to nowotwodr bardzo podatny na radioterapie, w odrdznieniu od innych

glejakow [Gabryel i Szymas 1991, Mossakowski i Liberski 1997].

Prymitywne guzy neuroektodermalne (ang. primitive neuroectodermal tumor, PNET)
Guzy te wywodzg sie z pozostatosci embrionalnych [Beigel i in. 1989, Daumas-Duport i
in. 1988]. Ich przedstawicielem jest: rdzeniak (ang. medulloblastoma) wystepujacy

najczesciej u dzieci [Allen i Epstein 1982]. Lokalizuje sie on w réznych czesciach mézgowia,
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gtownie w tylnej jamie czaszki zajmujac IV komore, potkule mézdzku, a niekiedy réwniez pien
mozgu. Zajmujac drogi ptynowe wczesnie wywotuje objawy wzmozonego cisnienia
wewnatrzczaszkowego spowodowanego wodogtowiem niekomunikujgcym (Ryc. 7).
Rozprzestrzenia sie poprzez ptyn mdzgowo-rdzeniowy i jego przerzuty mogg umiejscawiac
sie zaréwno w korze potkul mézgu, jak i w kanale kregowym. Catkowite operacyjne usuniecie
rdzeniaka nie jest mozliwe i dlatego po interwencji neurochirurgicznej nalezy zastosowacd

radio- i chemioterapie [Bergeriin. 1983].

Rycina 7. Medulloblastoma u 11-letniego chfopca. A — CT w pfaszczyznie osiowej — guz z ogniskami krwawiert w
IV komorze stanowi przeszkode dla odptywu ptynu mdézgowo-rdzeniowego, B — MRI T2 w tej samej projekcji, C —
MRI T1 w ptaszczyznie strzatkowej wykazuje wzmocnienie po podaniu kontrastu [Zukiel i Nowak 2002].

Oponiaki (ang. meningioma)

Oponiaki sg drugg najwiekszg (18% przypadkow) podgrupga pierwotnych nowotworéow
wewnatrzczaszkowych. Czesciej wystepujg u kobiet, w piagtej i széstej dekadzie zycia,
niekiedy rodzinnie. Powstajg z komérek ziarnistosci pajeczyndéwki. Zazwyczaj zlokalizowane
sg [Cushing i Eisenhardt 1938, Yamashita i in. 1980]:

*  przystrzatkowo > 20%,

* na sklepistosci mozgu 15-20%,

¢ nadsiodtowo 10-13%,

* naskrzydle kosci klinowej 12-20%,

* w okolicy rynienki wechowej ok. 10%,
e przylegajac do sierpa mdzgu 8%,

e ws$rodkowym dole czaszki < 5%,

e wSwietle komory bocznej < 5%,

26



Opracowanie lieraturowe

*  nanamiocie mozdzku ok. 3-4%,
e wewnatrzoczodotowo ok. 1%,
e w kanale kregowym ok. 1 %,

e wszczelinie Sylwiusza < 1%,

* zewnatrzczaszkowo < 1%,

e wtylnej jamie czaszki < 10%,

e guzy mnogie ok. 1%.

Oponiaki rosng wolno, bez naciekania otaczajgcej tkanki, jednakze uciskajgc i
przemieszczajgc mozg. Niekiedy rozrastajg sie ptasko (en-plague) na powierzchni mdozgu.
Powolny wzrost pozwala na stopniowa adaptacje modzgu lub rdzenia kregowego do
zwiekszajgcej sie patologicznej masy i dlatego mogg one osiggna¢ znaczne rozmiary zanim u

chorego pojawig sie objawy ogniskowego uszkodzenia OUN (Ryc. 8).

Rycina 8. Duzy oponiak przystrzatkowy w lewej okolicy ciemieniowej [Zukiel i Nowak 2002].

Guzy okolicy siodta tureckiego

Najczestsze guzy tej okolicy, stanowigce niemal 10% wszystkich objawowych guzéw
mozgu, powstajg z komodrek gruczotowych przedniej czesci przysadki. Poza gruczolakami
przysadki w okolicy siodta tureckiego mogg umiejscowic sie: oponiaki (gtdwnie guzka siodta i
ostonki nerwu wzrokowego), czaszkogardlaki, glejaki nerwu wzrokowego oraz torbiele
naskérkowe. Obraz guza okolicy nadsiodtowej mogg dac takze duze tetniaki, ziarniniaki

swoiste (gruzliczaki) i zmiany w sarkoidozie [Greenberg 2006].
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Nowotwory przerzutowe

Nowotwory przerzutowe dziesieciokrotnie przekraczajg liczbe pierwotnych
nowotworéw wewnatrzczaszkowych i wystepujg u 20-40% chorych na nowotwory ztosliwe,
ale czestos¢ ich rozpoznawania podczas badania autopsyjnego jest znacznie wieksza
[Barnholtz-Sloan i in. 2004, Patchell 2003]. Ich gtdwng przyczyng jest rak ptuca (spotyka sie je
u 50% tych pacjentéw), ale takze rak piersi, jelita grubego i odbytnicy, nerki oraz czerniak
ztosliwy. W 10-15% przypadkdéw przerzutdw do mozgu ognisko pierwotne pozostaje
nieznane [Patchell 2003, Barnholtz-Sloan i in. 2004]. Przerzuty mogg wystepowacd
pojedynczo, jednak czesciej (w 50-60% przypadkow) obserwuje sie zmiany mnogie [Patchell
1997, Sneed 2002]. Przerzuty do mozgu lokalizujg sie w potkulach mdzgu z predylekcjg do
okolicy ciemieniowej (Ryc. 9). Wiekszos¢ przerzutdw umiejscowiona jest na granicy istoty
biatej i szarej potkul mdzgu, czesto obserwuje sie rowniez zmiany potozone gtebiej, ponad
namiotem moézdzku, rzadziej natomiast pojawiajg sie one w obrebie mdézdzku i pnia mozgu
[Delattre i in. 1988]. Pojawiajg sie przewaznie u osdb w wieku srednim lub starszych,
jednakze zalezy to od lokalizacji ogniska pierwotnego. Przerzuty czerniaka ztosliwego
wystepujg najczesciej w przedziale wiekowym 50-59 r.z., z raka ptuc — w 40-49 r.z., a z raka
piersi —w 20-39 r.z. [Barnholtz-Sloan i in. 2004]. Najlepszg metodg ich wykrywania jest MRI z
podaniem kontrastu [Yokoi i in. 1999]. W zaleznosci od umiejscowienia i ilosci przerzutéow
stosowane jest leczenie operacyjne, radioterapia, chemioterapia lub postepowanie

paliatywne [Tindall i in. 1996].

Rycina 9. Chory po nefrektomii z powodu raka nerki. A— MRI T1 wykazuje przerzut w lewej okolicy
ciemieniowej, B— MRI T2 — widoczna strefa obrzeku wokét guza [Zukiel i Nowak 2002].

W niedrobnokomodrkowych rakach ptuca przerzuty pojawiajg sie najczesciej w ciggu
roku od rozpoznania [Schouten i in. 2002] lub synchronicznie, tj. stwierdza sie je w chwili

rozpoznania raka ptuca. W przebiegu drobnokomorkowego raka ptuca przerzuty do moézgu
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rozpoznaje sie u 10% chorych, a u blisko 50% pozostatych pojawiajg sie one w trakcie
choroby [Quan i in. 2004]. S one zwykle mnogie i o duzej dynamice wzrostu.

Przerzuty z raka piersi czesto pojawiajg sie po kilku latach od jego rozpoznania i
dotyczg ok. 5% chorych [Chang i Lo 2003, Schouten i in. 2002]. Jezeli umiejscowione sg na
zewnatrz opony twardej mogg nasladowaé oponiak. Mdzg rzadko jest jedynym miejscem
rozsiewu i zwykle przerzutom do niego towarzyszg zmiany w innych narzadach. Zaleca sie
agresywne leczenie przerzutdw do mdzgu z ich resekcjg i radiochirurgia, poniewaz wiele
przerzutéw uktadowych wykazuje wrazliwos¢ na dziatanie cytostatykdw i obserwuje sie
dtuzsze przezycie zwigzane z charakterem nowotworu pierwotnego [Wronski i in. 1997].

Raki jelita grubego i odbytnicy powodujg powstanie przerzutéw do mdzgu u ok. 2%
chorych [Barnholtz-Sloan i in. 2004, Schouten i in. 2002]. Mogg one mie¢ charakter torbieli.
Czesto wystepujg w tylnym dole czaszki, co wigze sie ze ztym rokowaniem [Wronski i Arbit
1999].

Przerzuty z raka nerki obserwuje sie u okoto 5-10% chorych i wykrywa najczesciej po
2-3 latach od rozpoznania pierwotnego ogniska [Barnholtz-Sloan i in. 2004, Cimatti i in. 2004,
Schouten i in. 2002]. Mogg one by¢ bogato unaczynione, co nie wyklucza mozliwosci ich
doszczetnego usuniecia [Wronski i in. 1996]. Skuteczna jest rowniez radiochirurgia [Brown i
in. 2008, Sheehan i in. 2003].

Przerzutom czerniaka, czesciej niz w przypadku innych typow histologicznych,
towarzyszy krwawienie do guza. Rozsiew do mdzgu obserwuje sie u okoto 7% chorych i
nastepuje po kilku latach od rozpoznania nowotworu [Fife i in. 2004, Sampson i in. 1998].
Mimo duzej radioopornosci komorek czerniaka jego przerzuty do mdzgu sg podatne na
radiochirurgie [Brown i in. 2008, Mori i in. 1998, Seung i in. 1998].

Obecnie gtdwng metodg leczenia wiekszosci osdb z mnogimi przerzutami do mozgu
jest frakcjonowane napromienianie catego tego narzadu z pdl zewnetrznych (ang. whole-
brain radiotherapy, WBRT) [Borgelt i in. 1980, Gelber i in. 1981, Sneed 2002]. Metoda ta u
wielu chorych pozwala uzyskaé dobry efekt paliatywny [Bezjak i in. 2001, Bezjak i in. 2002,
Borgelt i in. 1980, Gerrard i in. 2003, Hoskin 2003]. Mediana czasu do pojawienia sie
progresji pojedynczego przerzutu do mézgu poddanego samodzielnej WBRT wynosi okoto 5
miesiecy, a u 85% chorych, ktérzy przezyli rok stwierdza sie lokalng wznowe [Patchell i in.
1990]. Poza krotkotrwatg miejscowg kontrolg wsréd niekorzystnych nastepstw WBRT
wymienia sie wczesng toksyczno$¢ (np. nudnosci, ostabienie) oraz czestg koniecznos¢

przewlektego przyjmowania kortykosteroiddow.
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4.1.5. Metody diagnostyczne

Symptomatologia

Rozrost nowotworu w obrebie jamy czaszkowej daje objawy spowodowane uciskiem
niszczgcym i podrazniajgcym neurony. Czes$¢ guzéw (gruczolaki przysadki, guzy szyszynki,
potworniaki) moze dawac objawy endokrynologiczne, zwigzane z nadmiernym wydzielaniem
hormondw w obrebie gruczolaka lub zbyt niskim ich stezeniem na skutek ograniczenia
wydzielania.

Rosngcy guz mozgu moze wywotaé zespdt wzmozonego  cisnienia
wewnatrzczaszkowego, z bdlem gltowy jako objawem dominujgcym, potgczonym z
nudnosciami i wymiotami. Przemieszczanie struktur mdézgu moze prowadzi¢ do powstania
stanu zagrozenia zycia poprzez ucisk na piedn modzgu, wklinowanie podstawno-
przysrodkowych czesci ptatéw skroniowych we wciecie namiotu moézdzku (w przypadku
guzéow nadnamiotowych) lub wklinowanie fragmentéw mozdzku ku goérze, we weciecie
namiotu i ku dotowi — migdatkdw mdzdzku w otwdr potyliczny wielki (w przypadku guzéow
podnamiotowych). Nowotwory mdzgu mogg doprowadzic do wzrostu cisnienia
wewnatrzczaszkowego  poprzez: biologiczny rozrost nowotworu, krwawienie @z
patologicznych naczyn guza (z i do guza) i utworzenie ogniska krwotocznego, zablokowanie
drég krazenia ptynu modzgowo-rdzeniowego i powstanie wodogtowia, obrzek modzgu
towarzyszacy nowotworowi, udar niedokrwienny wskutek ucisku tetnicy przez nowotwor,
przekrwienie moézgu poprzez ucisk zyt (szczegdlnie mostkowych) przez nowotwér lub
towarzyszgcy mu obrzek. Objawy wzmozonego cisnienia wewnatrzczaszkowego dominujg w
szybko rosngcych ztosliwych guzach rozwijajgcych sie w nieelokwentnych obszarach
modzgowia (prawy pfat czotowy, ptaty skroniowe, tylna jama), ktére czesto powoduja
uszkodzenie bariery krew-mazg, prowadzgce do obrzeku madzgu.

Nowotwor, uszkadzajac tkanke modzgu, powoduje ograniczenie jego czynnosci w
zaleznosci od zaatakowanego obszaru, co jest widoczne i badalne w postaci
charakterystycznych objawoéw ogniskowych. Nadnamiotowe glejaki powodujg gtéwnie
deficyty czuciowe i motoryczne, niedowidzenie potowicze i kwadrantowe, afazje lub
kombinacje powyzszych. Lokalizacja podnamiotowa skutkuje zaburzeniem funkcji nerwow

czaszkowych, uszkodzeniem aferentnych i eferentnych dtugich drég pnia mdzgu oraz

30



Opracowanie lieraturowe

zespotem mozdzkowym. Osobng grupe objawdéw stanowig napady padaczkowe, zarowno
uogolnione, jak i czesciowe, ktore zdecydowanie czesciej wystepujg w glejakach tagodnych
(do 80% przypadkdéw), niz w przypadku guzow wysoko ztosliwych (okoto 30%). Zaburzenia
poznawcze, myslenia i sSwiadomosci zwigzane sg z rozlanym naciekaniem madzgu lub opon

[Behiniin. 2003, Ohgaki i Kleihues 2005a, Stupp i in. 2007].

Diagnostyka obrazowa

W procesie diagnostycznym wykorzystuje sie tomografie komputerowg (CT),
rezonans magnetyczny (MRI), pozytronowg tomografie emisyjng (PET), komputerowg
tomografie emisyjng pojedynczego fotonu (SPECT) i cyfrowg angiografie subtrakcyjng (DSA).

W badaniu CT glejaki o niskich stopniach ztosliwosci dajg obraz jednorodnego
hipodensyjnego ogniska, nie ulegajgcego zwykle wzmocnieniu kontrastowemu. Glejaki
wysokoztosliwe charakteryzujg sie natomiast zréznicowanym wspodfczynnikiem ostabienia,
nieregularnym  ksztattem, rozlegtlym obrzekiem i intensywnym wzmocnieniem
kontrastowym. Obecnie szeroko stosuje sie perfuzje tomografii komputerowej, ktéra polega
na dynamicznej ocenie krgzenia w czasie pierwszego przejscia podanego z duzg predkoscia
jodowego srodka kontrastowego. Pozwala to na czynno$ciowg ocene przeptywu krwi przez
mozg, co umozliwia odrdznienie wzmocnienia spowodowanego wzrostem nowotworowym
od wywotanego radionekrozg [Dziubinska i in. 2006].

Obrazowanie MRI, zaréowno w obecnosci kontrastu, jak i bez, jest podstawowym
narzedziem w diagnostyce glejakdw ze wzgledu na wyzszg czutosc i swoistos¢ w pordwnaniu
z badaniem CT [Behin i in. 2003]. Niskoztosliwe glejaki (LGG) w badaniu MRI charakteryzuja
sie zmniejszonym lub zmienionym sygnatem w obrazie T1-zaleznym i nieznacznie
zwiekszonym w obrazach T2- i PD-zaleznych oraz sekwencjach FLAIR. Wysokoztosliwe glejaki
(HGG) sg zazwyczaj hipointensywne w obrazach T1-zaleznych i silnie hiperintensywne w
obrazach T2- i PD-zaleznych. W poréwnaniu z LGG, glejaki wysokoztosliwe cechuje wieksza
heterogennos¢ w obrazie MRI, a towarzyszgcy im obrzek mozgu jest bardziej nasilony.
Pojawienie sie wyraznego wzmocnienia obrazu guza po podaniu srodka kontrastowego jest
wykfadnikiem radiologicznej ztosliwosci nowotworu [Henson i in. 2005]. W obrazie MRI HGG
obszar centralny otoczony obrgczkowym wzmocnieniem (ang. ring enhancement) jest
najczesciej obrazem martwicy. Obszar wzmocnienia zawiera tkanki cechujgce sie wzmozona

angiogenezg i zwiekszong przepuszczalnoscia Scian naczyn krwionos$nych. Jednak
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wzmocnienie kontrastowe moze by¢ rowniez zwiekszone w wyniku dziatalnosci chirurgicznej
czy tez radioterapii [Smith i in. 2005]. Wykazanie granicy pomiedzy naciekajgcym glejakiem a
otaczajacym modzgiem w badaniu MRI jest niezwykle trudne, a czesto niemozliwe, podobnie
jak wyrdznienie granicy pomiedzy obrzekiem i naciekajgcym glejakiem w obrazach T1, T2, i
FLAIR [Cavaliere i in. 2005]. Nowe techniki MRI: spektroskopia (MRS) i obrazowanie
czynnosciowe (fMRI) zwiekszajg precyzje rozpoznania nowotworu i bezpieczenstwo zabiegu
[Le Bihaniin. 2001, Narayana i in. 2007, Saraf-Lavi i in. 2003].

PET i SPECT pozwalajg na uzyskanie obrazu przestrzennego rozktadu
radiofarmaceutyku w badanych strukturach. LGG dajg hipometaboliczne - ,zimne” obszary,
natomiast ,,gorgce” obszary sugerujg obecnos¢ HGG. Badania te sg uzyteczne w okreslaniu
stopnia ztosliwosci i rozlegtosci procesu nowotworowego oraz réznicowaniu wznowy i zmian
popromiennych. Celem zwiekszenia czutosci i swoistosci tych badan wykorzystuje sie ich
fuzje z CT lub MRI [De Witte i in. 2000, Le Jeune i in. 2006, Minn 2005, Pauleit i in. 2005].

Na podstawie badan obrazowych okresla sie stopien zaawansowania choroby wg klasyfikacji

TNM, ktora zostata wprowadzona dla potrzeb praktyki klinicznej w 1968 przez UICC (Tab. 3).

Tabela 3. Klasyfikacja TNM dla guzéw mozgu [Hermanek i Sobin 1987].

T guz pierwotny

X niemoznos$¢ stwierdzenia guza pierwotnego

TO nieobecnosé guza pierwotnego

Guzy nadnamiotowe

T1 guz o srednicy £ 5 cm w najwiekszym wymiarze

T2 guz o srednicy > 5 cm w najwiekszym wymiarze

T3 zajecie uktadu komorowego

T4 guz przekracza linie srodkows i nacieka przeciwlegty pétkule
Guzy podnamiotowe

T1 guz o srednicy £ 3 cm w najwiekszym wymiarze

T2 guz o srednicy > 3 cm w najwiekszym wymiarze

T3 zajecie uktadu komorowego

T4 guz przekracza linie srodkows i nacieka przeciwlegty poétkule
N ocena zajecia weztow chfonnych (nie ma zastosowania)

M przerzuty odlegte

MX niemoznos$¢ stwierdzenia przerzutéw odlegtych

MO nieobecnos¢ przerzutéw odlegtych

M1 obecnosé przerzutéw odlegtych
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4.1.6. Metody terapeutyczne

4.1.6.1. Leczenie operacyjne

Celem leczenia operacyjnego glejaka mdzgu jest makroskopowo doszczetne usuniecie
guza, zmniejszenie ciasnoty wewnatrzczaszkowej, ustalenie rozpoznania
histopatologicznego, aplikacja drenu do brachyterapii, chemioterapeutyku badz
bioterapeutyku oraz przedtuzenie zycia chorego bez pogarszania jego jakosci [Fijuth i in.
2004, Lacroix i in. 2001, Mitchelln i in. 2005].

Podczas resekcji glejowego guza modzgu nie jest mozliwe usuniecie nowotworu
zgodnie z zasadami obowigzujgcymi w chirurgii onkologicznej. Wynika to z rozlegtego
naciekania mozgu przez komoérki glejaka poza obszarem uwidocznionym w badaniach
obrazowych lub sgsiedztwa waznych czynnosciowo struktur [Wilson 1990]. Wiekszos¢
zabiegdw usuniecia guza wewnatrzczaszkowego mozna okresli¢c jako makroskopowo
catkowite, kiedy usuniete zostajg wszystkie tkanki, ktére moina w czasie zabiegu
zidentyfikowac jako nowotwér lub czesciowe, gdy z powodu w/w ograniczen totalna
resekcja nie jest mozliwa. W wiekszosci przypadkow guzéw neuroepitelialnych uwaza sie, iz
czas przezycia chorych zalezy od zakresu usuniecia guza i dlatego resekcja makroskopowo
catkowita powinna by¢ celem zabiegu. Zakres operacji jest jednak uwarunkowany ryzykiem
wystgpienia powiktan, przede wszystkim deficytu neurologicznego [Lacroix i in. 2001, Stupp i
in. 2007]. Ryzyko powiktan mozina zmniejszy¢ przez mapowanie waznych czynnosciowo
struktur, monitorowanie elektrofizjologiczne podczas zabiegu, obrazowanie $rédoperacyjne
(CT, MRI, US), uzycie mikroskopu operacyjnego lub technik endoskopowych, aspiratora
ultradzwiekowego, nawigacji i stereotaksji [Mitchelln i in. 2005, Willems i in. 2006,
Yoshikawa i in. 2006]. Celem ustalenia rozpoznania histopatologicznego w guzach trudno
dostepnych nawet przy wykorzystaniu techniki mikrochirurgicznej stosuje sie biopsje
sterotaktyczng lub kontrole za pomocg neuronawigacji [Mitchelln i in. 2005].

Jezeli nowotwoér ogranicza krazenie ptynu mozgowo-rdzeniowego powodujgc
wodogtowie i nie jest mozliwe odblokowanie tej przeszkody, zaktada sie zastawke
komorowo-otrzewnowsg, komorowo-dosercowg lub endoskopowo przebija sie dno komory

[l (wentrikulostomia) czy udraznia wodocigg (akweduktoplastyka). U chorych ze znacznym
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wzrostem ciSnienia wewnatrzczaszkowego usuniecie wodogtowia poprawia stan
neurologiczny i komfort zycia [Fijuth i in. 2004].

W przypadku guzéw glejowych pnia moézgu zabieg operacyjny jest mozliwy gdy guz
jest dobrze ograniczony lub naciek ma charakter egzofityczny. Interwencje taka
przeprowadza sie bezwzglednie przy wykorzystaniu mikrochirurgii, najlepiej z asystg
neuronawigacji i monitoringiem srddoperacyjnym potencjatow wywotanych [Majchrzak i in.
2005, Willems i in. 2006].

Zabieg operacyjny daje mozliwosci prowadzenia innych form terapii guza takich jak
brachyterapia (aplikacja drenu w czasie zabiegu), chemioterapia (aplikacja

chemioterapeutyku) lub bioterapia (aplikacja bioterapeutyku).

4.1.6.2. Radioterapia i radiochirurgia

Podstawowg technikg radioterapii (RTH) stosowang w leczeniu glejakow jest
frakcjonowana teleradioterapia z zastosowaniem jednorazowej dziennej dawki 1.8 - 2 Gy na
frakcje. Dawka catkowita zalezy od typu histologicznego guza. W RTH paliatywnej najczesciej
stosuje sie 5 lub 10 dawek frakcyjnych po odpowiednio 4 lub 3 Gy na frakcje. W LGG dazy sie
do ograniczenia napromieniania prawidtowych tkanek mdzgu, ktére reagujg pdinym
odczynem i dlatego w leczeniu radykalnym nie nalezy stosowac dawek frakcyjnych powyzej 2
Gy [Fijuth i in. 2004, Stupp i in. 2007].

W przypadku gdy guz jest dobrze odgraniczony od tkanek prawidtowych zalecana jest
RTH konformalna lub stereotaktyczna. Stereotaktyczna radiochirurgia (SRS) i stereotaktyczna
radioterapia frakcjonowana (SFR) umozliwiajg napromienianie precyzyjnie okreslonej i
niewielkiej objetosci tkanek nerwowych (maksymalna srednica zmiany 3.5 - 4 cm).
Planowanie i wykonanie SRS i SFR wymaga zastosowania ramy stereotaktycznej lub
odpowiednich masek i przestrzennego uktadu odniesienia oraz dostosowanego
komputerowego systemu planowania leczenia. W ramach SFR podawanych jest kilka frakcji
(najczesciej po 5 - 7 Gy) lub realizowany jest schemat teleradioterapii konwencjonalnie
frakcjonowane;j [Fijuth i in. 2004, Selker i in. 2002].

Radiochirurgia polega na jednorazowym podaniu stereotaktycznie wysokiej dawki
promieniowania od kilku do dwudziestu kilku Gy. Poniewaz takie dawki wywotujg

nieodwracalne zmiany w komadrkach zaréwno guza, jak i mézgu, dlatego wymagana jest duzo
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wieksza precyzja pozycjonowania niz przy zastosowaniu SFR [Crowley i in. 2006, Mitchelln i
in. 2005]. Przy przestrzennym planowaniu RTH nalezy uwzgledni¢ uwidoczniony obszar
glejaka, obszar subklinicznego szerzenia sie nowotworu, pofozenie guza wzgledem
,harzgdow krytycznych”, objetos¢ planowang do napromieniania, margines uwzgledniajgcy
ruchomos¢ oddechowsq i btedy pozycjonowania [Fijuth i in. 2004].

Brachyterapia polega na wprowadzeniu do guza lub lozy pooperacyjnej izotopow

192| i 125

promieniotwérczych (najczesciej ~“Ir I) w celu uzyskania réwnomiernego rozktadu dawki
w stosunkowo niewielkiej objetosci (maksymalna s$rednica guza 5 - 6 cm). W przypadku
zmian torbielowatych mozliwe jest zastosowanie izotopéw w formie koloidalnej (**P, **®Au,
%y). Dawki podawane w brachyterapii wahaja sie od kilkunastu do kilkudziesieciu Gy (w

przypadku implantéw statych %

| > 100 Gy). Aplikatory umieszcza sie przy pomocy ramy
stereotaktycznej lub $rédoperacyjnie w czasie zabiegu resekcji guza [Mitchelln i in. 2005,
Nieder i in. 2000, Shrieve i in. 1995].

Wskazaniami do radioterapii glejakow s3: czesciowe wyciecie guza niezaleznie od
stopnia histologicznej ztosliwosci, rozpoznanie nowotworu anaplastycznego bez wzgledu na
zakres zabiegu, nieoperacyjnos¢ guza ze wzgledu na lokalizacje (np. glejak nerwu
wzrokowego, guz w pniu maézgu lub we wzgdrzu) lub zaawansowanie kliniczne. Do podjecia
radioterapii lub chemioterapii bez potwierdzenia rozpoznania histopatologicznego
nowotworu upowaznia typowy obraz radiologiczny. Wydaje sie, ze radykalne
napromienianie glejaka powinno opierac sie na strategii opracowanej przez zespot ztozony z

radioterapeuty, chemioterapeuty, neurochirurga i fizyka przy  wykorzystaniu

skomputeryzowanego systemu planowania [Fijuth i in. 2004].

4.1.6.3. Chemioterapia

Klasyczna chemioterapia (CTH) ma ograniczone zastosowanie w leczeniu glejakéw
mozgu. Niewielka skutecznos¢ CTH w tej grupie nowotwordow jest spowodowana: barierg
krew-mdzg, niskg chemiowrazliwoscia pierwotng, wczesng chemioopornoscia wtérng,
niekorzystnym oddziatywaniem cytostatykéw i innych lekéw (np. przeciwdrgawkowych),
neurotoksycznoscig niektérych lekdéw cytotoksycznych, neurotoksycznoscig skojarzenia

niektérych lekow cytotoksycznych i RTH. Do grupy lekow przechodzacych przez bariere krew-
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mozg nalezg: pochodne nitrozomocznika (karmustyna - BCNU, lomustyna - CCNU, nimustyna
- ACNU, prokarbazyna - PCB i temozolamid - TMZ) [Fijuth i in. 2004].

W glejakach CTH moze by¢ stosowana w wybranych przypadkach nawrotéw lub jako
leczenie paliatywne po wyczerpaniu mozliwosci chirurgii i RTH, u chorych rokujgcych
przezycie przynajmniej 3 miesiecy. Nie wykazano przewagi wielolekowej CTH nad
monoterapig [Fijuth i in. 2004]. Wyjatek stanowig skgpodrzewiaki, gdzie pokazano duzg
skutecznos¢ leczenia schematem PCV, szczegdlnie w przypadkach skapodrzewiakéw
anaplastycznych. W monoterapii zalecane jest stosowanie lomustyny co 6 tygodni lub
karmustyny jednorazowo, a w wybranych przypadkach temozolamidu przez 5 kolejnych dni,
co 4 tygodnie. Schemat PCV wykorzystywany w leczeniu skgpodrzewiakéw i
skagpodrzewiakogwiazdziakow zawiera lomustyne, prokarbazyne i winkrystyne (cykle
powtarzane co 6-8 tygodni). Dobrg odpowiedZ na chemioterapie zgodng z tym schematem
dajg guzy z utratg informacji genetycznej w obrebie chromosomu 1p i 19q (LOH 1p/19q)
[Cairncross i in. 1998, Engelhard i in. 2003]. Schemat PCV w terapii neoadjuwantowej w
przypadku wznowy guza nie daje duzych korzysci [Bauman i in. 2000].

Lekiem o najlepiej udokumentowanej skutecznosci w leczeniu wysoko ztosliwych
gwiazdziakow jest temozolamid (doustny zwigzek alkilujgcy). Wykazano jednak tylko
nieznaczng aktywnos¢ tego leku w przypadku wznowy glejaka [Yung i in. 2000]. W potaczeniu
z radioterapia, u chorych z nowo rozpoznanym glejakiem wielopostaciowym temozolamid
istotnie wydtuza czas przezycia. Korzystne dziatanie TMZ obserwuje sie jednak gtéwnie w
przypadku guzéw z metylowanym promotorem genu kodujgcego metylotransferaze 0°-
metyloguaniny (MGMT) [Stupp i in. 2001, Stupp i in. 2005].

Karmustyna jest chemioterapeutykiem uzywanym w monoterapii w leczeniu
ztosliwych glejakéw. Przy jej ogdlnym podawaniu osiggniecie odpowiedniego stezenia leku w
tkankach mozgu jest trudne. Poniewaz do nawrotéw glejaka ztosliwego czesto dochodzi w
obrebie marginesu uprzedniej resekcji, a takze w celu ominiecia bariery krew-modzg
opracowano biodegradowalne polimery zawierajace karmustyne, ktére umieszcza sie w lozy
po resekcji guza [Mitchelln i in. 2005]. Przenikanie leku w oparciu o mechanizm transportu
biernego jest ograniczone do zaledwie kilku milimetrow. Nie udafto sie wykaza¢ by ten
sposob terapii wydtuzat mediane przezycia chorych lub czas przezycia wolnego od progresji

choroby [Olivi i in. 2003, Westphal i in. 2003].
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4.1.6.4. Niestandardowe metody terapeutyczne

Obecnie w terapii guzow modzgu stosuje sie nowoczesne technologie oparte na
zjawisku interferencji RNA (RNAi). Metoda ta polega na indukcji hydrolizy informacyjnego
RNA (mRNA) przy pomocy kompleksu wyciszajgcego RISC powstatego z udziatem
dwuniciowego RNA dostarczanego do komdérki. W  Klinice Neurochirurgii i
Neurotraumatologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu opracowano ATN-RNA,
czasteczke RNA, ktéra indukuje specyficzng hydrolize mRNA swoistego dla tenascyny C. ATN-
RNA podawany pacjentom po resekcji guza mdzgu ograniczyt rozrost guza i wydtuzyt czas
przezycia [Rolle i in. 2010, Wyszko i in. 2008, Zukiel i in. 2006]. Opis innych technik
molekularnych w terapii nowotworéw OUN mozna znalezé w niedawno wydanej ksigzce
dotyczgcej zastosowania technologii kwaséw nukleinowych w laczeniu guzéow madzgu
[Erdmann i in. 2009].

Niezbednym czynnikiem warunkujgcym dziatanie bioterapeutyku jest jego obecnosc
w glejaku lub w sasiadujacych tkankach mozgu. Czynniki molekularne hamujace
tumorogeneze mozna podawac¢ do nieusunietej czesci guza lub scian lozy pooperacyjnej
droga bezposrednich iniekcji podczas operacji neurochirurgicznej lub w postaci boluséw
terapeutyku za pomocg drenu umieszczonego w nieusunietej czesci guza, co prowadzi do
konwekcyjnego rozmieszczenia leku w masie guza (CEDD) [Chen i in. 1999].

W terapii neuroonkologicznej dazy sie do opracowania terapeutykow wysoce
selektywnie dziatajgcych na nowotwodr, z ograniczeniem uszkodzenia reszty organizmu.
Krokiem w kierunku tego rodzaju leczenia jest bewacizumab. Jest to humanizowanie
przeciwciato monoklonalne blokujace funkcje VEGF. Wiele danych wskazuje na jego wysokg
skutecznos¢ w leczeniu GBM, ze wzgledu na nadprodukcje tego biatka w komdrkach guza

[van Meiriin. 2010].

37



Opracowanie lieraturowe

4.1.7. Rokowanie

Czynnikami prognostycznymi dla czasu przezycia s3: rodzaj histopatologiczny
nowotworu, lokalizacja guza (czotowy lub ciemieniowy), zakres operacji (resekcja catkowita
lub subtotalna), ocena przedoperacyjna w KPS, wiek (powyzej 50 lat) oraz wielkos¢ dawki
radioterapeutycznej (60 Gy). Prawdopodobienstwo przezycia 5 lat po zdiagnozowaniu GBM
jest mniejsze od 5%, a $redni czas przezycia rzadko przekracza 12 miesiecy. Sredni czas
przezycia po operacji AA wynosi okoto 30 miesiecy. Pacjenci po resekcji totalnej lub
subtotalnej mieli lepsza prognoze niz pacjenci, u ktorych wykonano czesciowa resekcje lub
biopsje. Wykazano, ze wydtuzenie czasu przezycia Srednio do 13 miesiecy zwigzane jest z
resekcjg ponad 98% masy guza. Usuniecie mniejszej ilosci tkanki skraca czas przezycia do 8
miesiecy [Lacroix i in. 2001]. Chorzy, ktdrzy otrzymali dawke wiekszg od 60 Gy mieli lepsze
rokowanie niz ci, ktérzy otrzymali 60 Gy lub mniej [Nomiya i in. 2007]. Wiek,
przedoperacyjny stan neurologiczny, napady drgawek i stopien ztosliwosci majg istotny
wptyw na czas przezycia. Chorzy w mtodszym wieku z guzem w pfatach czotowym,
skroniowym lub potylicznym majg dtuzszy czas przezycia [Huo i Zhang 2002]. Czas przezycia
jest krotszy u oséb w starszym wieku [Sneed i in. 1995]. Z badan klinicznych wynika, ze ta
réznica w czasie przezycia chorych z GBM moze wynika¢ z wiekszej opornosci starszych
chorych na radioterapie niz z wewnetrznych rézinic w zakresie wzrostu guza [Barker i in.
2001].

W wiekszosci przypadkow do wznowy GBM dochodzi w czasie 6 - 12 miesiecy,
natomiast wznowa AA nastepuje 18 — 36 miesiecy po operacji. Pojawia sie ona w okoto 80%
przypadkdéw w postaci odrostu w marginesie tkanek 2 - 3 cm od operowanego guza. W
centrum guza znajduje sie 92% komorek glejaka, natomiast w strefie szerokosci 20 mm
otaczajgcego mozgu — 6%, w odlegtosci 20-40 mm — 1.8%, a powyzej 40 mm od guza — 0.2%
[Wilson 1990].

W ciggu ostatnich lat obserwuje sie wydtuzenie czasu przezycia po reoperacji wznowy
HGG. Srednie czasy przezycia w przypadku reoperacji wznowy wynosza: 14-50 tygodni (GBM)
i 55-88 tygodni (AA). Przy zastosowaniu chemioterapii adjuwantowej odpowiednio: 19-28
tygodni (GBM) i 44-81 tygodni (AA), natomiast przy uzupetniajgcej radioterapii: 34-47
tygodni (GBM) i 42-105 tygodni (AA) [Nieder i in. 2000].
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4.2. Epigenetyczna regulacja ekspresji gendow

Dziatanie systemdéw biologicznych nie moze by¢ i nie jest oparte na pojedynczej
czasteczce czy procesie, ani nawet na jednym genie. Polega ono raczej na szerokich
oddziatywaniach na licznych poziomach pomiedzy wieloma sktadnikami komérki, takimi jak
biatka i kwasy nukleinowe. Wiekszo$¢ komédrek organizmu ssaka zawiera ten sam zestaw
gendw, a jednak ich cechy zewnetrzne i funkcje sg niekiedy skrajnie rézne. Rdznicowanie
komodrkowo-tkankowe jest w zasadzie nieodwracalne, jednakze potencjalnie kazda dojrzata
komadrka moze stac sie totipotentna. Te indywidualne, specyficzne wtasciwosci komadrek i ich
niezwykta plastycznosc sg wynikiem selektywnej ekspres;ji i represji gendw, ktore decydujg o
sktadzie biatkowym komoérki, a wiec i jej funkcji. Ekspresja genéw odpowiedzialnych za
proces réznicowania, utrzymywania w ciggu zycia specyficznych wtasciwosci poszczegdlnych
tkanek i plastycznos¢ komorek stanowi wypadkowg bezposrednich zmian w sekwencji DNA
oraz oddziatywan o charakterze ponadgenomowym (epigenetycznym), do ktdrych nalezg
miedzy innymi: metylacja DNA, modyfikacja biatek histonowych (acetylacja, fosforylacja,
metylacja, ubiquitynacja), rodzicielskie pietno genomowe (ang. genomic imprinting),
oddziatywanie biatek Polycomb i Trithorax oraz interferencja RNA [Bredburry 2003, Curradi i
in. 2002, Fischle i in. 2003, Grewal i Moazed 2003, Hendrich i in. 1998]. Wzér tych
modyfikacji tworzy tzw. epigenotyp, ktérego dynamicznym wptywom podlega chromatyna,
czyli DNA wraz z biatkami histonowymi.

Mechanizmy epigenetyczne sg to mitotycznie i/lub mejotycznie dziedziczone zmiany
w funkcjonowaniu gendéw nie bedace zmianami w sekwencji DNA [Russo i in. 1996]. W
przeciwienstwie do genomu, ktory jest identyczny w réinych typach komodrek danego
organizmu, epigenom ma charakter dynamiczny i rézni sie miedzy komérkami. Modyfikacje
epigenetyczne sg odwracalne i, oprécz modulacji ekspresji gendw, wptywajg na stabilnos¢
struktury chromatyny, integralno$¢ genomu, rozwdj zarodkowy, koordynacje czasowa
replikacji, pietnowanie genomowe i inaktywacje chromosomu X [Chow i Brown 2003, Ehrlich
2003, Robertson i in. 2004, Rousseaux i in. 2004, Ting i in. 2004]. Mechanizmy epigenetyczne
uniemozliwiajg réwniez ekspresje gendw wirusowych [Jahner i in. 1982] oraz wyciszajg
sekwencje endogennych retrowirusdw. Zapobiegajg takze destabilizacji wywotanej
homologiczng rekombinacjg pomiedzy sekwencjami powtdérzonymi w genomach ssakow

[Colot i Rossignol 1999, Yoder i in. 1997] oraz sg zaangazowane w funkcjonowanie mdzgu
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[Chen i in. 1999] i rozwdj uktadu odpornosciowego [Fitzpatrick i Wilson 2003, Nan i Bird
2001]. Poznanie i zrozumienie mechanizmdéw epigenetycznych, modyfikujgcych ekspresje

gendw i biorgcych udziat w rozwoju ssakdw ma kluczowe znaczenie dla medycyny.
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4.2.1. Wiasciwosci i funkcja 5-metylocytozyny

Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) jest polimerem zbudowanym z nukleotydow,
ktore sktadajg sie z nukleozydu (zasada azotowa i cukier) oraz grupy fosforanowej. Obok
czterech gtéwnych nukleozydéw (adenozyny — A, tymidyny — T, guanozyny - G i cytydyny - C)
eukariotyczne DNA zawierajg wiele zmodyfikowanych zasad, z ktérych 5-metylocytozyna
(m>C) ma kluczowe znaczenie w regulacji ekspresji gendéw. m>C jest produktem reakgcji
metylacji DNA katalizowanej przez metylotransferazy, w ktdérej nastepuje kowalencyjne
zwigzanie grupy metylowej do pierscienia cytozyny w pozycji 5 (Ryc. 10).

Poniewaz atom wegla C-5 czgsteczki cytozyny jest mato reaktywny, jego metylacja w
warunkach fizjologicznych jest mozliwa jedynie w reakcji katalizowanej przez enzymy zwane
metylotransferazami [Bestor 2000]. Reakcja metylacji cytozyny przebiega wedtug
mechanizmu zaproponowanego po raz pierwszy w 1987 roku [Wu i Santi 1987]. Donorem
grupy metylowej w reakcji metylacji DNA, katalizowanej przez metylotransferazy, jest S-
adenozylometionina (SAM) [Bestor 2000]. W pierwszym etapie reakcji metylotransferaza
DNA katalizuje atak nukleofilowy na atom wegla C-6 faczac sie z nim kowalencyjnie. Na
skutek tego nastepuje protonacja atomu azotu N-3 przez grupe karboksylowg kwasu
glutaminowego i powstaje 4,5-enamina, ktéra atakuje czgsteczke S-adenozylometioniny,
bedacg donorem grupy metylowe]. Przytgcza sie ona do aktywnego atomu wegla C-5, a
czgsteczka S-adenozylometioniny przeksztatca sie w S-adenozylohomocysteine. Powstaje
zwigzek posredni, z ktdrego nastepnie uwalniana jest metylotransferaza DNA, co powoduje

regeneracje wigzania podwdéjnego pomiedzy weglami C-5 i C-6 [Pacholska i in. 2004].
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Rycina 10. Mechanizm reakcji metylacji cytozyny katalizowanej przez enzym DNMT. Donorem grupy metylowej
jest S-adneozylometionina, ktdra w toku reakcji ulega przeksztatceniu do S-adenozylohomocysteiny [Plitta i in.
2008].

Metylacja DNA jest jednym z elementéw szerokiego programu epigenetycznego. m>C
funkcjonuje jako przetgcznik powodujacy aktywacje lub inhibicje ekspresji gendw. Ocenia sieg,
ze ok. 5% wszystkich cytozyn w DNA jest metylowanych. Wiekszos¢ z nich (70-80%) znajduje
sie w CpG (dinukleotyd 5’-cytozyna-guanina-3’) [Attwood i in. 2002, Bird 1986, Ehrlich i in.
2002]. Znana jest rowniez metylacja cytozyn w obrebie dinukleotydéw CpA i CpT, a takze
tréjek CpNpG, jest to jednak zjawisko duzo rzadsze [Ho i Tang 2007].

Najbardziej uderzajgcg cechg wzoru metylacji DNA kregowcdéw jest obecnosé wysp
CpG, czyli niemetylowanych regiondw wielkosci 500 - 5000 bp o wiekszej niz reszta genomu
czestosci wystepowania CpG. Wystepujg one w rejonach przy konicu 5’ wielu ludzkich gendw,
najczesciej w promotorach i pierwszych eksonach [Bird 1987, Saxonov i in. 2006], jak rowniez
w regionach przy konicu 3’ genu. W genomie ludzkim stwierdzono okoto 29 000 wysp CpG,
ktore sg zwigzane z ok. 60% ludzkich gendéw [Antequera i Bird 1993, Baylin i Herman 2000,
Bird 2002, Issa 2000, Lander i in. 2001, Venter i in. 2001]. Wiekszo$¢ z nich pozostaje
niemetylowana na wszystkich etapach rozwoju i we wszystkich tkankach [Antequera i Bird
1993]. Te wielkos$ci odzwierciedlajg czasowgq i przestrzenng zmiennos¢ organizmu. Stopien
metylacji regulatorowych sekwencji DNA okresla aktywnos¢ transkrypcyjng genu. Kiedy

wyspa CpG ulega metylacji podczas rozwoju, to sgsiadujacy z nig gen jest trwale wyciszany.
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Wiekszos¢ metylowanych wysp CpG jest zlokalizowanych w obrebie sekwencji
powtdrzonych, wtgczajgc w to centromery, satelity i geny powtdrzone [Baylin i Herman
2000].

Zrdznicowanie wzorcow metylacji u zwierzat wskazuje na mozliwos¢ petnienia przez
zmetylowany DNA odmiennych funkcji. Wzér metylacji genomu u ssakdw zmienia sie
podczas ich rozwoju. Stwierdzono, ze we wczesnej fazie rozwoju embrionalnego myszy,
poziom metylacji DNA w wyniku demetylacji obniza sie gwattownie do ok. 30% poziomu
typowego dla komérek somatycznych [Bird 2002, Jackson-Grusby i in. 2001, Jaenisch i Bird
2003, Pacholska i in. 2004]. Demetylacja jest procesem aktywnym i obejmuje tylko genom
meski krotko po zaptodnieniu, w przeciwienstwie do genomu matczynego, ktory ulega
pasywnej demetylacji podczas pdzniejszych podziatéw komadrek [Jaenisch i Bird 2003, Pennisi
2001, Reik i Dean 2001, Robertson i Jones 2000]. Nastepujgca po implantacji zarodka
metylacja de novo powoduje ponowne wprowadzenie grup metylowych do DNA. Wsrod
kregowcow wystepujg roznice miedzygatunkowe, ktére mogg odzwierciedlac role metylacji u
tych organizmow. U myszy, i prawdopodobnie innych ssakow, wczesna demetylacja z
nastepujaca po niej ponowng metylacjg jest wazna dla okreslania wzorca metylacji DNA w
komodrkach somatycznych. Metylacja de novo wystepuje rzadko podczas prawidtowego
rozwoju pogastrulacyjnego, natomiast czesciej w nowotworowych liniach komérkowych oraz
w niektorych starzejacych sie tkankach, gdzie znaczgca ilos¢ wszystkich wysp CpG jest
stopniowo metylowana [Baylin i Herman 2000, Bird 2002, Issa 2000, Jaenisch i Bird 2003,
Pacholska i in. 2004]. Pokazano, ze metylacja de novo moze rowniez wystgpi¢ w dojrzatych
komadrkach somatycznych, ale jej tempo jest bardzo stabe [Bird 2002].

Chociaz monozygotyczne bliznieta posiadajg ten sam genotyp, to wiekszos¢ z par nie
jest identyczna. Obserwuje sie rdéznice fenotypowe, takie jak wrazliwos¢ na choroby czy
réznice w cechach antropomorficznych. Jednym z mozliwych wyjasnien tego zjawiska jest
obecnos$¢ réznic w metylacji DNA i biatek histonowych tworzgcych chromatyne. Chociaz
bliznieta sg epigenetycznie nierozréznialne we wczesnych latach zycia, to starsze wykazuja
juz istotne rdznice w ilosci i rozmieszczeniu w genomie 5-metylocytozyny oraz acetylacji i
metylacji histonéw, co wptywa na ekspresje gendéw [Fraga i in. 2005]. Wzory modyfikacji
epigenetycznych bliznigt jednojajowych zmieniajg sie w miare ich starzenia sie. Rdznice te
mogg powstawa¢ w wyniku dziatania zarowno czynnikdw srodowiskowych (np. palenie
papieroséw, aktywnos¢ fizyczna, dieta) [Bjornsson i in. 2004, Jaenisch i Bird 2003], jak i

wewnetrznych (np. btedy w przepisywaniu informacji epigenetycznej przy kolejnych
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podziatach komdérek) [Cooney 1993, Bennett-Baker i in. 2003]. Gromadzenie mutacji
epigenetycznych nastepuje szybciej niz genetycznych, poniewaz nie majg one tak
dramatycznych konsekwencji, a komoérki nie rozwinety skutecznych mechanizméw ich
naprawy [Fraga i Esteller 2002].

Grupa metylowa moze by¢ dotgczona do DNA w pozycji N6 adeniny (u Prokaryota i
wiekszosci Eukaryota) oraz w pozycjach N4 (gtéwnie u bakterii termofilnych) i C5 (wszystkie
organizmy) cytozyny (C) [Bestor 2000, Gromova i Khoroshaev 2003]. Epigenetyczna
metylacja DNA dotyczy tylko pozycji 5 cytozyny w obrebie dinukleotydéw CpG [Singal i
Ginder 1999], ktérych w genomie ludzkim jest ok. 5 - 10 razy mniej niz by tego statystycznie
oczekiwano, sg one takze nierdwnomiernie rozmieszczone [Bird 2002]. Na skutek
spontanicznej deaminacji m°C do tyminy (T), CpG u wyzszych Eukaryota stanowig tzw.
»gorgce miejsca” mutacji, a tranzycja C->T skutkuje eliminacjg miejsc CpG z genomédw
kregowcow podczas ewolucji. Wyjatkiem sg tzw. wyspy CpG. Reakcja metylacji, ktérej
konsekwencjg jest transkrypcyjne wyciszanie, katalizowana jest przez metylotransferazy DNA

(DNMT) [Razin i Riggs 1980] (Ryc. 11).
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Rycina 11. Reakcje zwigzane z metylacjqg DNA. Zgodnie z tym modelem wzdr metylacji DNA jest wiernie
kopiowany podczas replikacji przez DNMT1, ale jest on odwracalny [Gtuszak i in. 2008].

Genomy zwierzat charakteryzuja sie roznorodnoscig poziomow i wzoréw metylacji. U
nicienia Caenorhabditis elegans nie znaleziono 5-metylocytozyny (m>C), ani DNA
metylotransferaz, a z kolei u muszki owocowej Drosophila melanogaster, ktorej genom
zawiera sekwencje podobna do genu znanych DNMT, poziom m’C jest bardzo niski

natomiast metylacja dotyczy gtdwnie C w obrebie dinukleotydow CpT, a nie CpG, jak u
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wiekszosci zwierzat [Gowher i in. 2000, Hung i in. 1999, Lyko i in. 2000, Tweedie i in. 1999].
Wiekszos¢ genomoéw bezkregowcdw charakteryzuje sie umiarkowanie wysokim poziomem
metylowanych dinukleotydéw CpG (m°CpG) i mozna w nich wyrdzni¢ domeny metylowanego
DNA oddzielone domenami niemetylowanego DNA [Bird i in. 1979, Tweedie i in. 1997]. Z
kolei genomy kregowcdw majg najwyzszy sposrod catego krélestwa zwierzat poziom m°C w
DNA, rozproszony w genomie (globalna metylacja). Rdéznorodnos¢ wzordw metylacji

genomow zwierzagt moze odzwierciedlaé rézng funkcje tej modyfikacji DNA [Colot i Rossignol

1999].

Genom Eukariota mozna podzieli¢c na dwie czesci: hipometylowang, zwigzang z
aktywng, acetylowang chromatyng, i hipermetylowang, zwigzang z nieaktywng,
hipoacetylowang chromatyng [Razin i Cedar 1977]. Pierwsze badania sugerowaty

jednokierunkowy zwigzek miedzy dwoma mechanizmami epigenetycznymi, w ktérym
metylacjia DNA jest czynnikiem nadrzednym regulujgcym modyfikacje histonéw i w
konsekwencji prowadzgcym do wyciszenia transkrypcji [Cameron i in. 1999, Eden i in. 1998].
Uwazano, ze metylowany gen moze by¢ ponownie aktywowany po usunieciu grupy
metylowej. Koncepcja, twierdzaca iz metylacja DNA jest gtdwnym, decydujgcym sygnatem w
inaktywacji gendéw zostata eksperymentalnie potwierdzona wraz z odkryciem biatek
wiazacych sie do m°CpG, majacych réwniez zdolno$é wigzania biatek modyfikujacych histony
[Nan i in. 1998]. Jednakze zaobserwowano tez odwrotng relacje. Reorganizacja struktury
chromatyny stymuluje zmiany we wzorze metylacji DNA. Istniejg biatka zaangazowane w
proces wyciszania chromatyny, ktore moga wigza¢ DNMT-azy [Brenner i in. 2005, Fuks i in.
2000, Vire i in. 2006]. Rowniez hipometylacja DNA moze by¢ powodowana zmianami w
chromatynie [Szyf i in. 2004]. Jest zatem oczywiste, ze pomiedzy tymi dwoma mechanizmami
epigenetycznymi istniej zwigzek dwukierunkowy. Demetylacja DNA oraz demetylacja i
acetylacja Lys9H3 oraz metylacja Lys4H3 sg zwigzane z tworzeniem chromatyny aktywnej
transkrypcyjnie - euchromatyny. Odwrotnie, metylowany DNA oraz deacetylacja i metylacja
Lys9H3 decyduja o powstaniu chromatyny nieaktywnej transkrypcyjnie - heterochromatyny
[Gilbert i in. 2003, Li 2002, Singh i Georgatos 2002]. Takie wzajemne synergistyczne
powigzanie tworzy petle zwrotne, ktore zapewniajg stabilng aktywacje lub dezaktywacje
transkrypcyjng domen chromatynowych (Ryc. 12). Przetgczanie pomiedzy tymi dwoma
stanami nie jest przypadkowe poniewaz wzajemnie wzmacniajgce sie modyfikacje

przeciwdziatajg przypadkowosci [Jaenisch i Bird 2003].
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Rycina 12. Wzajemne powiqzania mechanizmdow epigenetycznych. Metylacja DNA (metyl-CpG) jest
stymulowana przez metylowangq lizyne 9 histonu H3 (metyl-Lys9H3), a sama z kolei stymuluje zaréwno
deacetylacje (deacetyl-Lys9H3), jak i metylacje lizyny 9 histonu H3 (metyl-Lys9H3), ktére to modyfikacje
wzajemnie sie wykluczajq [Gtuszak i in. 2008].

Do niedawna nieodwracalnos¢ reakcji metylacji DNA uwazano za dogmat, podobnie
jak idee biernego utrzymywania wzoru metylacji DNA w komérkach somatycznych. Sadzono,
ze wzor ten pozostaje niezmienny w zyciu pozaptodowym, co sugerowatoby, ze nie petni on
zadnej roli w odpowiedziach adaptacyjnych [D’Alessio i Szyf 2006]. Chociaz mozliwe jest
usuniecie grup metylowych w komdrkach dzielgcych sie drogg pasywnej demetylacji po
zablokowaniu DNMT1 podczas syntezy DNA, to mechanizm ten nie moze by¢ odpowiedzialny
za demetylacje DNA w petni zréznicowanych komérkach postmitotycznych. Metylacja moze
jednak funkcjonowac jako aktywny sygnat biologiczny w komodrkach zréznicowanych,
poniewaz istnieje mozliwos$¢ zmiany wzoru metylacji w sposéb niezalezny od replikacji DNA
[Ramchandani i in. 1999]. W zréznicowanych komérkach obserwuje sie aktywng demetylacje
katalizowang przez demetylazy DNA (Ryc. 11). Silnie metylowane geny genomu ojcowskiego
ulegajg gwattownej demetylacji w zygocie w kilka godzin po zaptodnieniu, jeszcze przed
pierwszg rundg replikacyjng [Oswald i in. 2000]. Ta aktywna demetylacja jest rowniez
specyficzna genowo i dotyczy m. in. locus Ig w dojrzewajacych komodrkach B, genu a-aktyny
w komoérkach miesniowych, genu miozyny w rdznicujgcych sie mioblastach i in. Sugeruje sie,
ze aktywna demetylacja DNA jest katalizowana przez enzymy o aktywnosci demetylujacej,
takie jak biatko MBD2 czy glikozylaza 5-metylocytozyny [Bird 2002]. Powyzsze obserwacje
nie wykluczajg jednak roli pasywnej demetylacji w ksztattowaniu wzoru metylacji cytozyn
DNA [D’Alessio i Szyf 2006].

Modyfikacje epigenetyczne, w szczegdlnosci metylacja DNA, sg odpowiedzialne za
tzw. imprinting genomowy i inaktywacje jednego chromosomu X u pici zenskiej. Cechg

wspdblng tych mechanizmow jest monoalleliczna ekspresja gendéw. Inaktywacja chromosomu
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X (lionizacja) w komdrkach somatycznych jest losowa. Wybdr chromosomu X i inicjacja
procesu inaktywujgcego uwarunkowane sg ekspresjg Xist RNA (ang. X-inactive specific
transcript) - niekodujgcego RNA transkrybowanego z nieaktywnego chromosomu.
Utrzymanie pietna genomowego i inaktywacji chromosomu X Scisle zalezg od nieprzerwanej
aktywnosci DNMT1 (a w pierwszych etapach rozwoju zarodka réwniez jej izoformy
oocytarnej) [Beard i Jaenisch1995, Howell i in. 2001, Li i in. 1993, Panning i Jaenisch 1996].
Metylacja DNA najprawdopodobniej nie jest jednak zaangazowana w lionizacje, poniewaz
aktywacja genu Xist poprzedza o kilka dni metylacje de novo wysp CpG. Metylacja DNA jest
natomiast niezbedna w utrzymywaniu stanu nieaktywnego, ktéry wymaga ciagtej ekspresji
genu Xist [Csankovszki i in. 2001, Keohane i in. 1996, Wutz i Jaenisch 2000]. Usuniecie pietna
i aktywna demetylacja zachodzi podczas dojrzewania pierwotnych ptodowych komadrek
ptciowych [Lee i in. 2002, Hajkova i in. 2002].

Zwiekszona metylacja (hipermetylacja) sekwencji promotorowych genu jest zwigzana
z utratg funkcji genu, podobnie jak ma to miejsce w przypadku zwyktych mutacji [Jones i
Baylin 2002, Robertson i Wolffe 2000]. Hipermetylacja genomu ma ogromny wptyw na
funkcjonowanie komorki. Inaktywacja kluczowych gendw i Sciezek biologicznych odnosi sie
do tak bardzo zréznicowanych proceséw jak starzenie sie i choroby serca [Post i in. 1999],
powoduje zaburzenia rozwojowe [Li 2002], a przede wszystkim choroby nowotworowe [Post
i in. 1999, Jones i Laird 1999, Robertson 2005]. Dla tych ostatnich réwnie istotna jest

obserwowana globalna hipometylacja genomu.
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4.2.2. Metylotransferazy DNA

Metylacje cytozyny katalizujg enzymy zwane DNA metylotransferazami (DNMT).
Istniejg dwie gtdwne klasy tych enzymow:
1) metylotransferazy de novo biorgce udziat w ustanowieniu wzoru metylacji podczas
gametogenezy i na wczesnym etapie rozwoju oraz
2) enzymy odpowiedzialne za utrzymanie wzoru metylacji podczas podziatu komérki, na

drodze specyficznej metylacji hemimetylowanego DNA [Goll i Bestor 2005].

U Eukaryota wystepujg trzy rodziny metylotransferaz DNA: DNMT1, DNMT2 oraz
DNMT3, z ktérych kazda kontrolowana jest przez odmienne mechanizmy regulacyjne.
Eukariotyczne metylotransferazy nie sg specyficzne wzgledem sekwencji w przeciwienstwie
do enzyméw bakteryjnych, ktdre katalizujg reakcje metylacji jedynie w obrebie okreslonych
sekwencji [Bestor 2000, Goll i Bestor 2005]. Ich rola w metylacji byta analizowana gtéwnie

poprzez analize fenotypowg efektéw mutacji w genach je kodujgcych (Tab. 4).

Tabela 4. Fenotypy mutacji wystepujgce w genach metylotransferaz DNA [Jaenisch i Bird 2003].

Biatko Funkcja Fenotyp mutanta

catkowita demetylacja genomu, letalnosé
embriondéw, utrata pietnowania i ekspresja
gendw zwigzanych z chromosomem X;

DNMT1 utrzymanie profilu metylacji s .
mozliwe jest jednak wystepowanie
embrionalnych komérek macierzystych z tym
defektem

DNMT1 izoforma specyficzna dla oocytéw utrata pietnowania matczynego

metylacja w miejscach innych niz CpG

DNMT2 w Drosophila

brak oczywistego fenotypu u myszy

DNMT3a metylotransferazy de novo,

letalno$¢ embriond d ICF
DNMT3b ustanawianie profilu metylacji etainosc embrionow, syndrom

brak aktywnosci katalitycznej,

DNMT3L wystepuje z DNMT3a i DMNT3b

nieprawidtowe pietnowanie matczyne

DNMT1 to enzym katalizujgcy kopiowanie wzoru metylacji podczas replikacji (DNMT-
aza utrzymujaca), a dwa kolejne enzymy, DNMT3a i DNMT3b) to biatka ustanawiajgce
okreslony profil metylacji we wczesnym rozwoju zarodkowym, tzw. metylotransferazy de
novo. Metylotransferaza utrzymujgca katalizuje przytaczenie grupy metylowej preferencyjnie

do hemimetylowanego DNA podczas replikacji, a metylotransferazy de novo mogg
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efektywnie metylowa¢ C do m>C po replikacji, w obrebie niemetylowanego DNA (Rys. 13)

[Bestor 2000, Margot i in. 2003].

e
€ &) €
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DNMT3hb
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Rycina 13. DNMT3a i DNMT3b jako enzymy metylujgce de novo oraz DNMT1 jako enzym utrzymujqcy wzdr
replikacji [Gtuszak i in. 2008].

DNMT1, DNMT3a i DNMT3b wykazujg aktywnos¢ katalityczng in vitro w obecnosci
kofaktora S-adenozylo-L-metioniny (SAM, AdoMet). DNMT2 wykazuje podobienstwo do
DNMT1, DNMT3a i DNMT3b, ale jej funkcja i specyficznos¢ substratowa dtugo pozostawata
niejasna [Okano i in. 1998]. Obecnie wiadomo, ze enzym ten katalizuje metylacje tRNA
[Motorin i in. 2010]. Do ssaczych DNMT-az nalezy takie DNMT3L (ang. DNA
methyltransferase 3-Like), biatko podobne do DNMT3a i DNMT3b, ale prawdopodobnie nie
wykazujgce aktywnosci metylotransferazowe;.

Wszystkie znane DNMT-azy ssakéw sg biatkami monomerycznymi posiadajgcymi 10
zachowanych motywéw aminokwasowych charakterystycznych dla tej grupy enzymow (Ryc.

14).
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# koniec-N koniec-C
domenawigia@ PCMNANLS  wigzaniedo rejonbogaty  sekwencja powtorzenia motywy domeny
DMAPL widetek w Cys typu PHD-like GK katalitycznej DNMT-az

i u replikacyinych D{i
P

4 1 VvVl X X

v

Dnmtl (74 O Viidiivid VA Vi A
Dnimit2 | Iy vivin XX
domena rejon bogaty
FWWE w Cys ATRX-podobny
+ 1 WVIVil IXX
Dnmt3a [ U/ %] m )| ﬂ
domena rejon bogaty
PWWP w Cys ATRX-podobny
¥ 1 vvivil XX
Dnmt3b | || VAHL ot 18

Rycina 14. Ogdina struktura DNMT-az wystepujqcych u ssakow [Gtuszak i in. 2008].

WSsrdd nich wyrdzni¢ mozna motywy: Il, Ill, Vi VII, ktdre nie wystepujg u wszystkich
DNMT-az, oraz motywy: I, IV, VI, VIII, IX i X (wysoce homologiczne), ktére sg obecne w kazdej
DNMT-azie [Bestor 2000, Kumar i in. 1994, Lauster i in. 1989]. Ogdlny schemat struktury
metylotransferaz zaktada wystepowanie dwoch domen potgczonych krétkim tgcznikiem
zbudowanym z dwuaminokwasowych powtérzen GK (glicyna-lizyna) [Luczak i Jagodzinski
2006]. Duza domena zachowawcza znajdujgca sie przy koncu C zawiera miejsce wigzania S-
adenozylometioniny oraz miejsce aktywne enzymu z charakterystyczng resztg cysteiny,
kluczowej w czasie reakcji metylacji (donor grupy tiolowej). Znajdujgca sie przy koncu N
polipeptydu mniejsza domena jest stabo konserwowana, przypisuje sie jej funkcje
regulatorowe oraz rozpoznawanie sekwencji, ktéra ma ulec metylacji [Goll i Bestor 2005].
Oddziatywanie enzymu z docelowg sekwencjg nastepuje gtownie w obrebie duzej bruzdy
helisy DNA za posrednictwem dwéch bogatych w glicyne petli wystepujagcych w obrebie
domeny N-koncowej [Klimasauskas i in. 1994]. DNMT1, DNMT3a i DNMT3b zawierajg
ponadto duze domeny regulatorowe przy koficu N, posiadajgce wiele miejsc interakcji, np.
sygnat lokalizacji jgdrowej (ang. nuclear localization signal, NLS).

Prokariotyczne DNA metylotransferazy s3 podobne pod wzgledem wielkosci do

DNMT2 i mniej skomplikowane strukturalnie niz DNMT1, DNMT3a i DNMT3b. U ssakow
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profil metylacji DNA jest ustanawiany i powielany przez wiele DNMT-az regulujgcych rdzne
procesy w komorce.

DNMT1 jest enzymem o masie okoto 200 kDa ztozonym z 1620 aminokwaséw. Biatko
to zawiera przy koncu C czgsteczki domene katalityczng o wiekszej homologii do
bakteryjnych metylotransferaz anizeli do DNMT2, DNMT3a i DNMT3b ssakéw. Domena
regulatorowa przy konicu N petni wiele funkcji, takich jak: import czasteczki do jadra
komérkowego, koordynacje replikacji i metylacji podczas fazy S cyklu komérkowego (palec
cynkowy odpowiadajgcy za wigzanie DNA i domena odpowiadajgca za rozpoznanie widetek
replikacyjnych w fazie S cyklu komérkowego) oraz cze$ciowe hamowanie metylacji de novo
[Attwood i in. 2002, Bestor 2000, Robertson i Jones 2000]. Domena odpowiedzialna za
rozpoznanie hemimetylowanych sekwencji znajduje sie réwniez przy koncu N [Araujo i in.
2001]. Zmiany DNMT1 u myszy powodujg nieprawidtowy przebieg procesu pietnowania
genow, letalno$¢ embriondw, redukcje poziomu metylacji DNA i aktywacje endogennych
retrowirusow [Bestor 2000, Liiin. 1992, Robertson i Jones 2000, Walsh i in. 1998].

DNMT2 jest najsilniej zachowang i najbardziej powszechng rodzing enzymow
katalizujgcych reakcje metylacji DNA. Metylotransferazy DNMT2 posiadajg wszystkie
charakterystyczne dla tej grupy enzymow motywy, z zachowaniem ich uktadu, jednak nie
stwierdzono Zzadnej znaczacej aktywnosci katalitycznej tych biatek [Goll i Bestor 2005].
Biologiczna rola tej klasy metylotransferaz nie jest jasna, aczkolwiek stwierdzono, ze biatka
DNMT2 majg zdolnos$¢ rozpoznawania specyficznych sekwencji w genomie i silnie sie z nimi
wigza [Attwood i in. 2002, Motorin i in. 2010].

Rodzina DNMT3 sktada sie z dwdéch enzymoéw: DNMT3a oraz DNMT3b, posiadajgcych
zdolnos¢ metylacji de novo reszt cytozyny w obrebie dinukleotydu CpG oraz dodatkowo CpA
w przypadku DNMT3a. Do rodziny metylotransferaz DNMT3 zalicza sie rowniez biatko
DNMT3L, nie posiada ono jednak aktywnosci metylotransferazowej i funkcjonuje jedynie
jako czynnik regulatorowy w komaérkach generatywnych [Goll i Bestor 2005].

Metylotransferazy DNMT3a i DNMT3b s3g jak dotad jedynymi zidentyfikowanymi
enzymami eukariotycznymi o aktywnosci metylotransferazowej de novo. Sg one
spokrewnione z DNMT1 i DNMT2. Wykazujg wieksza homologie do multispecyficznych
metylotransferaz bakteriofagéw infekujgcych rodzaj Bacillus. Geny dnmt3A oraz dnmt3B
ulegajg ekspresji w wiekszosci tkanek, ale na poziomie nizszym w poréwnaniu do dnmtl
[Bestor 2000, Goll i Bestor 2005]. Enzymy te ulegajg wysokiej ekspresji w niezréznicowanych

embrionalnych komadrkach macierzystych, a ich poziom obniza sie w rdznicujgcych sie
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embrionalnych komadrkach macierzystych i dojrzatych tkankach mysich [Bird 2002, Jaenisch i
Bird 2003, Robertson i Jones 2000].

Biatko DNMT3L wykazuje znaczne podobienstwa pod wzgledem struktury ogdélnej do
enzyméw DNMT3A oraz DNMT3B, wystepujg jednak znaczgce rdznice w kluczowych
sekwencjach motywow katalitycznych. DNMT3L nie posiada aktywnosci
metylotransferazowej, ale jest niezbedne dla ustanowienia wzoru metylacji zaréwno w
meskich, jak i zenskich komodrkach generatywnych. Wykazano, ze DNMT3L ma zdolnos¢
stymulacji aktywnosci katalitycznej DNMT3A, oraz, ze te dwa biatka wspdtdziatajg ze sobg
podczas rodzicielskiego pietnowania genetycznego w komadrkach generatywnych. DNMT3L
jest charakterystyczne dla rozwijajgcych sie oocytéw oraz prekursorow komorek
macierzystych plemnikow (prospermatogonia), wystepujgcych przez bardzo krotki czas w
okresie okotoporodowym [Goll i Bestor 2005].

Obecnie niewiele wiadomo o procesie demetylacji DNA in vivo, szczegdlnie w
dojrzatych zréznicowanych tkankach. Uwaza sie, ze proces ten wystepuje powszechnie w
stadium rozwijajgcego sie zarodka, gdzie fala demetylacji poprzedzajgca zaptodnienie
powoduje niemalze catkowitg konwersje metylocytozyny do cytozyny [Kafriiin. 1992].

Demetylacja genomowego DNA moze by¢ wynikiem dwdch odmiennych
mechanizmow. Jeden z nich to tak zwana bierna demetylacja, wystepujgca w kontekscie
replikacji DNA. Uwaza sie, ze pewne czynniki wigzgce DNA blokujg metylacje cytozyny,
normalnie zachodzacg podczas fazy S cyklu komdrkowego, co prowadzi do powstania w
pierwszym etapie hemimetylowanego DNA, a nastepnie catkowitej jego demetylacji [Hsieh
2000]. Drugi mechanizm demetylacji nasladuje proces naprawy DNA i polega na
enzymatycznym usunieciu m>C i zastgpieniu jej przez C, przeprowadzanym przez 5-MCDG
(ang. 5-methylcytosine DNA glycosylase), ktéra wystepuje w kompleksie z RNA,
odpowiadajgcym za rozpoznanie metylowanych dinukleotydéw CpG [Jost i in. 1997, Zhu i in.
2001]. Aktywno$¢ glikozylazy 5-metylocytozyny posiada rowniez biatko wigzgce grupe
metylowg MBD4 (ang. methylcytosine binding protein), ale enzym ten jest silnie inhibowany
przez RNA [Zhu i in. 2000].

Warto nadmienic, ze zjawisko demetylacji jest powszechne w czasie tumorogenezy
oraz typowe dla procesu starzenia [Attwood i in. 2002]. Duze znaczenie ma tempo
spontanicznych deaminacji i podziatéw komadrkowych. W modelowym systemie bakteryjnym
stabilnos¢ 5-metylocytozyny i cytozyny jest podobna gdy komorki nie dzielg sie. W ludzkich

komodrkach nowotworowych mutacje CpG byty duzo czestsze, gdy podziaty komdrkowe byty
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stymulowane przez hormony, a takze w zniszczonych tkankach podlegajgcych regeneracji.
Wiele zmian wystepujgcych w komadrkach nowotworowych jest spowodowanych nie tylko
przez zaburzenia genetyczne, ale rowniez epigenetyczne [Jaenisch i Bird 2003].

Podczas kancerogenezy genom ulega jednoczesnie ogdlnej hypometylacji, jak i
regionalnej hypermetylacji wysp CpG, co powoduje pojawienie sie standow wptywajacych na
rozwoj guzéw nowotworowych [Jaenisch i Bird 2003, Robertson i Jones 2000]. Konsekwencjg
tego moze by¢ wyciszenie gendw supresorowych, utrata pietnowania gendéw, aktywacja
onkogendéw przez demetylacje, wzrost czestotliwosci mutacji punktowych w obrebie
zmetylowanych CpG i niestabilnos¢ mikrosatelitarnego DNA [Jaenisch i Bird 2003]. Jest wiele
przyktadéw gendw, gtéwnie supresji nowotworowej, ktérych rejony promotorowe ulegajg
hypermetylacji i wyciszeniu, zwiekszajgc tym samym mozliwosci przezycia komoarek
nowotworowych: pRB (siatkéwczak ztosliwy), APC (rak jelita grubego), BRCA1 (rak piersi),
hMLH1 (rak jelita grubego) i inne. Trzeba jednak stwierdzi¢, ze nie ma petnej zgodnosci co do
bezposredniej roli metylacji DNA w kancerogenezie. Obecno$¢ hipermetylowanych alleli
genow supresorowych najprawdopodobniej odzwierciedla ogdlny defekt w utrzymaniu
niezmetylowanych wysp CpG [Robertson i Jones 2000].

W ludzkich guzach stwierdzono nadekspresje zaréwno DNMT1, jak i rodziny DNMTS3,
co moze przyczynia¢ sie do ogdlnej nieprawidtowosci procesu metylacji w komérkach
nowotworowych. Jednakze wzrost ekspresji DNMT jest najprawdopodobniej tylko czesciowo
odpowiedzialny za obserwowane zaburzenia metylacji, poniewaz nie wszystkie guzy

wykazujg nadekspresje tych enzyméw [Robertson i Jones 2000].
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4.2.3. Metody oznaczania 5-metylocytozyny

Metylacja cytozyny w DNA i powstanie m°C powoduje wytaczenie (inhibicje)
niektérych gendw supresorowych poprzez zmiany w strukturze chromosomoéw. Analiza
gendw zwigzanych z nowotworami pozwala na ich podziat wedtug wzoru rozktadu metylacji
[Nakao 2001]. Do tego celu wykorzystano enzymy restrykcyjne oraz chemiczng modyfikacje
m>C tiosiarczynem sodowym, ktéra powoduje deaminacje C (nie m°C). W zwiazku z tym
stosujgc tancuchowg reakcje polimerazy (PCR) mozna zauwazyé rdznice w sekwencji
zwigzane z metylacja. Z enzymdw restrykcyjnych najczesciej wykorzystuje sie Mspl, enzym
hydrolizujagcy DNA zawierajacy m°C oraz Hpall, ktéry jest nieaktywny wzgledem tych
sekwencji. Metoda ta jest przydatna, ale do jej zastosowania konieczna jest znajomos¢
sekwencji nukleotydowej okreslonego genu. Technike tg stosuje sie gtéwnie do analizy
pojedynczych gendw.

Obecnie znanych jest wiele technik jakosciowego i ilosciowego oznaczania 5-
metylocytozyny. Mozna je podzieli¢ na techniki pozwalajace na globalna analize m>C w catym
genomie oraz techniki specyficznej analizy pojedynczych gendw [Sulewska i in. 2007].
Opisane metody analizy wzoru metylacji w catym genomie wymagajg jednak duzych ilosci
wyjsciowego DNA, co znacznie utrudnia analize materiatu ludzkiego [Brena i in. 2006].
Wybierajac metode analizy m>C nalezy wziaé¢ pod uwage rodzaj, ilo$¢ i jakoé¢ analizowanej
probki oraz dostepnos¢ specjalistycznego sprzetu. Najtatwiej dostepnym materiatem do
badan sg ptyny ustrojowe, ale, jako ze zawierajg znikome ilosci nowotworowo zmienionego
DNA, wybrana metoda analizy musi charakteryzowac¢ sie duzg czutosciag. Musi by¢ ona
rowniez wystarczajgco specyficzna, aby zagwarantowac rozrdznienie zmian wzoru metylacji
wynikajgcych z transformacji nowotworowej od zmian normalnie wystepujacych podczas
wzrostu i réznicowania komorek normotypowych [Sulewska i in. 2007].

Pierwsza generacja testdow wykrywajgcych obecnos¢ 5-metylocytozyny w
genomowym DNA opierata sie na wykorzystaniu enzymow restrykcyjnych wrazliwych na
metylacje. Takie metody posiadajg jednak wiele ograniczen, poczynajgc od mozliwosci
monitorowania wzoru metylacji jedynie w obrebie sekwencji rozpoznawanej przez dany
enzym do czestych fatszywie pozytywnych wynikdw oraz trudnosci w rozrdznieniu matej
liczby metylowanych alleli od artefaktu wynikajgcego z niekompletnej restrykcji [Herman i in.

1996].
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Innym podejsciem do analizy metylacji genomowe] (metylomu) jest chemiczna
modyfikacja cytozyny do uracylu w reakcji z tiosiarczynem sodu. Reakcja ta jest podstawg
wielu technik analizy metylacji DNA. W czasie reakcji z tiosiarczynem sodu w kwasnym pH
nastepuje przeniesienie grupy sulfonowej na C6 cytozyny, a nastepnie hydrolityczna
deaminacja (Ryc. 15). Zmiana $rodowiska na alkaliczne wymusza transformacje produktu
przejsciowego do uracylu na skutek desulfonacji. 5-metylocytozyna réwniez moze reagowac
z tiosiarczynem sodu dajac tymine, jednak wydajnos¢ tej reakcji jest znacznie nizsza, tak ze
reakcja ta moze byc¢ traktowana za statystycznie nieistotng. Zasady purynowe oraz szkielet
fosfodiestrowy wystepujgce w genomowym DNA sg niewrazliwe na tiosiarczyn sodu [Tanaka

i Okamoto 2007, Wang i in. 1980].

NH2 NH2 (0] (@]

ﬁN HSO," fN NH pH>13 ﬁNH
|\||/§o PH5  HO,S N/KO HO,S NAO N/&O
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Rycina 15. Reakcja deaminacji cytozyny z uzyciem tiosiarczynu sodu. Reakcja przebiega w kolejnosci:
przeniesienie grupy sulfonowej na C6 cytozyny, hydrolityczna deaminacja oraz alkaliczna desulfonacja [Tanaka i
Okamoto 2007].

Catkowita deaminacja cytozyny moze nastgpi¢ przy zastosowaniu kilku kombinacji
temperatury i czasu reakcji. Reakcja zachodzi najszybciej w temperaturze 55°C z catkowitg
konwersjg cytozyny do uracylu w czasie 4 do 18 godzin (4h: 99.48 + 0.39%; 18h: 99.65 +
0.52%). W temperaturze 95°C ponad 98% cytozyn jest deaminowanych w czasie 1 godziny
(98.05 + 2.2%). Nadmierne wydtuzanie czasu reakcji prowadzi do degradacji DNA. Dochodzi
wowczas do przeciecia wigzania N-glikozydowego i tworzenia sie miejsc apurynowych
[Grunau i in. 2001, Reeben i Prydz 1994, Tanaka i Okamoto 2007]. W warunkach alkalicznych
dochodzi nastepnie do hydrolizy DNA, wprost proporcjonalnej do zastosowanej
temperatury. Na ogét jednak pozostata czes¢ DNA wystarcza do przeprowadzenia reakcji PCR

[Grunauiin. 2001, Tanaka i Okamoto 2007].
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4.2.3.1. Analiza metylacji pojedynczego genu

MSRE - trawienie enzymami restrykcyjnymi wrazliwymi na metylacje

MSRE (ang. methylation-sensitive restriction enzyme digestion) jest tradycyjng metodg
detekcji metylacji wykorzystujgcg endonukleazy restrykcyjne wrazliwe na metylacje. Po
trawieniu enzymami restrykcyjnymi wzor metylacji moze by¢ analizowany przy pomocy PCR
lub Southern blot. Podejscie wykorzystujgce PCR opiera sie na zatozeniu, ze amplifikacja przy
uzyciu starteréw oskrzydlajgcych miejsce restrykcyjne nastapi jedynie wtedy, gdy ciecie jest
inhibowane przez metylacje. Produkty amplifikacji analizowane sg na zelu agarozowym z

dodatkiem bromku etydyny i oznaczane densytometrycznie [Melnikov i in. 2005].

MSP - reakcja PCR specyficzna dla metylacji

MSP (ang. methylation specific PCR) jest szybkg metodg dajaca wynik jakosciowy. Metoda ta
wymaga modyfikacji DNA przy uzyciu tiosiarczynu sodu wywotujgcej zalezne od metylacji
zmiany w sekwencji DNA (deaminacja C, bez wptywu na m>C). Zmodyfikowany DNA jest
nastepnie powielany (amplifikowany) w obecnosci dwdch zestawdw starterow (ang. primers)
zaprojektowanych tak, aby rozrézni¢ sekwencje metylowane od nieetylowanych [Fraga i

Esteller 2002].

METHYLIGHT

- specyficzna dla metylacji reakcja PCR z analizg przyrostu produktu w czasie rzeczywistym

MethyLight jest wysoce przepustowa metoda analizy metylacji DNA, opartg na reakcji PCR z
analizg przyrostu produktu w czasie rzeczywistym (ang. Real-Time PCR). DNA poddawany jest
najpierw reakcji z tiosiarczynem sodu, a nastepnie amplifikowany przy pomocy pary
starteréw oskrzydlajgcych miejsce wigzania sondy oligonukleotydowej. Sonda ma przy koncu
5’ fluorochrom — tzw. reporter (np. 6FAM) i czasteczke wygaszajgcg fluorescencje - tzw.
quencher (np. TAMRA) przy koncu 3’. Bliskie sgsiedztwo obu czgsteczek powoduje
wygaszanie fluorescencji wzbudzonego fluorochromu. Na etapie elongacji nastepuje
hydroliza sondy przez polimeraze Taq posiadajgcg aktywnos¢ 5" = 3’ egzonukleazy, wskutek
czego fluorofor zostaje oddzielony od wygaszacza i obserwuje sie fluorescencje [Eads i in.

2000, Ogino i in. 2006].
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QAMA - ilosciowa analiza metylowanych alleli

Metoda detekcji metylacji QAMA (ang. quantitative analysis of methylated allels) opiera sie
na reakcji PCR z analizg przyrostu produktu w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem sond
wigzacych sie z mniejszg bruzdg DNA (ang. Minor Groove Binding, MGB). QAMA (Ryc. 16) jest
modyfikacjag metody MethylLight i pozwala na stosowanie krétszych sond (12-17-
nukleotydowych). Sondy takie sg optymalne do wykrywania polimorfizmu pojedynczych
nukleotydéw (SNP), poniewaz sg one mato stabilne ze wzgledu na wystepowanie
niesparowanych nukleotydéw w miejscu hybrydyzacji [McChlery i Clarke 2003, Zeschnigk i in.
2004].

ntiowa | T.TTuT. |

S :
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Wygaszacz : * EAM ‘ VvIC
fluorescencji

Rycina 16. Schemat detekcji metylacji metodg QAMA. DNA modyfikowane tiosiarczynem sodu amplifikuje sie
przy pomocy jednego zestawu starterow. Detekcja metylacji odbywa sie na etapie hybrydyzacji sondy. Sonda
wyznakowana fluorochromem FAM jest komplementarna do sekwencji niemetylowanej, a sonda VIC do
sekwencji metylowanej [Zeschnigk i in. 2004].

COBRA — metoda bisulfidowa potfgczona z analizg restrykcyjng

COBRA (ang. combined bisulfite restriction analysis) jest dobrg metodg do analizy ilosciowej
poziomu metylacji specyficznych loci. Procedura obejmuje reakcje z tiosiarczynem sodu,
amplifikacje PCR oraz trawienie enzymami restrykcyjnymi (Ryc. 17). Kombinacja reakc;ji
bisulfidowej z PCR powoduje konwersje cytozyny do tyminy, a metylocytozyny do cytozyny.
Zabieg ten prowadzi do powstania nowych miejsc restrykcyjnych lub zachowania juz
istniejgcych. Startery do reakcji amplifikacji dobierane s3 tak, aby nie zawieraty
dinukleotydow CpG, dzieki czemu metylacja DNA nie ma wptywu na przebieg reakcji PCR
[Fraga i Esteller 2002, Xiong i Laird 1997].
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Rycina 17. Schemat metody COBRA. Obejmuje ona reakcje z tiosiarczynem sodu, amplifikacje PCR, trawienie
restryktazq BstUI, rozdziat w zelu poliakrylamidowym, przeniesienie na membrane nylonowq oraz hybrydyzacje
z sondqg wyznakowangq radioaktywnie. Wizualizacji dokonuje sie po skanowaniu membrany za pomocq
phosphoimagera [Xiong i Laird 1997].

MALDI-TOF MS

— spektrometria mas metodg desorpcji laserowej z udziatem matrycy

oraz analizg czasu przelotu

Analiza metylacji metodg spektrometrii mas z laserowg desorpcjg z matrycy bazuje na DNA
modyfikowanym tiosiarczynem sodu. DNA po reakcji bisulfidowej jest amplifikowany w
reakcji PCR i transkrybowany in vitro (Ryc. 18). Startery do reakcji PCR muszg byc¢ tak
dobrane, aby nie faworyzowaé¢ amplifikacji metylowanych/niemetylowanych sekwencji.
Dlatego region hybrydyzacji startera powinien by¢ wolny od dinukleotydéw CpG. Dodatkowo
jeden ze starteréw wprowadza do amplifikowanej sekwencji rejon promotorowy dla
polimerazy T7. Otrzymany jednoniciowy RNA jest nastepnie poddawany hydrolizie
endorybonukleazg tngcg specyficznie sekwencje DNA po wybranym nukleotydzie [Ehrich i In.

2005].
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Rycina 18. Schemat analizy metylacji przy pomocy MALDI-TOF MS. Produkt PCR po transkrypcji in vitro poddany
jest specyficznej reakcji hydrolizy U przy koricu 3’. Zaznaczona na zétto metylowana matryca DNA niesie zawsze
reszty cytozyny, ktore w wyniku odwrotnej transkrypcji bedq reprezentowane przez reszty G. Niemetylowana
sekwencja DNA, zaznaczona na czerwono, utracita reszty C, ktore zostaty zastgpione resztami U. Skutkiem tego
jest obecnosc reszt A w odwrotnym transkrypcie w pozycji odpowiadajgcej C wyjsciowej sekwencji DNA. Zmiany
sekwencji obserwowane sq na chromatogramie w postaci przesuniecia piku masowego. Zmiana reszty G na A w
analizowanej sekwencji powoduje przesuniecie piku masowego o 16 Da. W obrebie produktu nr 1 wystepujg
dwie reszty m°C jako Ze pik mas,owy przesungt sie o 32 Da wzgledem piku referencyjnego [Ehrich i in. 2005].

ERMA — enzymatyczna analiza metylacji

ERMA (ang. enzymatic regional methylation assay) jest dobra technika do ilosciowej oceny
metylacji w obrebie okreslonej sekwencji [Galm i in. 2002]. Analizowana sekwencja DNA po
uprzedniej reakcji z tiosiarczynem sodu jest amplifikowana przy pomocy starterow
komplementarnych do sekwencji wolnej od dinukleotyddw CpG, co gwarantuje niezaleznos¢

reakcji PCR od metylacji (Ryc. 19).
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Rycina 19. Schemat metody ERMA. DNA traktowany tiosiarczynem sodu poddawany jest reakcji PCR z

wykorzystaniem starterow wprowadzajgcych do amplifikowanej sekwencji dwa razy powtdérzony oligonukleotyd
GATC. Nastepnie przeprowadza sie dwie rundy reakcji metylacji in vitro. Metylotransferaza Sssl dotgcza grupe

metylowg CHs* (izotop *H) do reszt cytozyny, a metylotransferaza dam dotgcza grupe C*Hs (izotop **C) do
adeniny w obrebie sekwencji GATC. Analize metylacji przeprowadza sie na podstawie poréwnania odczytu
licznika scyntylacyjnego dla izotopow *Hitc [Galm iin. 2002].
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4.2.3.2. Analiza catkowitej metylacji genomu

Sekwencjonowanie genomu metodg bisulfidowg

Metoda bisulfidowa oparta jest na selektywnej deaminacji cytozyny do uracylu podczas
reakcji jednoniciowego genomowego DNA z tiosiarczynem sodu, a nastepnie
sekwencjonowaniu produktéw reakcji PCR [Frommer i in. 1992, Grunau i in. 2001]. Podczas
reakcji amplifikacji metylacja DNA ulega wymazaniu, poniewaz polimeraza DNA nie rozréznia
cytozyny od 5-metylocytozyny. Dzieki reakcji z tiosiarczynem sodu powstaty podczas
amplifikacji PCR z cytozyny uracyl jest konwertowany do tyminy [Tanaka i Okamoto 2007]. 5-
metylocytozyna nie ulega tej reakcji i dlatego jest identyfikowana jako amplifikowana

cytozyna [Beier i in. 2007, Grunau i in. 2001].

DMH — mikromacierzowa analiza metylacji

Metoda DMH (ang. differential methylation hybridization) wykorzystuje technologie
mikromacierzy, co pozwala na analize metylacji catego genomu w niezwykle krétkim czasie.
Podstawg metody jest biblioteka wysp CpG dla ludzkiego genomu liczgca ok. 8000 sekwenciji.
Sekwencje wysp CpG zostaty okreslone za pomocg chromatografii powinowactwa na
kolumnie zawierajgcej domene wigzgcg 5-metylocytozyne, pochodzacg z biatka szczura
MeCP2 [Cross i in. 1994]. W pierwszym etapie analizy genomowy DNA izolowany z dwdch
odmiennych prébek poddawany jest trawieniu endonukleazg Msel w celu otrzymania
krotkich fragmentow liczgcych 100 - 200 bp (Ryc. 20). Trawienie to nie narusza integralnosci
wysp CpG, jako ze enzym Msel rozpoznaje i przecina sekwencje TTAA. Nastepnie za pomoca
ligazy przytaczane sg krotkie linkery i tak otrzymane fragmenty DNA s3 ponownie

hydrolizowane za pomocg endonukleazy BstUl wrazliwej na metylacje [Ho i Tang 2007].

61



Opracowanie lieraturowe

probka A probka B
T metylowana m m mm
cytozyna R =
a b c a b ¢

trawienie Msel
T niemetylowana

EECR . 5 . 5. )

a b ':1 a b c ligacja linkeréw
. s J1Ls
a 1 a b trawienie BstUI
reakcja PCR

!

rnakowanie fluorescengyjne
przy pomocy Cy5 [probka A)

oraz Cy3 (probka B) CAREERS
Riabasrasanany '
-t e sygnal czerwony
l 4
. L LA L ER
Hybrydyzacia g PESRARRYS RN A
z mikromacierzg gorReacesssrias
R T R AR R B
R AFEAR IS E PR
figesandraeEaRan
e TIETEE R )

Rycina 20. Schemat analizy wzoru metylacji metodqg DMH. Wynik analizy odczytywany jest z mikromacierzy.
Sondy do ktdrych hybrydyzujq jedynie amplikony prébki A dajg sygnat czerwony, punkty do ktorych hybrydyzujq
jedynie amplikony prébki B - sygnat zielony. Zétty sygnat $wiadczy o jednakowej ilosci amplikondw A i B
hybrydyzujgcych do danej sondy i Swiadczy o braku réznic w poziomie metylacji danego loci miedzy obiema
prébkami [Ho i Tang 2007].

MSO - analiza mikromacierzowa specyficzna dla metylacji

MSO (ang. methylation-specific oligonucleotide microarrays) jest metoda alternatywna do
sekwencjonowania genomu modyfikowanego tiosiarczynem. Dzieki wykorzystaniu
mikromacierzy jest to metoda o duzej przepustowosci, pozwalajgca na pordwnanie poziomu
metylacji wielu wysp CpG w jednym eksperymencie. Jednak ze wzgledu na mozliwos¢ analizy
zaledwie kilku prébek jednoczesnie jest to metoda mato przydatna do oceny duzej ilosci
probek klinicznych w laboratoriach diagnostycznych. Metoda MSO wymaga ok. 2 - 3 ug
genomowego DNA. Badany DNA jest poddawany trawieniu dwoma enzymami
restrykcyjnymi: Kpnl oraz Ndel, a nastepnie modyfikowany przy pomocy tiosiarczynu sodu,
amplifikowany i znakowany fluorochromem Cy5. Tak przygotowang prébke hybrydyzuje sie
do mikromacierzy z nadrukowanymi (przytgczonymi) krétkimi sondami liczgcymi ok. 21 - 25
bp. Mikromacierz zawiera dwa zestawy sond bedacych odpowiednikami metylownach i

niemetylowanych wysp CpG. Procent metylacji danego fragmentu bogatego w pary GC
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wyznacza sie na podstawie stosunku intensywnosci fluorescencji punktéw odpowiadajgcych

,metylowanym” i ,niemetylowanym” sondom [Gitan i in. 2002].

MCA-RDA — amplifikacja metylowanych wysp CpbG potgczona z klonowaniem

Metoda MCA-RDA (ang. methylated CpG island amplification-representational difference
analysis) polega na amplifikacji wysp CpG, po ktérej nastepuje klonowanie metoda RDA.
Pozwala ona na jednoczesng identyfikacje i klonowanie odmiennie metylowanych sekwencji
w probie badanej i kontrolnej. Pierwszym etapem analizy jest ciecie dwoma izoschizomerami
réznigcymi sie wrazliwoscig na metylacje rozpoznawanej sekwencji CCCGGG w genomowym
DNA (Ryc. 21). Poczatkowo wykorzystuje sie ciecie enzymem Smal, ktéry hydrolizuje
sekwencje niemetylowane i pozostawia tepe korice. Nastepnie DNA hydrolizowany jest przy
pomocy endonukleazy Xmal, rozpoznajacej sekwencje metylowane i generujacej

czteronukleotydowe lepkie konce, do ktérych ligowane sg adaptery [Ho i Tang 2007].
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Rycina 21. Schemat analizy oceny wzoru metylacji metodg MCA-RDA. Genomowy DNA poddawany jest
trawieniu dwoma izoschizomerami Smal i Xmal réznigcymi sie wrazliwoscig na metylacje rozpoznawanej
sekwencji. Po etapie ligacji adaptorow nastepuje reakcja PCR, w ktdrej specyficznie amplifikowane sq
metylowane wyspy CpG. Jesli istnieje sonda dla danej sekwencji, mozna zbadac jej metylacje technikqg Southern
blot lub dot blot. Dotqd niezidentyfikowane wyspy CpG mogq zostac¢ poddane klonowaniu i sekwencjonowaniu
metodq RDA [Ho i Tang 2007].
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LUMA — specyficzna dla metylacji bioluminometryczna reakcja PCR

Metoda LUMA (ang. luminometric methylation assay) opiera sie bioluminometrycznej reakcji
PCR poprzedzonej trawieniem genomowego DNA parg izoschizomeréw. LUMA jest
modyfikacja metody opracowanej w 1979 roku, wykorzystujgcej te same enzymy
restrykcyjne, ale odmienng technike detekcji - pirosekwencjonowanie [Cedar i in. 1979,
Karimi i in. 2006]. Genomowe DNA poddawane jest restrykcji enzymami rozpoznajgcymi
sekwencje CCGG i generujgcymi lepkie konce (5')-CG. DNA trawiony jest w dwodch
rownolegtych reakcjach, badz przy uzyciu Hpall wrazliwego na metylacje, lub jego
izoschizomeru Mspl tngcego sekwencje niezaleznie od ich metylacji. W reakcji kontrolne;j
obie préby dodatkowo poddawane sg trawieniu EcoRl, generujgcego wystajgce korce (5')-
AATT. Powstate po trawieniu enzymami restrykcyjnymi koncowki sa uzupetniane w trakcie
sekwencyjnej reakcji PCR, gdzie w czterech etapach dodaje sie kolejno dATPaS, dGTP+dCTP,
dTTP oraz dGTP+dCTP. Nieorganiczny pirofosforan (PPi) uwolniony w czasie reakcji jest
wykorzystywany w reakcji syntezy ATP z adenozynofosfosiarczanu (APS). Powstaty w reakcji
katalizowanej przez sulfurylaze ATP ulega dalszym przemianom. W reakcji katalizowanej
przez lucyferaze nastepuje przeksztatcenie lucyferyny w lucyferylo-AMP. Nastepnie
lucyferyna ulega utlenieniu do oksylucyferyny w stanie wzbudzonym, ktéra przy przejsciu do
stanu podstawowego emituje strumien fotondw. Emitowany sygnat swietlny zostaje
wychwycony przez kamere CCD (ang. charge coupled device). Sygnaty odpowiadajace reakcji
PCR w obecnosci dATPaS oraz dTTP reprezentujg reakcje EcoRl i powinny by¢ jednakowe dla
probek trawionych przy pomocy enzymow: Mspl+EcoRl oraz Hpall+EcoRIl. Intensywnos$é
sygnatu probki poddanej reakcji PCR w obecnosci dGTP+dCTP odpowiada liczbie rozcietych
miejsc restrykcyjnych Mspl lub Hpall. Poziom metylacji danej sekwencji wyznacza sie ze
stosunku intensywnosci sygnatu probki trawionej Hpall do intensywnosci sygnatu prébki
trawionej Mspl. Jest on bliski jednosci w przypadku prébek niemetylowanych i bliski zeru dla
prébek metylowanych [Karimi i in. 2006, Ahmadian i in. 2006]. Przyktadowe chromatogramy

pirosekwencjonowania w metodzie LUMA przedstawiono na Ryc. 22.
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Rycina 22. Chromatogramy pirosekwencjonowania w metodzie LUMA. Genomowy DNA poddano trawieniu
enzymami EcoRl oraz Hpall lub Mspl, a nastepnie sekwencyjnej reakcji PCR, gdzie w czterech krokach dodaje sie
kolejno inny dNTP. Intensywnosc¢ sygnatu luminescencji zalezy bezposrednio od liczby rozcietych miejsc
restrykcyjnych i jest proporcjonalna do poziomu metylacji danej sekwencji DNA. Reakcjq kontrolng jest PCR w
obecnosci dATPasS oraz dTTP, polegajqcy na uzupetnieniu wystajgcych koricy powstatych po trawieniu enzymem
EcoRl. Intensywnos¢ sygnatu powinna by¢ jednakowa dla probek trawionych Mspl+EcoRI oraz Hpall+EcoRI.
Ponowne dodanie dCTP+dGTP w kroku czwartym jest kontrolqg amplifikacji w kroku drugim [Karimi i in. 2006].

RLGS —skanowanie miejsc restrykcyjnych specyficznych dla metylacji

Metoda RLGS (ang. restriction landmark genomic scanning) opiera sie na trawieniu
genomowego DNA enzymami restrykcyjnymi wrazliwymi na metylacje oraz rozdziale
fragmentow przy pomocy dwukierunkowej elektroforezy o duzej rozdzielczosci. Metoda ta
umozliwia analize profilu metylacji catego genomu. Najczesciej uzywanym enzymem
restrykcyjnym jest wrazliwa na metylacje endonukleaza Notl, rozpoznajgca sekwencje
bogate w C i G. Po reakcji trawienia jej produkty sg znakowane radioaktywnie przy pomocy
[a->2P]dCTP i [a-*?P]dGTP (Ryc. 23). Wszystkie czasteczki sa wyznakowane w jednakowym
stopniu, jako ze reakcja polega na uzupetnieniu powstatych w czasie trawienia Notl
wystajgcych konicédw 5’. Produkt reakcji nastepnie poddawany jest kolejnej reakcji trawienia

innym enzymem restrykcyjnym - najczesciej jest to enzym ,,széstkowy” np. EcoRV.
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Rycina 23. Schemat analizy DNA metodq RLGS. Genomowy DNA trawione jest enzymem Notl, generujgcym
wystajgce 5’ korice, uzupetniane nastepnie przy pomocy radioaktywnie wyznakowanych dCTP i dGTP. Po
trawieniu enzymem ,,szostkowym” w celu wygenerowania krotszych fragmentow DNA rozdzielane jest przy
pomocy dwukierunkowej elektroforezy. Po rozdziale w pierwszym kierunku wykonuje sie trawienie w zelu
trzecim enzymem restrykcyjnym np. Hinfl. Wizualizacji dokonuje sie przy pomocy autoradiografii [Ho i Tang
2007, Koike i in. 2008].

MSRF — analiza restrykcyjna specyficzna dla metylacji

MSRF (ang. methylation sensitive restriction fingerprinting) jest metoda opartg na reakcji
PCR. Genomowe DNA poddaje sie trawieniu enzymem Msel, rozpoznajgcym sekwencje
TTAA. Miejsca restrykcyjne dla tego enzymu sg niezwykle rzadko spotykane w sekwencjach
bogatych w dinukleotydy CpG, dzieki temu mozliwe jest trawienie genomowego DNA na
mniejsze fragmenty bez naruszania integralnosci wysp CpG. Tak strawione DNA jest
nastepnie dzielone na dwie préobki z ktérych jedng poddaje sie trawieniu drugim enzymem
restrykcyjnym: BstUl, wrazliwym na metylacje. Enzym BstUl rozpoznaje sekwencje CGCG,
dlatego hydroliza nastepuje obrebie sekwencji bogatych w pary CpG pod warunkiem, ze nie
sg one chronione przez metylacje. Kolejnym etapem analizy jest reakcja amplifikacji PCR w
obecnosci znakowanych radioaktywnie tréjfosforanéw deoksyrybonukleozydéw [Davies

2002].
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4.2.4. Metylacja DNA w komérkach nowotworowych

Lokalna hipermetylacja wysp CpG

Hipermetylacja zwigzana jest z rejonami promotorowymi gendéw supresji
nowotworowej (ang. tumor suppressor gene, TSG). S3 to geny biatek adhezyjnych i
metastatycznych zwigzane z regulacjg cyklu komdrkowego, apoptozy i naprawg DNA
Metylacja sekwencji promotorowej genu powoduje jego wyciszenie. Hipermetylacja jest
zjawiskiem typowym dla wielu typow nowotwordéw, w tym guzdéw jelita grubego, jader,
mozgu, nerek, gruczotu sutkowego, jajnika, ptuc, zotagdka, a takze biataczki szpikowej. Profil
hipermetylacji sekwencji promotorowych zalezy od typu nowotworu. Najwyiszym
wspotczynnikiem hipermetylacji charakteryzuja sie nowotwory jelita grubego [Luczak i
Jagodzinski 2006, Esteller i in. 2001].

Jednym z gendéw, dla ktérych hipermetylacja rejonu promotorowego wigze sie z
rozwojem procesu nowotworowego, jest hMLH1 kodujgcy biatko biorgce udziat w naprawie
niesparowanych zasad DNA. Zaburzenie metylacji wyspy CpG przy koncu 5’ tego genu jest
typowe dla wystepujgcego rodzinnie nowotworu okreznicy i powoduje niestabilnos¢
satelitarnego DNA (ang. microsatelite instability, MSI). Zastosowanie 5-azacytydyny,
inhibitora metylacji wbudowujgcego sie podczas replikacji do DNA i wigzgcego kowalencyjnie
metylotransferazy, powoduje nie tylko ponowng ekspresje genu hMLH1, ale takze przywraca
zdolnos$¢ naprawy niesparowanych nukleotydéw w DNA [Herman i in. 1998]. Innym
przyktadem wptywu hipermetylacji na proces kancerogenezy jest wyciszenie transkrypcji
genu CDKN/p16 kodujacego inhibitor kinaz zaleznych od cyklin. Wymienione biatko odgrywa
kluczowa role w ograniczaniu fosforylacji biatka Rb i jego utrzymaniu w stanie aktywnym, co
posrednio wptywa na kontrole cyklu komorkowego. Zaburzenia ekspresji genu CDKN/p16,
wynikajgce z hipermetylacji jego rejonu promotorowego, s3 typowe dla wielu typow

nowotwordw, w szczegdlnosci raka okreznicy [Herman i in. 1995].

Globalna hipometylacja wysp CpG

Hipometylacja towarzyszaca transformacji nowotworowej najczesciej dotyczy
sekwencji  powtarzajgcych  sie  wystepujagcych w  obrebie  heterochromatyny,
retrotranspozondw, a takze endogennych elementéw retrowirusowych. Hipometylacja moze

powodowac niestabilnos¢ kariotypowg na skutek aktywacji mobilnych elementéw genomu, a
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takze mutageneze insercyjng wynikajgcg z nieprawidtowej rekombinacji. Nieprawidtowa
wymiana materiatlu genetycznego nastepuje najczesciej pomiedzy sekwencjami
powtarzajgcymi sie, ktore ulegajg aktywacji na skutek dekondensacji heterochromatyny.
Hipometylacja przyczynia sie takze do aktywacji transkrypcyjnej onkogendow i biatek
uczestniczacych w przerzutach, na skutek deregulacji ekspresji gendw zaréwno w uktadzie cis
jaki trans. [Ehrlich 2002b, Luczak i Jagodzinski 2006].

Badania wykorzystujace inhibitory metylacji in vivo i in vitro, a takze eksperymenty z
udziatem transgenicznych myszy z defektywnymi genami kodujgcymi metylotransferazy
wskazujg na waznos¢ procesu demetylacji w czasie transformacji nowotworowej. Wiekszos¢
ztosliwych  nowotwordw charakteryzuje sie obnizeniem globalnego poziomu 5-
metylocytozyny - w szczegdlnosci dotyczy to przerzutowego raka prostaty, przewlektej
biataczki limfatycznej, raka watrobowokomadrkowego oraz raka szyjki macicy. Wyjatkiem jest
nowotwor gruczotu sutkowego, gdzie obserwuje sie podwyzszenie globalnego poziomu
metylacji cytozyny w genomowym DNA [Ehrlich 2002a].

Procesowi nowotworzenia czesto towarzyszy hipometylacja sekwencji LINE (ang. long
interspersed nuclear elements). Elementami LINE s3g retrotranspozony sktadajgce sie
powtdrzonych tandemowo sekwenciji, liczagce ok. 6 kbp. Stanowig one ok. 15% ludzkiego
genomu. Sposréd ok. 4 x 10° elementéw LINE wystepujgcych w genomie zaledwie 30 - 60
jest zdolnych to transpozycji. Jest to jednakie zjawisko stosunkowo czeste podczas
transformacji nowotworowej [Sassaman i in. 1997]. Innymi sekwencjami powtdrzonymi
czesto hipometylowanymi w czasie transformacji nowotworowej sg elementy Alu.
Powtdrzenia Alu stanowia ponad 10% ludzkiego genomu. Pojedynczy element Alu liczy > 10°
powtdrzen, a jego dtugos¢ wynosi srednio ok. 0.3 kbp. Podobnie jak w przypadku sekwencji
LINE, hipometylacja elementéw Alu prowadzi do destabilizacji genomu i zwieksza
prawdopodobieAstwo mutagenezy insercyjnej [Rothberg i in. 1997]. Hipometylacji ulegajg
rowniez pojedyncze geny, ktérych produkty nie majg bezposredniego zwigzku z
tumorogeneza. Dotyczy to na przyktad genu kodujgcego hormon wzrostu, y-globine, y-
krystaline czy gonadotropine kosmdéwkowg. Gruczolakorak sutka charakteryzuje sie nizszym
poziomem metylacji w obrebie plejotropowego genu pS2, biorgcego udziat w kontroli
wzrostu i podziatu komorek. W przypadku biataczki limfoblastycznej obserwuje sie miedzy
innymi hipometylacje protoonkogenu HOX11. Hipometylacja moze prowadzi¢ do aktywacji

tych gendw i zaburzen w obrebie proteomu [Ehrlich 2002b].
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4.3. Gtowne czynniki modyfikujgce sktadniki komarki

Okreslenie ,reaktywne formy tlenu” (ang. reactive oxygen species, ROS) obejmuje
zaréwno rodniki tlenowe, jak i inne potaczenia tlenu, takie jak: nadtlenek wodoru (H,0,),
tlen singletowy, kwas podchlorawy (HOCI) oraz ozon (Os). Sg to bardzo reaktywne zwigzki
posiadajgce niesparowane elektrony na zewnetrznym orbitalu. Przyktadem rodnikow
tlenowych s3: anionorodnik ponadtlenkowy (0,"), rodnik hydroksylowy (‘OH), tlenek azotu

(NO’) (Tab. 5).

Tabela 5. Niektdre wtasciwosci reaktywnych form tlenu [Bartosz 1995].

Czgsteczka Symbol Charakterystyka

Anionorodnik

ponadtlenkowy 0, dobry reduktor, staby utleniacz

wysoce aktywny, dyfunduje na

Rodnik hydroksylowy OH niewielkie odlegtosci

silny utleniacz o wiekszym
HO, powinowactwie do lipidéw niz O,",
moze inicjowac peroksydacje lipidow

Rodnik
wodoronadtlenkowy

staba zdolno$¢ do utleniania, ale

Rodnik nadtlenkowy ROO dobra dyfuzja
. . reaktywnos¢ wzgledem lipidow
Rodnik alkoksyl ...
odnik afkoksylowy RO (pomiedzy ROO™ i "OH)

utleniacz, lecz reakcje z substratami

Nadtlenek wodoru H,0, organicznymi powolne; tatwo
dyfunduje

Tlen singletowy 10, silny czynnik oksydacyjny o okresie

pottrwania 10°%s

Obecnie panuje przekonanie, ze ekspozycja komadrek na rézne zwigzki chemiczne (np.
wystepujgce w dymie tytoniowym) prowadzi do uszkodzenia materiatu genetycznego, a
nastepnie powstania i rozwoju nowotwordéw. Nie jest znany doktadny mechanizm
powstawania takich uszkodzen. Jedna z teorii wskazuje na czynniki $rodowiskowe
odpowiedzialne za powstawanie w organizmie ROS. W wyniku ich reakcji z DNA powstajg
modyfikowane nukleozydy, ktére sg bezposrednig przyczyng mutacji. W medycynie i
naukach biologicznych znany jest fakt zwigzku wielu chordb z rodnikowymi uszkodzeniami
DNA. Niezaleznie od tego czy zmiany genetyczne sg wrodzone, czy nabyte, nowotwor jest
prawie zawsze wynikiem modyfikacji DNA, chociaz chemiczne zmiany innych sktadnikow

komorki sg rowniez wazne i nalezy brac je pod uwage (Ryc. 24). Jest to zrozumiate, poniewaz
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ROS (sktadniki kawy, herbaty, ozon atmosferyczny, czynniki dezynfekujgce) znajdujg sie w
otoczeniu cztowieka. Ponadto anionorodnik ponadtlenkowy (0,), rodnik hydroksylowy
("OH), rodnik nadtlenkowy (RO;") czy tlenek azotu powstajg réwniez w cytoplazmie komdrek
ludzkich jako normalne produkty metabolizmu komdérkowego [Bartosz 1995, Bohr 2002,

Dizdaroglu i in. 2002, Olinski i Jurgowiak 1996, Podmore i in. 1998] (Tab. 6).

Tabela 6. Endogenne zrédta reaktywnych form tlenu.

Zrédto ROS (enzym lub system) Produkt
1. Fosforylacja oksydacyjna w mitochondriach 0,”

2. Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) H,0,

3 Oksydaza monoaminowa H,0,
4, Oksydaza ksantynowa 0,7, H,0,
5 Oksydaza NADPH neutrofili 0,”

6 Reakcja Fentona (z udziatem jonéw Fe** i Cu*) ‘OH

7 Syntaza tlenku azotu NO®

Wiele danych wskazuje na to, ze utlenione (uszkodzone) makroczgsteczki stanowig
przyczyne wielu chordb, takze nowotworowych (Tab. 7). Dotyczy to takich schorzen, jak:
cukrzyca, choroby uktadu sercowo-naczyniowego, miopatie i encefalopatie [Kasprzak i in.
1997, Jurgowiak i Olinski 1997, Olinski i in. 2002, Olinski i in. 2007, Olinski i Jurgowiak 1999b,
Olinski i Jurgowiak 2002]. W zwigzku z powyzszym analiza produktéw wolnorodnikowych
modyfikacji DNA moze stanowi¢ podstawe testéw laboratoryjnych wskazujgcych na
patologiczny stan organizmu [Bartosz 1995, Bohr 2002, Dizdaroglu i in. 2002, Olinski i
Jurgowiak 1996].

Kazda komédrka aerobowa w czasie swego metabolizmu generuje ROS (Tab. 5 i 6).
Przyjmuje sie, ze w zdrowym organizmie dorostego cztowieka powstawa¢ moze okoto 2 kg
anionorodnika ponadtlenkowego w ciggu roku. O, jest produktem jednoelektronowej
redukcji czasteczki tlenu ktéra zachodzi w mitochondrialnym tfancuchu oddechowym.
Przemiany anionorodnika ponadtlenkowego w komodrce mogg prowadzi¢ do powstania H,0,,
zarowno na skutek spontanicznej, jak i katalizowanej przez enzym, dysmutaze

ponadtlenkowg (SOD), reakcji dysmutacji.
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Tabela 7. Choroby, ktorych prawdopodobng przyczyng sq rodnikowe uszkodzenia (modyfikacje) DNA.

» alergiczne zapalenie mdzqu i rdzenia

« alkoholizm

« agutoimmunologiczne zapalenie naczyn

* choroba Alzheimera

e choroba Parkinsona

e dna moczanowa

» dysplazja oskrzelowo-ptucna

« dystrofia miesniowa

e hemochromatoza

» kfebuszkowe zapalenie nerek

«  kontaktowe zapalenie skory

» lipofuscynoza

» liszaj rumieniowaty uktadowy

e  malaria

*  marskos¢

*  miastenia

*  miazdzycowe stwardnienie tetnic

» niedokrwistos¢ sierpowatokomdrkowa

*  nowotwory

» ostra niedokrwistos¢ hemolityczna wskutek zatrucia bobem
e otepienie starcze

» poffiria

» pozasoczewkowy rozrost wtdknisty

» przewlekte autoimmunologiczne zapalenie bfony sluzowej zotqdka
* reumatoidalne zapalenie stawow

* rozedma ptuc

e starzenie sie

« stwardnienie rozsiane

» talasemia (niedokrwistosc¢ srodziemnomorska)

e udar

» uszkodzenie z reperfuzji obszaru niedokrwienia (ang. ischemia-reperfusion injury)
* wrzodziejgce zapalenie jelita grubego

e zaéma

*  zapalenie skérno-miesniowe

«  zapalenie trzustki

*  zespot niewydolnosci oddechowej dorostych (ang. adult respiratory distress syndrome, ARDS)

Nadtlenek wodoru w warunkach in vivo powstaje gtéwnie z O, w mitochondriach.

H,0, tatwo dyfunduje przez btony komdrkowe i moze by¢ przeksztatcany w rodnik nawet w

miejscach odlegtych od miejsca swego powstania. Rodnik "OH powstaje w komérkach w

reakcji Fentona, katalizowanej przez jony metali grup przejéciowych, takie jak: Fe?*, Cu'* lub

Co*".

Oz + H,0, M, *OH + OH- + O>
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Obecno$¢ 0, w komdrce moze prowadzi¢ do generowania bardzo niebezpiecznego
dla komérki rodnika "OH. Wiele egzogennych czynnikdw przenika do komdrek, reaguje z
endogennym nadtlenkiem wodoru (H,O0,) i powoduje powstawanie rodnikow
hydroksylowych. Nalezg do nich metale ciezkie, takie jak chrom, zelazo i nikiel. Zrédtem
rodnikéw jest takze dym tytoniowy, leki stosowane w terapii, a takze promieniowanie
jonizujgce oraz UV. Z powodu wysokiej reaktywnosci ROS mogg modyfikowaé i uszkadzac
biatka, lipidy, weglowodany i kwasy nukleinowe (Ryc. 24). Rodniki mogg reagowac¢ z DNA

powodujgc pekniecia nici DNA oraz modyfikacje zasad azotowych.

Modyfikowane Degradacja tancuchow
zasady azotowe fosfocukrowych

o 7

KWASY
UKLEINOW

"OH

4 N

MNadtlenki aminokwasdw
Rodniki aminockwasow
Peptydy

Aldehydy

Ketony

Dimery kw. thuszczowych
Nadtlenki lipidéw

Rycina 24. Reakcje rodnika hydroksylowego z lipidami, biatkami i DNA komdrkowym prowadzq do
licznych zmian struktury i funkcji komdrek.

Uwaza sie, ze wieksza mutagenno$¢ 5-metylocytozyny w pordéwnaniu z cytozyng
wptywa na wydajnosci naprawy i tempo spontanicznych deaminacji. Wskutek deaminacji
cytozyny powstaje uracyl, ktory jest tatwo rozpoznawany i naprawiany przez glikozydaze
uracylu, natomiast deaminacja 5-metylocytozyny powoduje powstanie tyminy, ktora

naturalnie wystepuje w DNA, co prowadzi do tranzycji m>CG — TA w miejscach metylacji
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[Bestor 2000, Bird 2001, Bird 2002]. m°C, podobnie jak inne sktadniki DNA i komérki, ulega
modyfikacji (niszczeniu) w wyniku dziatania rodnika hydroksylowego ("OH), jednego z

najsilniejszych utleniaczy komaérkowych (Ryc. 25, 26 i 27).

S-adenozylohomocysteina
DNA metylotransferaza
S-adenozylometionina

Rycina 25. Produkty reakcji 5-metylocytozyny (m5C) z rodnikiem hydroksylowym ("OH). Produktami reakcji sq
rowniez tymina i cytozyna [Zukiel 2004].

Mozna zatem stwierdzi¢, ze modyfikacia m°C w wyniku dziafania stresu
oksydacyjnego powoduje deaminacje lub demetylacje, co prowadzi do zmian w programie
ekspresji genu. Monitorowanie globalnego poziomu m°C w komdrkowym DNA moze zatem

dostarczy¢ informacji o wptywie stresu utleniajgcego na ekspresje genu.
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NH Q NH; Q NH, OH OH o OH
NF ‘ CH NF ‘ CH NF ‘ CH, HN ‘ CHCO,H HN ‘ CHCO,CH,
HO o HO o HO o HO iOi HO7 iOi
HO OH HO OCH;, HO OH HO OH HO OH
5-formylcytidine 5-formyl-2'-O-methyl-I 5-hydroxymethyl- 5-(carboxyhydroxymethyl) 5-(carboxyhydroxymethyl)
cytidine cytidine uridine uridine methyl ester
o (e} (e} o
N ‘ OH HN ‘ OCH, HN/‘j/OCHQCOQH HN ‘ OCH,CO,CH,
07 ™N 07 ™N OJ\N 0;\ N
HO O HO O HO O HOT ioi
HO OH HO OH HO OH HO OH
5-hydroxyuridine 5-methoxyuridine uridine 5-oxyacetic acid uridine 5-0 xyacetic acid
methyl ester
C o] o o
HN ‘ CH,CO,H HN ‘ CH,CO,CH, uN ‘ CH,CO,CH,4 HN ‘ CH,CO,CH,
O;\N SN 07 >N 5;\ N
HO o HO o HO o HOT joi
HO OH HO OH HO OCH, HO OH
5-carboxymethyluridine 5-methoxycarbonylmethyl- 5-methoxycarbonylmethyl- 5-methoxycarbonylmethyl-
uridine 2'-O-methyluridine 2-thiouridine
o (o] o (o] (o] ﬁ)
HN ‘ CH,NH, HN ‘ CHNHCH; | ‘ CH,NHCH, HN ‘ CHNHCH; ‘ CH,CNH,
S;\N O;\N SJ\N Se;\N O;\N
HO o HO o HO“ ioi HO“ ioi HO“ ioi
HO OH HO OH HO OH HO OH HO OH
5-aminomethyl-2-thio- 5-methylaminomethyl- 5-methylaminomethyl- 5-methylaminomethyl- 5-carbamoylmethyl-
uridine uridine 2-thiouridine 2-selenouridine uridine
o I o o) o
N ‘ CH,CNH, HN ‘ CH,NHCH,CO,H HN)‘j/CHZNHCHZCOZH HN)j/CHZNHCHZCOZH
07 ™N 07 ™N O;\N S;\ N
HO o HO o HO o HO o
HO OCH,3 HO OH HO OCH,3 HO OH
5-carbamoylmethyl- 5-carboxymethyloamino- 5-carboxymethyloamino- 5-carboxymethyloamino-
2'-O-methyluridine methyluridine methyl-2'-O-methyluridine methyl-2-thiouridine

Rycina 26. Modyfikowane nukleozydy bedgce produktem reakcji rodnika hydroksylowego RNA [Barciszewski i

in. 1999].
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OH (o} o o o] o
CHs CHs
NZjNHCHo HN/ULOH HN/EOH N CH, HN ‘ CHOH OH
oH J\ J\ J\
HZN/KN NH, OJ'\N OJ\N it o N o N o N
H H H H H
2,6-diamino-4-hydroxy- 5,6-dihyro-5- thymine glycol 5,6-dihydrothymine 5-hydroxymehyl 5,6-dihydro-5-hydroxy-
5-formamidopyrimidine hydroxythymine (cis - and trans -) uracil uracil
o o o NH, NH, NH,
HN)jCHO HN)‘j/OH HN)jOH N}joH N/ﬁ/oH N/ﬁ/OH
O;\N O;\N O;\N OH O;\N OH OA\N O;\N
H H H H H H
5-formyluracil 5-hydroxyuracil 5,6-dihydroxyuracil cytosine glycol 5-hydroxycytosine 5,6-dihydro-5-hyroxy-
cytosine
NH, NH,
O o}
N/jOH N ‘ NHCHO N
NS ;\ CH. ;\
OJ\N OH KN NH, o N:EOH3 o Nj[OH
H H H
5,6-dihydroxy- 4,6-diamino-5- 5-hydroxy-5-methyl 5-hydroxyhydantoin
cytosine formamidopyridine hydantoin
o] NH,
o] NH, NH, HN ‘ V‘\l NZ ‘ V‘\l
HN N N NT N Jg K
J\)‘jb /TL CT/L J\ ‘ J HNT Xy N OH N N OH
NS NS NS
HNT SN N~ “OH N N~ "oH HO" SN N ° °
H H H
8-hydroxyguanine 8-hydroxyadenine 2-hydroxyadenine OH OH
8,5'-cyclo-2"-deoxyguanosine 8,5'-cyclo-2"-deoxyadenosine
(5'R-an 5'S-) (5'R-an 5'S-)

Rycina 27. Modyfikowane pochodne zasad heterocyklicznych powstate w wyniku reakcji DNA z rodnikiem
hydroksylowym [Jurgowiak i Oliriski 1997].

Niektore sposréd produktéw oksydacyjnych modyfikacji zasad azotowych majg
wiasciwosci mutagenne. Pokazano, ze poziom 8-oksoG i glikolu tyminy, jak i innych
zmodyfikowanych zasad, rosnie w komorkach poddanych dziataniu promieniowania UV,
jonizujacego oraz chemicznych mutagendw generujgcych rodniki tlenowe [Bohr 2002].
Powszechnos$¢ wystepowania enzymow usuwajgcych oksydacyjnie uszkodzone zasady z DNA
w komérkach Eukaryota sugeruje, ze mogg one mie¢ konsekwencje biologiczne.

Jedng z najbardziej znanych i najczesciej badanych modyfikacji jest 8-okso-
2’deoksyguanozyna (8-okso-dG), ktora w warunkach fizjologicznych jest mato trwata.
Powstaje ona w wyniku reakcji rodnika "OH badz tlenu singletowego z DNA. Oceniono, ze w
pojedynczej komorce cztowieka moze powstawaé okoto 200 uszkodzen typu 8-oksoG w ciggu
dnia. Szacuje sie, ze poziom 8-oksoG w DNA jest 16-krotnie wyzszy w mtDNA w pordwnaniu
z DNA jadrowym, co odpowiada poziomowi uszkodzen 1:8000 zasad [Olinski i Jurgowiak
1999a, Rehman i in. 1998]. Ten podwyzszony poziom uszkodzonych oksydacyjnie zasad i

mutacji w mtDNA w poréwnaniu do jgdrowego DNA wynika z kilku przyczyn:
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a. jest efektem lokalizacji mtDNA w poblizu wewnetrznej btony mitochondrialnej gdzie
powstajg czynniki utleniajgce,

b. braku histondw i biatek niehistonowych w mtDNA, ktére w jadrze komorki wchodzg w
sktad chromatyny,

c. w mitochondriach mechanizmy naprawy DNA s3 mniej aktywne (chociaz s3 w nich
obecne i aktywne),

d. wgenomie mitochondrialnym brak jest intronéw.

ROS mogg powodowac réwniez pekniecia nici DNA. Adriamycyna i bleomycyna
generujg ROS i sg przyczyng rozpadu DNA w warunkach in vivo, w hodowlach komérkowych
oraz w izolowanych mitochondriach. W mitochondriach system naprawy DNA jest mniej
skuteczny niz w jadrze komérkowym, ale w prawidfowym stanie fizjologicznym poziom
oksydacyjnych modyfikacji mtDNA jest nizszy niz obserwuje sie to w stanach chorobowych
zwigzanych z dysfunkcja mitochondridow czy tez podczas starzenia sie. Jest to wynik
czesciowej inaktywacji ROS, jak i obecnosci mechanizméw naprawczych w prawidtowo
funkcjonujgcych mitochondriach, np. w mitochondriach watroby szczura poziom czgsteczek
8-0kso-dG wynosi okofo 0.8 na 10° bp. Nizszy poziom 8-okso-dG stwierdzono w nerce $wini
(ok. 0.5 na 10° bp) i watrobie (ok. 0.4 na 10° bp). Natomiast iloé¢ miejsc z delecja zasad (AP -
miejsca apurynowe i apirymidynowe) jest nizsza niz 0.2 na 10° bp. Organelle ssakdw nie maja
dostatecznie aktywnych mechanizméw reperacji rekombinacyjnej, ale mogg usuwad
uszkodzone zasady. Skuteczne s3 mechanizmy naprawy zasad (BER). Poziom 8-okso-dG w
mtDNA watroby szczura (Fisher 344) ulega 2-3-krotnemu podwyzszeniu u zwierzat starych,
tzn. w wieku 24 miesiecy (przy maksymalnym okresie zycia wynoszacym 30 miesiecy).
Akumulacja oksydacyjnych uszkodzen mtDNA zwigzana z wiekiem organizmu koreluje z

poziomem delecji stwierdzonych w licznych tkankach.

Nadmierna ekspozycja organizmu na dziatanie egzo- lub endogennych czynnikéw
utleniajgcych lub zaburzenia dziatania systemdéw obrony przyczyniajg sie do rozchwiania
rownowagi utleniajgco-redukujgcej w komédrkach i wystgpienia stresu oksydacyjnego,
ktorego konsekwencjg jest szybkie tempo mutacji, a w konsekwencji np. choroby

nowotworowe czy neurodegeneracyjne (Tab. 7).
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W komoérce funkcjonuje wiele mechanizmdw ograniczajacych dziatanie rodnikéw. Ich

neutralizacja odbywa sie w wyniku dziatania:

a. enzymow, takich jak: katalaza, SOD, peroksydazy glutationowe, ktdre neutralizujg ROS i
ograniczajg reakcje ze sktadnikami komdrkowymi;

b. biatek wigzacych jony metali grup przejsciowych, do ktdérych zaliczamy matalotioneiny,
ferrytyne, transferyne, ceruloplazmine oraz albumine;

c. drobnoczasteczkowych antyutleniaczy (glutation, askorbinian, tokoferole, retinol,
cysteina), ktore uniemozliwiajg udziat w reakcji Fentona;

d. naprawy powstatych uszkodzern DNA przez enzymy, ktdre usuwajg mutagenne produkty
reakcji utleniajgcych (np. oksydacyjnie uszkodzone =zasady o wtasciwosciach

mutagennych).

8-0kso-dG moze tworzy¢ stabilne pary zasad, zarowno z cytozyng jak i adening. W tym
drugim przypadku moze to prowadzi¢ do transwersji GC - TA. 8-okso-dG moze wystepowac
w dwdch formach: anty i syn. W formie syn 8-okso-dG tworzy stabilne pary zasad z adening
(Ryc. 28). Jezeli w procesie replikacji DNA naprzeciwko 8-okso-dG wiaczona zostanie
adenina, to po dwdch rundach replikacyjnych pojawi sie transwersja G-T. Z wolnymi
rodnikami reagujg nie tylko zasady wchodzgce w skitad DNA, ale rdéwniez
trifosfodeoksynukleotydy. 8-0oksodGTP jest dobrym substratem dla polimeraz DNA, a btedne
parowanie utlenionej guaniny moze prowadzi¢ do jej wigczenia do DNA naprzeciwko
adeniny i do substytucji A—C po trzech rundach replikacyjnych. W badaniach in vivo
wykazano, ze 8-okso-dG w DNA jest odpowiedzialna za 0.7% czestos¢ zamiany guaniny na

tymine podczas procesu replikacji.
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8-OH-dG (anti) : dC (anti)
Watson — Crick

8-OH-dG (syn) : dC (anti)
Hoogsteen

Rycina 28. Pary zasad tworzone z udziatem 8-okso-guaniny oraz cytozyny i adeniny.

Mutagenny potencjat zmodyfikowanych zasad azotowych znajduje odbicie w
mozliwosci btednego parowania zasad. Podobne wtasciwosci wykazuje 8-okso-A. Polimerazy
bakteryjne wbudowujg T naprzeciwko 8-okso-A. Wykazano, ze obecnos$¢ 8-oksoadeniny w
DNA moze prowadzi¢ do transwersji A—C i tranzycji A—~G w genach c-Ha-ras. Badania in
vitro réznych eukariotycznych i bakteryjnych polimeraz wskazujg na mniejszg mutagennos¢
8-okso-A w stosunku do 8-okso-dG. 2—hydroksyadenina moze tworzy¢ pary ze wszystkimi
zasadami DNA oraz indukowac transwersje A—T i A- C oraz tranzycje A - G. Wykazano, ze
2-OH-dATP (2-hydroksy-2’-deoksyadenozyno-5’-trifosforan, produkt uszkodzenia dATP) jest
wigczany naprzeciw tyminy lub cytozyny. Prowadzi to do tranzycji CG - TA, czyli typowych
dla mutacji spontanicznych. Transfekcja wektora zawierajgcego 2-OH-A do E. coli wykazata,
ze czestos¢ mutacji indukowanych obecnoscig tej zmodyfikowane] zasady, jest podobna do
wartosci zaobserwowanych dla 8-okso-dG i wynosi 0.3 - 0.8%.

Produkty reakcji cytozyny z rodnikiem "OH, 5-OH-cytozyna i 5-OH-uracyl maja
wiasciwosci mutagenne. Obecnos$¢ 5-OH pochodnych cytozyny w DNA moze prowadzi¢ do
tranzycji C—T i transwersji C—G. Wprowadzenie fragmentu DNA zawierajgcego 5-OH-

cytozyne do plazmidu jest zwigzane z wystgpieniem tranzycji C— T z czestoscig 2.5%. 5-OH-
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dCTP moze by¢ wprowadzany do nowo syntetyzowanej nici DNA wobec fragmentu Klenowa
pol | naprzeciw guaniny i adeniny. 5-OHU i glikol cytozyny sg odpowiedzialne za powstanie
tranzycji C—T, a czestos¢ mutacji wynosi ok. 80% (czestos¢ mutacji indukowanych
obecnoscig 8-oksoG wynosi ok. 1%).

Rodniki tlenowe indukujg mutacje w ,,gorgcych miejscach” antyonkogenu p53. Kodon
248 genu p53 (CGG) jest miejscem, ktére najczesciej ulega mutacjom w wielu ludzkich
nowotworach. Okazato sie, ze dziatanie H,0,/FeCl, na ludzkie fibroblasty powoduje
transwersje G- C w drugiej pozycji i tranzycje G- A w pozycji trzeciej kodonu CGG. Nie
wyjasniono, jakie modyfikacje prowadzg do takich zmian. Natomiast spektrum mutacji w
kodonach 249 (AGG) i 250 (CCC) zdominowane jest transwersjami G- T i C— G, typowymi
dla obecnosci 8-oksoG i 5-OHC.

W przypadku onkogenu ras jednym z kodonéw najczesciej ulegajgcym mutacjom, jest
kodon 12 (GGC), w ktérym guanina ulega transwersji do tyminy. Wtaczenie do wektora
plazmidowego czesci onkogenu zawierajgcej, w miejscu G1 lub G2 kodonu 12 8-oksoG
prowadzito do transwersji G-T. Wynika z tego, ze transwersje GC—-TA, typowe dla
btednego parowania 8-oksodG, s bardzo czesto przyczyna mutacji antyonkogenu p53
komorek raka ptuc i protoonkogenu ras w przypadku raka watroby cztowieka. Nalezy tez
podkresli¢, ze ten sam typ zmian jest typowy dla adduktéw DNA z benzopirenem i
aflatoksyng B1.

Udziat ROS w procesie karcynogenezy potwierdzajg badania epidemiologiczne.
Wynika z nich, ze okoto 1/3 wszystkich przypadkéw nowotwordéw cztowieka zwigzana jest z
paleniem tytoniu, 1/3 z niewtasciwg dietg, a pozostate 1/3, z innymi czynnikami, jak czynniki
karcynogenne powigzane z wykonywanym zawodem, czynniki srodowiskowe, wirusy
onkogenne, promieniowanie UV i jonizujace. Okazuje sie, ze niewtasciwa dieta moze byc
rowniez zrodtem ROS. Restrykcja kaloryczna jest natomiast czynnikiem zapobiegajgcym
rozwojowi zmian bedacych przyczyng karcynogenezy. Poniewaz istnieje bezposrednia
zaleznos¢ miedzy iloscig kalorii w diecie a metabolizmem tlenowym, prawdopodobnie
wysokokaloryczna dieta odpowiedzialna jest za generowanie nadmiernych ilosci ROS.
Rowniez witaminy o wilasciwosciach antyoksydacyjnych zapobiegajg karcynogenezie.
Nowotwory sg tez jedng z choréb wieku podesztego [Jurgowiak i Olinski 1997, OliAski i

Jurgowiak 1999a, 1999b, Olinski i in. 2002, Wallace 2002].
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5. Materiaty i metody

5.1. Materialy

5.1.1. Enzymy

Enzym

Nazwa firmy

MN

SPD

VPD
apyraza
nukleaza P1

SIGMA

kinaza polinukleotydowa

USB

5.1.2. Odczynniki

Odczynnik

Nazwa firmy

bursztynian sodu
ATP

DTT

chlorek magnezu
spermidyna
octan amonu
NazHPO4
NaH2PO4
propanol-1

kwas izomastowy
bicyna

siarczan amonu
amoniak

Tris
wodorotlenek sodu
etanol

SIGMA

[*?P] ATP

Amersham i ICN

zestaw do izolacji DNA

A&A Biotechnology — Gdynia

ptytki z celulozg do chromatografii
cienkowarstwowe;j

MERCK
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5.2. Metody

5.2.1. Pozyskiwanie materiatu do badan

Materiat tkankowy guzéw madzgu byt pobierany w czasie ich operacyjnego usuwania
w Klinice Neurochirurgii i Neurotraumatologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (prof.
dr hab. med. S. Nowak, Ryc. 29), natomiast krew pacjentéw kilkadziesigt minut przed
zabiegiem operacyjnym. Tkanke nowotworowg oraz krew do czasu izolacji DNA

przechowywano w temperaturze -80°C.

Rycina 29. Operacja resekcji guza mézgu. A — obraz przed usunieciem guza po otwarciu czaszki i opony twardej,
B —loza po usunieciu guza.

5.2.2. Izolacja DNA

Izolacja DNA z tkanki nowotworowe;j

Do probéwki z tkankag nowotworowg dodano bufor lizujgcy zawierajgcy: 10 mM Tris-
HCl pH 8.2, 400 mM NaCl, 2 mM EDTA oraz proteinaze K (1 mg proteinazy K rozpuszczony w
1 ml buforu zawierajgcego 880 pl H,0 ml, 100 pl 10% SDS i 20 pl 0.1 M EDTA). llo$¢ dodanego
buforu i proteinazy K zalezy od ilosci i rodzaju tkanki (tkanka w probdwce musi by¢

catkowicie zanurzona w mieszaninie w/w roztworéw w proporcjach: 1 ml buforu lizujgcego /
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70 pl 10% SDS / 170 pl roztworu proteinazy K). Catos$¢ inkubowano 15 godzin w 37°C z
wytrzgsaniem. Nastepnie do roztworu dodano 6M NacCl i wytrzgsano przez godzine (na 1 ml
roztworu po izolacji dodaje sie 330 ul 6 M NaCl). Po odwirowaniu DNA wytrgcono dwukrotng
objetoscig 96% etanolu. Ni¢ DNA wytawiano bagietkg i przemyto 70% etanolem. Wysuszony
preparat rozpuszczono w wodzie [Zukiel i in. 2004].

Do otrzymania DNA z bardzo matej ilosci (ok. 10-20 ug) tkanki stosowano ,,zestaw do
izolacji DNA”. Procedure wyodrebniania DNA przeprowadzono zgodnie z zaleceniem
producenta (A&A Biotechnology) z czesciowg modyfikacjg. Podczas lizy do roztworu dodano
2.5 pl RNazy A (10 mg/ml) i inkubowano w tej samej temperaturze przez 5 godzin. Dodatek
RNazy A uwalnia DNA od RNA (jest to istotne przy analizie adduktéw oraz prawidtowej
ocenie intensywnoéci plamek zawierajacych [*?P1dT, [*°P]dC i [*’P]m>dC). Przy duzej

zawartos$ci RNA ocena zawartosci oligodeoksynukleotyddw jest obarczona btedem.

Izolacja DNA z krwi obwodowej

DNA wyodrebniano z 5 ml krwi obwodowej ludzkiej z dodatkiem EDTA. Komorki krwi
poddano lizie w 15 ml zimnego (4°C) buforu lizujgcego (155 mM NH,4CIl, 10 mM KHCOs, 0.1
mM Na,EDTA o pH 7.4). Po 30 minutach inkubacji na lodzie z okresowym mieszaniem,
materiat odwirowano przy predkosci 3 000 rpm w 4°C przez 10 minut. Supernatant
odrzucono, a osad zawieszono w 5 ml buforu lizujgcego i ponownie odwirowano (3 000 rpm
/ 4°C / 10 minut). Osad zawieszono w 2.5 ml buforu SE (75 mM NaCl, 1 mM Na,EDTA o pH
8.0) i dodano 2.5 pl proteinazy K o stezeniu 10 pg/pl oraz 25 pl 20% SDS. Reakcje
prowadzono w temperaturze 55°C przez 16 godzin z wytrzgsaniem. Nastepnie dodano 2.5 pl
RNazy A o stezeniu 10 pg/ul i inkubowano w temperaturze 55°C przez 2 godziny, po czym do
mieszaniny reakcyjnej dodano 150 pul 5 M NaCl. Po 15 minutach wytrzgsania probke
wirowano w temperaturze pokojowej przy 14 000 rpm przez 15 minut. Do zebranego
supernatantu dodano 2 objetosci 96% etanolu. Wytrgcony osad przemyto 70% etanolem i
osuszono w wirdwce prézniowej SpeedVac. DNA rozpuszczono w 200 pl wody i
przechowywano w temperaturze -20°C.

Czysto$¢ preparatow DNA analizowano wyznaczajgc  wspodtczynnik  Azeo/Azso
(absorbancja przy dtugosci fali 260 nm i 280 nm). Jednorodny, wolny od biatka preparat DNA
charakteryzuje sie wartoscig Ayso/Axs0 = 2.0 - 2.1. Stezenie DNA obliczano poprzez pomiar

absorbancji przy 260 nm. Przyjeto, ze 1 OD przy Ao odpowiada 50 ug DNA/m.
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5.2.3. Hydroliza enzymatyczna DNA

Do 1 ug DNA (wyodrebnionego z tkanki nowotworowej) rozpuszczonego w buforze
zawierajgcym 20 mM bursztynianu sodu o pH 6 i 10 mM CaCl, dodano 0.02 jednostki (U)
nukleazy z Micrococcus (MN) i 0.001 jednostki fosfodiesterazy ze Sledziony (SPD). Catos¢

inkubowano w temperaturze 37°C przez 5 godzin.

5.2.4. Znakowanie (pietnowanie) hydrolizatu DNA

Do znakowania uzyto 0.17 pg hydrolizatu DNA zawierajacego 3’monofosforany
deoksynukleozydéw (dNp). Hydrolizat zliofilizowano i dodano 3 pl roztworu zawierajgcego:
bufor bicynowy o pH 9.8 (20 mM bicyny, 10 mM chlorku magnezu, 10 mM DTT, 1 mM
spermidyny), 400 pM ATP, 2 jednostki (U) kinazy polinukleotydowej i 1 uCi [y->*P] ATP.
Catos¢ inkubowano w temperaturze 37°C przez 30 minut. Nadmiar radioaktywnego ATP

usuwano dodajac 5 mU apyrazy i inkubujgc w tych samych warunkach przez 30 minut.

5.2.5. Trawienie nukleazg P1
Otrzymane radioaktywne nukleozydo-3’,5'-difosforany ([**P]Np) hydrolizowano
nukleazg P1 celem usuniecia grupy 3’-fosforanowej. W tym celu dodano 0.2 pg nukleazy P1

rozpuszczonej w 0.5 M octanie amonu o pH 4.0 i inkubowano 30 minut w temp. 37°C.

5.2.6. Rozdziat chromatograficzny znakowanych dezoksynukleotydow

Rozdziat i identyfikacie [*P]JdN  wykonano metoda  dwukierunkowej
cienkowarstwowej chromatografii na ptytkach (10 x 20 cm) pokrytych celulozg (Merck)
stosujgc mieszanine rozpuszczalnikow:
- lkierunek (20 cm): kwas izomastowy/amoniak/woda (66/1/17),
- Il kierunek (10 cm): 0.1 M fosforan sodowy (pH 6.8) / siarczan amonu / propanol-1 (100
ml/60 g/1.5 ml).

Na ptytke naktadano po 3 pl hydrolizatu. Po zakorfczeniu rozdziatu ptytki wysuszono.

5.2.7. Ocena wzglednej zawartosci m>dC
Plamki  analizowano (ocena intensywnosci) przy pomocy urzadzenia
odwzorowujgcego Phosphorimager Typhoon (Molecular Dynamics) i programu Image Quant

Software. Analize powtarzano trzykrotnie dla kazdego przypadku scharakteryzowanego
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histopatologicznie. Uzyskane wartosci liczcbowe wyrazajgce intensywnos¢ plamek

odpowiadajgcych poszczegdlnym deoksynukleotydom podstawiano do wzoru:

m’dC

R=— x100
m’dC +dC +dT

5.2.8. Analiza statystyczna uzyskanych wynikow
Analizowany materiat zgromadzono w bazie danych utworzonej przy pomocy
programu Microsoft Excel XP zaimplementowanym na komputerze osobistym. Do analizy

wynikdw wykorzystano metody analizy statystycznej w programie Statistica.
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6. Nomenklatura guzow mozgu

W niniejszej pracy stosowatam gtownie ogdlnie przyjete w literaturze angielskie i

tacinskie nazewnictwo guzéw moédzgu wg klasyfikacji WHO. Ponizsze zestawienie zawiera

polskie odpowiedniki miedzynarodowych nazw nowotworéw OUN (,-, oznacza brak

odpowiednika nazwy w danym jezyku).

Nazwa angielska

Nazwa tacinska

Nazwa polska

Astrocytic tumours

Astrocytoma

Gwiazdziaki

Pilocytic astrocytoma, PA

Astrocytoma pilocyticum

Gwiazdziak wtosowatokomorkowy

Pilomyxoid astrocytoma, PMA

Astrocytoma pilomyxoides

Gwiazdziak wlosowatosluzakowaty

Subependymal giant cell astrocytoma,

SEGA

Astocytoma gigantocellulare
subependymale

Gwiazdziak podwysciotkowy
olbrzymiokomérkowy

Pleomorphic xanthoastrocytoma, PXA

Astrocytoma pleomorphum

Z6ttakogwiazdziak pleomorficzny

Diffuse astrocytoma

Astrocytoma diffusum

Gwiazdziak rozlany

Fibrillary astrocytoma

Astrocytoma fibrillare

Gwiazdziak widkienkowy

Gemistocytic astrocytoma Astrocytoma Gwiazdziak tucznokomorkowy
gemistocyticum
Protoplasmic astrocytoma Astrocytoma Gwiazdziak protoplazmatyczny

protoplasmaticum

Anaplastic astrocytoma, AA

Astrocytoma anaplasticum

Gwiazdziak anaplastyczny

Glioblastoma, GBM

Glioblastoma (multiforme)

Glejak wielopostaciowy

Giant cell glioblastoma

Glioblastoma
gigantocellulare

Glejak wielopostaciowy
olbrzymiokomaorkowy

Gliosarcoma

Gliosarcoma

Glejakomiesak

Gliomatosis cerebri

Glejakowatos¢ mdzgu

Oligodendroglial tumours

Oligoastrocytoma

Nowotwory gleju
skapowypuskowego

Oligodendroglioma, O

Oligodendroglioma

Skapodrzewiak

Anaplastic oligodendroglioma

Oligodendroglioma
anaplasticum

Skgpodrzewiak anaplastyczny

Oligoastrocytic tumours

Oligoastrocytoma

Skapodrzewiaki

Oligoastrocytoma, OA

Oligoastrocytoma

Skapodrzewiakogwiazdziak

Anaplastic oligoastrocytoma

Oligoastrocytoma
anaplasticum

Skapodrzewiakogwiazdziak
anaplastyczny

Ependymal tumours

Ependymoma

Nowotwory gleju wysciotkowego

Subependymoma

Subependymoma

Podwysciodtczak

Myxopapillary ependymoma

Ependymoma myxopapillare

Wyscidtczak
$luzakowatobrodawkowaty

Ependymoma

Ependymoma

Wyscidtczak

Cellular ependymoma

Ependymoma cellulare

Wyscidtczak komorkowy

Papillary ependymoma

Ependymoma papillare

Wyscidtczak brodawkowaty

Clear cell ependymoma

Ependymoma clarocellulare

Wyscidtczak jasnokomorkowy

Tanycytic ependymoma

Ependymoma tanacyticum

Wyscidtczak tanacytarny

Anaplastic ependymoma

Ependymoma anaplasticum

Wyscidtczak anaplastyczny

Choroid plexus tumours

Nowotwory splotu
naczyniéwkowego

Choroid plexus papilloma, CPP

Plexus choroideus papilloma

Brodawczak splotu
naczyniéwkowego

Atypical choroid plexus papilloma

Plexus choroideus papilloma
atypicum

Atypowy brodawczak splotu
naczyniéwkowego

Choroid plexus carcinoma

Plexus choroideus

Rak splotu naczyniéwkowego
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carcinoma

Other neuroepithelial tumours

Inne nowotwory pochodzenia
neuroepitelialnego

Astroblastoma

Astroblastoma

Gwiazdziak zarodkowy

Choroid glioma of the third ventricle

Glejak struniakowaty splotu
naczyniéwkowego komory IlI

Angiocentric glioma

Glioma angiocentricum

Glejak angiocentryczny

Neuronal and mixed neuronal-glial
tumours

Nowotwory neuronalne i mieszane
neuronalno-glejowe

Cerebellar dysplastic gangliocytoma
(Lhermitte-Duclos)

Gangliocytoma dysplasticum
cerebelli (Lhermitte-Duclos)

Dysplastyczny zwojak mdézdzku

Desmoplastic infantile
astrocytoma/ganglioglioma, DIG

Astrocytoma /
ganglioglioma
desmoplasticum infantum

Desmoplastyczny gwiazdziak /
zwojakoglejak wieku dzieciecego

Dysembryoplastic neuroepithelial
tumour, DNT

Tumor dysembryoplasticus
neuroepithelialis

Dysembrioplastyczny nowotwor
neuroepitelialny

Gangliocytoma

Gangliocytoma

Zwojak

Ganglioglioma

Ganglioglioma

Zwojakoglejak

Anaplastic ganglioglioma

Ganglioglioma anaplasticum

Zwojakoglejak anaplastyczny

Central neurocytoma

Neurocytoma centrale

Nerwiak komérkowy osrodkowy

Extraventricular neurocytoma

Neurocytoma
extraventriculare

Nerwiak komérkowy
pozakomorowy

Cerebellar liponeurocytoma

Liponeurocytoma cerebelli

Ttuszczakonerwiak komdrkowy
mdzdzku

Papillary glioneuronal tumour, PGNT

Brodawkowaty nowotwér
glioneuronalny

Rosette-forming glioneuronal tumour of
the fourth ventricle, RGNT

Guz glioneuronalny komory
czwartej tworzacy rozety

Paraganglioma Paraganglioma Przyzwojak
Tumours of the pineal region - Nowotwory migiszu szyszynki
Pineocytoma Pineocytoma Szyszyniak

Pineal parenchymal tumour of
intermediate differentiation

Guz migzszu szyszynki o posrednim
zrdznicowaniu

Pineoblastoma

Pineoblastoma

Szyszyniak zarodkowy

Papillary tumour of the pineal region,
PTPR

Brodawkowaty guz okolicy
szyszynki

Embryonal tumours

Nowotwory pochodzenia
zarodkowego

Medulloblastoma

Medulloblastoma

Rdzeniak zarodkowy

Desmoplastic/nodular medulloblastoma

Medulloblastoma
desmoplasticum / nodulare

Rdzeniak zarodkowy
desmoplastyczny / guzkowy

Medulloblastoma with extensive
nodularity

Rdzeniak zarodkowy o zwiekszone;j
guzkowatosci

Anaplastic medulloblastoma

Medulloblastoma
anaplasticum

Rdzeniak zarodkowy anaplastyczny

Large cell medulloblastoma

Rdzeniak zarodkowy
olbrzymiokomérkowy

Primitive neuroectodermal tumour, PNET

Tumores
neuroectodermales
primitivae

Prymitywne nowotwory
neuroektodermalne

Neuroblastoma

Neuroblastoma

Nerwiak zarodkowy

Ganglioneuroblastoma

Ganglioneuroblastoma

Nerwiak zwojokomadrkowy
zarodkowy

Medulloepithelioma

Medulloepithelioma

Nabtoniak rdzeniakowy

Ependymoblastoma

Ependymoblastoma

Wyscidtczak zarodkowy

Atypical teratoid/rhabdoid tumour

Atypowy guz teratoidny /
rabdoidny

TUMOURS OF CRANIAL AND

Nowotwory nerwéw czaszkowych
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PARASPINAL NERVES

i rdzeniowych

Schwannoma (neurilemoma, neurinoma)

Schwannoma
(neurilemoma, neurinoma)

Nerwiak ostonkowy

Cellular schwannoma

Schwannoma cellulare

Nerwiak ostonkowy komorkowy

Plexiform schwannoma, PS

Schwannoma plexiforme

Nerwiak ostonkowy splotowaty

Melanotic schwannoma

Schwannoma
melanocyticum

Nerwiak ostonkowy barwnikowy

Neurofibroma

Neurofibroma

Nerwiakowtdkniak

Plexiform neurofibroma

Neurofibroma plexiforme

Nerwiakowtdkniak splotowaty

Perineurinoma

Perineurinoma, NOS

Malignant perineurinoma

Perineurinoma malignum

Malignant peripheral nerve sheath
tumour, MPNST

Neurofibrosarcoma

Ztosliwy nowotwor ostonek
nerwdéw obwodowych

Epithelioid MPNST

Neurofibrosarcoma
epithelioidale

MPNST nabtonkowopodobny

MPNST with mesenchymal differentiation

Neurofibrosarcoma
mesenchymale

MPNST ze zmiennym
mezenchymalnym i/lub
nabtonkowym zréznicowaniem

Melanotic MPNST

Neurofibrosarcoma
melanocyticum

MPNST barwnikowy

MPNST with glandular differentiation

Neurofibrosarcoma
glandulare

MPNST ze zréznicowaniem
gruczolowym

TUMOURS OF THE MENINGES

Nowotwory opon

Tumours of meningothelial cells

Nowotwory komérek
meningotelioidalnych

Meningioma

Meningeoma

Oponiak

Meningothelial meningioma

Meningeoma
meningotheliale

Oponiak meningotelialny

Fibrous (fibroblastic) meningioma

Meningeoma fibrosum

Oponiak wtéknisty

Transitional (mixed) meningioma

Meningeoma transitionale

Oponiak przejsciowy

Psammomatous meningioma

Meningeoma
psammomatosum

Oponiak piaszczakowaty

Angiomatous meningioma

Meningeoma
angiomatosum

Oponiak naczyniakowaty

Microcystic meningioma

Meningeoma microcysticum

Oponiak drobnotorbielkowat

Secretory meningioma

Oponiak wydzielniczy

Lymphoplasmacyte-rich meningioma,
LPM

Oponiak z naciekami
limfoplazmocytarnymi

Metaplastic meningioma

Meningioma metaplasticum

Oponiak metaplastyczny

Chordoid meningioma

Meningeoma choroideum

Oponiak struniakowaty

Clear cell meningioma

Meningeoma clarocellulare

Oponiak jasnokomadrkowy

Atypical meningioma

Meningeoma atypicum

Oponiak atypowy

Papillary meningioma

Meningeoma papillare

Oponiakbrodawkowaty

Rhabdoid meningioma, RM

Meningeoma rhabdoideum

Oponiak rabdoidalny

Anaplastic (malignant) meningioma

Meningeoma anaplasticum

Oponiak anaplastyczny

Mesenchymal tumours

Nowotwory mezenchymalne nie
pochodzace z meningothelium

Lipoma Lipoma Ttuszczak
Angiolipoma Angiolipoma Naczyniakottuszczakowtékniak
Hibernoma Hibernoma Zimowiak

Liposarcoma

Liposarcoma

Ttuszczakomiesak

Solitary fibrous tumour, SFT

Pojedynczy guz widknisty

Fibrosarcoma

Fibrosarcoma

Wibkniakomiesak

Malignant fibrous histiocytoma, MFH

Ztosliwy histiocytoma wtdknisty

Leiomyoma

Leiomyoma

Miesniak gtadkokomadrkowy

Leiomyosarcoma

Leiomyosarcoma

Miesniakomiesak
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Nomenklatura guzéow madzgu

gtadkokomodrkowy
Rhabdomyoma Rhabdomyoma Miesniak prgzkowanokomérkowy
Rhabdomyosarcoma Rhabdomyosarcoma Miesniakomiesak
prazkowanokomérkowy
Chondroma Chondroma Chrzestniak
Chondrosarcoma Chondrosarcoma Chrzestniakomiesak
Osteoma Osteoma Kostniak
Osteosarcoma Osteosarcoma Kostniakomiesak
Osteochondroma Osteochondroma Kostniakochrzestniak

Haemangioma

Haemangioma

Naczyniak krwionosny

Epithelioid haemangioendothelioma, EHE

Nabtonkowatokomérkowy
Srédbtoniak z nzczyn krwionosnych

Haemangiopericytoma

Haemangiopericytoma

Obtoniak

Anaplastic haemangiopericytoma

Haemangiopericytoma
anaplasticum

Obtoniak anaplastyczny

Angiosarcoma

Angiosarcoma

Miesak naczyniowy

Kaposi sarcoma

Sarcoma Kaposi

Miesak Kaposiego

Ewing sarcoma (PNET)

Sarcoma Ewing

Miesak Ewinga

Primary melanocytic lesions

Pierwotne zmiany barwnikowe

Diffuse melanocytosis

Melanosis diffusa
meningum

Rozlana melanoza opon

Melanocytoma

Melanocytoma

Malignant melanoma

Melanoma malignum

Czerniak ztosliwy

Meningeal melanomatosis

Czerniakowatos$¢ opon

Other neoplasms related to the
meninges

Inne nowotwory zwigzane z
oponami

Haemangioblastoma

Haemangioblastoma

Naczyniak krwionos$ny zarodkowy

LYMPHOMAS AND HAEMATOPOIETIC
NEOPLASMS

Chtoniaki i nowotwory uktadu
krwiotworczego

Malignant lymphomas

Lymphoma malignum

Chtoniaki ztosliwe

Plasmocytoma

Plasmocytoma

Guz plazmatycznokomodrkowy

Granulocytic sarcoma

Sarcoma granulocyticum

Miesak szpikowy granulocytarny

GERM CELL TUMOURS

Nowotwory z pierwotnych
komérek rozrodczych

Germinoma

Germinoma

Zarodczak

Embryonal carcinoma

Carcinoma embryonale

Rak zarodkowy

Yolk sac tumour

Guz pecherzyka zéttkowego

Choriocarcinoma

Choriocarcinoma

Nabtoniak kosmdéwkowy

Teratoma

Teratoma

Potworniak

Mature teratoma

Teratoma maturum

Potworniak dojrzaty

Immature teratoma

Teratoma immaturum

Potworniak niedojrzaty

Teratoma with malignant transformation

Potworniak z przemiana ztosliwg

Mixed germ cell tumour

Mieszany guz pierwotnych
komérek rozrodczych

TUMOURS OF THE SELLAR REGION

Nowotwory okolicy siodta
tureckiego

Craniopharyngioma

Craniopharyngioma

Czaszkogardlak

Adamantinomatous craniopharyngioma

Czaszkogardlak szkliwiakowaty

Papillary craniopharyngioma

Craniopharyngioma
papillare

Czaszkogardlak brodawkowaty

Granular cell tumour

Guz ziarnistokomoérkowy

Pituicytoma Pituicytoma Guz ziarnistokomdrkowy
Spindle cell oncocytoma of the - -

adenohypophysis, SCO

METASTATIC TUMOURS Metastases Guzy przerzutowe
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7. Wyniki badan wtasnych

7.1. Analiza hydrolizatu DNA

metodg chromatografii cienkowarstwowej

Do analizy modyfikowanych nukleotydow w DNA wykorzystatam metode
chromatografi cienkowarstwowej (ang. thin layer chromatography, TLC). Polega ona na
rozdziale nukleotyddw otrzymanych po enzymatycznej hydrolizie DNA oraz znakowaniu
nastepczym radioaktywnym fosforem [*’P] na ptytkach z cienka warstwa celulozy. W
odpowiednich warunkach chromatograficznych (system rozpuszczalnikow) cztery
podstawowe deoksynukleotydy (dG, dA, dC, dT) migrujg z rézng szybkoscia (Rf). Widoczna
jest takze plamka odpowiadajaca [*°P]m>dC. Jej lokalizacja na ptytce chromatograficznej
umozliwia analize iloéciowa. Badanie zawartoici m°dC w DNA prowadzono wedtug schematu

(Ryc. 30)

NpNpNpm°CpNpNp (DNA)

MNISPD

dNp +dm®Cp

[¥2P] ATP
TAPNK

[32P]der+ [F2P]dm*Cp

P1
Apyraza

[2P]dN + P2P]dmsC

L 4

2DTLC
Phosphoimager

Rycina 30. Schemat hydrolizy DNA do mono 3’- znaczonych mononukleotyddw. Sktfada sie z pieciu etapow: a)
hydroliza DNA z tkanek nowotworowych i krwi nukleazg z Micrococcus (MN) i fosfodiesterazq ze sledziony (SPD)
w celu otrzymywania 3’- nukleotyddw, b) fosforylacja hydrolizatu DNA za pomocq kinazy polinukleotydowej
(T4PNK) i [ y32P]A TP (znakowanie przy koricu 5') i otrzymanie °p] Np, c) reakcja z apyrazq - rozktadu nadmiaru
ATP, d) hydroliza nukleazq P1 w celu defosforylacji przy koricu 3’, e) analiza 5’-monofosforanéw
deoxynukleozyddw na ptytkach pokrytych celulozg (TLC) w dwdch kierunkach (Ryc. 31).
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pmch

A
Ii‘”

pdT

<
A
b,

Rycina 31. Dwukierunkowa chromatografia (TLC) nukleotydow pochodzqcych z hydrolizatu DNA znakowanych
fosforem [32P]). Widoczna jest plamka odpowiadajgca [?’P] m°dc (A — czysty preparat DNA, B — preparat DNA

zanieczyszczony RNA, strzatki wskazujq rybonukleotydy).
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7.2. Okreslenie wzglednej zawartosci m°dC w badanym DNA

5-metylocytozyna, podobnie jak kazdy sktadnik DNA, ulega modyfikacji
(uszkodzeniom), gtéwnie rodnikiem hydroksylowym (‘OH). Jest to najbardziej reaktywna
forma tlenu (ROS) i przyczyna wielu choréb w tym nowotworowych (Tab. 7). Reakcja m>dC z
"OH prowadzi do powstania wielu produktéw, wsréd ktérych szczegdlng uwage zwraca
tymina i cytozyna, ktére sg statymi sktadnikami DNA (Ryc. 32). Efektem koricowym reakcji
DNA z rodnikiem hydroksylowym jest globalne obnizenie zawartoéci m>dC (hypometylacja).
Ponizsza rycina pokazuje, ze dla analizy istotna jest nie tylko bezwzgledna zawartoéé m>dC,

ale rowniez ilos¢ cytozyny i tyminy.

H
tymita
! o]
2 S o
; 0 Jo]
O oH
& A
olikol S-metylocyto zyny glikol tyminy S-hydroksyuracyl
y CHO CHO H
—_— ] —— |
S-fortnylocytozyna 5-formylouracyl karhoksyuracyl
H; biH,
CH,OH &
T R
A k
5-hydroksymetylocytozyna cytozyna

Rycina 32. Produkty reakcji 5-metylocytozyny (m’°C) z rodnikiem hydroksylowym (‘OH). Oprécz wielu
modyfikowanych nukleozydow powstajq tymina i cytozyna.

W zwigzku z powyzszym do obliczania wzglednej zawartoéci m>dC zaproponowatam

nastepujacy wzor:
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m’dC

R=— x100
m°dC +dC +dT

Uwzglednia on iloé¢ m°dC oraz podstawowych nukleotydéw pirymidynowych obecnych w

DNA, powstajgcych réwniez podczas degradacji m°dC.
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7.3. Wptyw sposobu pobierania i przechowywania tkanek

ha zawartoéé m°dC w DNA

Sposdb pobierania i przechowywania tkanek ma kluczowe znaczenie dla oceny
ilo$ciowej m>dC. W tym celu poréwnano wzgledng zawarto$¢ m>dC w DNA wyodrebnionym z
tkanek:

- nowotworowych mdzgu natychmiast zamrozonych w temp -20°C i przechowywanych w
temperaturze -80°C,

- zatopionych i przechowywanych w parafinie,

- przechowywanych przez 3 godziny w temperaturze pokojowej, a nastepnie

zamrozonych.

3,0

2,51

2,0

1,91 —

1,0

0,51

0,0-
1 2 3

Nr probki

Rycina 33. Wptyw warunkow przechowywania tkanki nowotworowej na zawartos¢ m>dC w DNA. Tkanki po
resekcji 3 wybranych guzow (oponiaki) przechowywano w réznych warunkach: zamrozone w —20°C (stupki
czarne), zatopione w parafinie (stupki biate) oraz w temperaturze pokojowej przez trzy godziny (stupki szare).

W DNA tkanek nowotworowych mdzgu przechowywanych w réznych warunkach
stwierdzono zréznicowang iloé¢ m>dC (Ryc. 33). Zawartoéé m>dC w DNA jest najwyzsza w

tkance zamrazanej natychmiast po resekcji. Pozostawienie tkanki w temperaturze pokojowej
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powoduje, ze reakcja utleniania (niszczenia) DNA jest kontynuowana, co manifestuje sie
wyraznym obnizeniem zawartoéci m°dC. Utrwalenie i zatapianie tkanki nowotworowej w
parafinie réwniez nie jest obojetne dla iloéciowej zawartoéci m>dC w tkance i powoduje jej
degradacje [Barciszewska 2006, Nathan 2007].

Poréwnano réwniez zawarto$¢ m>dC w tkance nowotworowej i ,prawidtowej” mézgu
(z obrzeza obszaru resekcji guza) (Ryc. 34). Zbadano 4 przypadki: dwie kobiety z
rozpoznaniem: gwiazdziaka anaplastycznego AA (Ryc. 34-1) - 40 lat i glejaka
wielopostaciowego GBM (Ryc. 34-4) - 28 lat oraz dwdch mezczyzn z rozpoznaniem glejaka
wielopostaciowego (Ryc. 34-2) - 54 lata i (Ryc. 34-3) - 66 lat. We wszystkich badanych
przypadkach obserwuje sie réznice w poziomie metylacji dla fragmentu tkanki z obrzeza i
centralnej czesci guza (Ryc. 34, 1-3). W czwartym przypadku analizowana czes¢ posrednia

réwniez wykazata réznice (Ryc. 34-4).

2,07

1,54

1,0+

0,5+

0,0
AA GBM GBM GBM

1 2 3 4

Rycina 34. Zawartos¢ m>dC w tkance nowotworowej oraz kontrolnej (z obrzeza obszaru resekcji) dla pacjentow
z gwiazdziakiem anaplastycznym (AA) oraz z glejakiem wielopostaciowym (GBM). Tkanka z obrzeza —kolor
fioletowy, tkanka nowotworowa — kolor Zétty, tkanka pomiedzy srodkiem a obrzezem - kolor zielony.

Ewidentne obnizenie poziomu m>dC w tkance nowotworowej w poréwnaniu z tkanka
z obrzeza Swiadczy nie tylko o potencjale ,informacyjnym” tego nukleotydu, ale jest takze
wskazowka odnosnie ztosliwosci fragmentu usunietego guza, co ma istotne znaczenie dla

diagnostyki i badan poréwnawczych.
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7.4. Charakterystyka materiatu pobranego do badan

(tkanki nowotworowe guzéw mézgu)

Gtéwnym celem moich badan byta analiza molekularna guzéw mdzgu. Analizowatam
DNA pochodzacy z wycinkdow guzéw mézgu pobranych od 578 pacjentow operowanych z
powodu nowotworu modzgu w Klinice Neurochirurgii i Neurotraumatologii Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu w latach 2003 - 2009. Materiat pobierano na sali operacyjnej
podczas zabiegu chirurgicznego. Uzyskane fragmenty tkanek umieszczano w probdwkach
natychmiast zamrozonych w temperaturze -20°C i przechowywanych w temperaturze - 80°C.

Wsréd 578 pacjentdw byly 292 kobiety (50.5%) i 286 mezczyzn (49.5%). Wiek
pacjentéw wahat sie w przedziale od 11 do 81 lat (Srednia wieku wynosita 53.38+13.19 lat).
Najwiekszg grupe stanowity osoby w przedziale wiekowym 41-70 r.z., przy czym szczyt

zachorowan przypadat na 51-60 r.z. (Ryc. 35).

2 100
'Q
=
o
S
S
N 80
Q
‘Q
‘0
S
60-

11-20 21-30 3140 41-50 51-60 61-70 71-80

wiek w latach

Rycina 35. llos¢ zachorowarn w zaleznosci od wieku (grupy wiekowej). Kolor: zéfty - kobiety, fioletowy —
mezczyzZni.
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Typ histopatologiczny nowotwordéw oceniono wedtug Klasyfikacji WHO [Louis i in.
2007a] na podstawie materiatu uzyskanego podczas zabiegu operacyjnego. W Tabeli 8 i na

Ryc. 36 zamieszczono typy histopatologiczne guzow, ktdre byty analizowane w badaniach.

guzy przerzutowe
pozostate
oponiak

rdzeniak

skagpodrzewiak

glejak wielopostaciowy

gwiazdziak

|
I —
[
skagpodrzewiakogwia zdziak I
I
I —

liczba pacjentéw

Rycina 36. Liczba pacjentow w poszczegdlnych grupach histopatologicznych guzéw mdzgu.

Wsréd badanych oséb najwieksze grupy stanowili pacjenci z guzami przerzutowymi i
glejakiem wielopostaciowym. Wiekszo$¢ guzow przerzutowych miata swoje ognisko
pierwotne w ptucach. Guzy przerzutowe z ptuc charakteryzujg sie najwiekszg czestoscia
wystepowania i Smiertelnoscig wsrod nowotwordw ztosliwych. W badanym materiale chorzy
z glejakami wielopostaciowymi stanowili drugg co do liczebnosci grupe pacjentéw. Duze
grupy stanowity rdéwniez gwiazdziaki, oponiaki i skapodrzewiakogwiazdziaki. llo$¢
pozostatych rodzajéw guzdw nie przekraczata 20 pacjentéw/rodzaj. Podobnie ksztattujg sie

dane epidemiologiczne w innych doniesieniach [Igun 2001, Ogungbo i in. 2002].
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60

40

ilos¢ pacjentéow
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N | T (I

11-20 21-30 3140 41-50 51-60 61-70 71-80
wiek w latach

Rycina 38. llos¢ poszczegdlnych typow nowotworéw w poszczegolnych grupach wiekowych: - gwiazdziaki, -
glejaki wielopostaciowe, I - guzy przerzutowe, | - oponiaki, I - rdzeniaki, - skgpodrzewiaki, I -
skgpodrzewiakogwiazdziaki.

Analiza typow histopatologicznych guzow mdzgu wykazata zmiennosé czestosci ich
wystepowania w roznych grupach wiekowych. llosciowy udziat guzéw przerzutowych i
glejakdw wielopostaciowych wzrastat wraz z wiekiem pacjentéw. W przedziale wiekowym
41-70 r.z. wystapity w duzej ilosci guzy przerzutowe - najwiecej w 50-70 r.z. (Ryc. 38 i 39-4.),
glejaki wielopostaciowe - maksimum w przedziale 50-60 r.z. (Ryc. 38 i 39-2.) oraz oponiaki -
najwiecej w przedziale 40-70 r.z. (Ryc. 38 i 39-3), natomiast w grupie pacjentow 20-40 r.z. ich
wystepowanie byto znikome. W przypadku guzéw przerzutowych i glejakow
wielopostaciowych zachorowalnos¢ kobiet i mezczyzn byta podobna, natomiast w

gwiazdziakach i oponiakach obserwowano przewage kobiet (Ryc. 39).

Tabela 8. Ilos¢ analizowanych guzéw moézgu wg klasyfikacji WHO (2007). | — IV stopien ztosliwosci guza, K —
kobiety, M — mezZczyzni.
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| ] n/m 1] /v v K M
Astrocytic tumours
Pilocytic astrocytoma 4 1 3
Diffuse astrocytoma 23 1 16 8
Anaplastic astrocytoma 50 2 27 25
Glioblastoma 139 66 73
Glioma anaplasticum 3 1 2
Giant cell glioblastoma 5 4 1
Gliosarcoma 1 1
Gliomatosis cerebri 1 1
Oligodendroglial tumours
Oligodendroglioma 9 1 1 8 3
Anaplastic oligodendroglioma 6 3 3
Oligoastrocytic tumours
Oligoastrocytoma 1 11 3 5 1 8 13
Anaplastic oligoastrocytoma 10 5 5
Ependymal tumours
Subependymoma 3 1 2
Ependymoma 1 3 1 3
Anaplastic ependymoma 1 1
Neuronal and mixed neuronal-
glial tumours
Ganglioglioma 2 1 1
Anaplastic ganglioglioma 1 1
Dysembryoplastic neuroepithelial 2 1 1
tumour
Central neurocytoma 1 2 1 2
Pineal Tumours
Pineoblastoma 1 1
Embryonal tumours
Medulloblastoma 6 1 5
Tumours of the cranial and
paraspinal nerves
Schwannoma 7 4 3
Meningeal tumours
Meningioma 43 27 16
Angiomatous meningioma 11 7 4
Fibrous meningioma 22 17 5
Psammomatous meningioma 4 4
Transitional meningioma 12 9 3
Atypical meningioma 5 3 2
Malignant meningioma 5 4 1
Haemangioblastoma 3 2 1
Haemangioma 1 1
Haemangiopericytoma 2 2
Lymphomas and heamatopoietic
neoplasms
Malignant lymphomas 9 3 6
Plasmacytoma 1 1
Metastatic tumours 140 60 80
Unclassified tumours 1 1 7 6 7
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Rycina 39. Wystepowanie guzow mdzgu w zaleznosci od wieku i ptci w badanej grupie chorych (kolor: zétty — kobiety, fioletowy — mezczyZzni) A — gwiaZdziaki, B — glejak
wielopostaciowy, C — oponiaki, D — guzy przerzutowe.
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7.5. Zawarto$é m>dC w DNA wyizolowanym z tkanek guzéw mézgu

Analizowatam wzgledng zawartoé¢ m>dC w DNA z tkanek guzéw moézgu 578
pacjentow operowanych w Klinice Neurochirurgii i Neurotraumatologii UM w Poznaniu.
Wyodrebnitam DNA z tkanek guzow w warunkach zapewniajgcych zachowanie integralnosci
czgsteczek, a nastepnie okreslitam zawartos¢ m>dC metodg TLC na celulozie z
wykorzystaniem urzgdzenia odwzorowujgcego (Ryc. 40). Rozpoznania histopatologiczne dla

badanych guzéw oraz wartos¢ R podane sg w Tabeli | (Zatgcznik).

I

T (A S AL

1 73 145 217 289 361

H“'ﬂl

77

pacjent

Rycina 40. Analiza zawartosci m’dC (R) w DNA komdrek nowotworowych pacjentow z guzem mozgu
(numeracja pacjentow odpowiada numeracji w Tab. ).

Zawarto$¢ m>dC w DNA (R) jest bardzo zréznicowana dla poszczegdlnych pacjentéw i
badanych nowotworéw madzgu (Ryc. 40).

Guzy mézgu 578 pacjentéw, dla ktérych badatam zawartosé m°dC w DNA, nalezg do 5
gtownych grup:
1. nowotwory pochodzenia neuroepitelialnego,
2. ostoniaki nerwowe osrodkowe,

3. oponiaki,
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4. chtoniakii nowotwory uktadu krwiotwdrczego,
5. guzy przerzutowe,

6. guzy niesklasyfikowane.

Rycina 41 przedstawia zawarto$¢ m>dC w DNA wyizolowanym z tkanki nowotworowe;j
guzéw szeregu astrocytarnego. W analizowanych przypadkach zauwazono zrdznicowang
zawartoé¢ m>dC. W badanym materiale najwieksza grupe stanowit glejak wielopostaciowy
(n=139) i gwiazdziak anaplastyczny (n=52), pozostate wystepowaty rzadziej: gwiazdziak:
wiosowatokomorkowy  (n=4), witdkienkowy (n=20), gemistocytarny (n=3) i
protoplazmatyczny (n=1), glejak wielopostaciowy olbrzymiokomérkowy (n=5), glejakomiesak

(n=1) oraz glejakowatos$¢ mézgu (n=1).

2,0

15

1,0

0,5

1 32 63

94 125 156 187 218

pacjent

Rycina 41. Analiza zawartosci m’dC (R) w DNA wyizolowanym z komdrek nowotworowych szeregu
astrocytarnego (numeracja pacjentow odpowiada numeracji w Tab. |).

W tej grupie pacjentéw zawartoé¢ m>dC (R) w DNA guzéw miesci sie w przedziale 0 —
1.75. Dla guzéw o stopniu ztosliwosci WHO | i Il wartosci R lezg w przedziale 1.3 - 1.75, dla
WHO Il R wynosi ok. 1.0, natomiast poziom 0 - 0.5 osiggajg guzy o ztosliwosci WHO IV (Ryc.
41). Mozna zatem powiedzie¢, ze zawartosé m>dC w guzach modzgu szeregu astrocytarnego

maleje wraz ze wzrostem stopnia ztosliwosci guza (Ryc. 42).
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Grupy_02; Unweighted Means
Current effect: F(3, 230)=920,50, p=0,0000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Rycina 42. Srednia wartosé R (deC) w DNA: A - dla guzéw szeregu astrocytarnego: 1 — astrocytoma
pilocyticum | (1.6240.13), 2 — astrocytoma fibryllare Il (1.56+0.04), 3 - astrocytoma fibryllare partim
protoplasmaticum et gemistocyticum Il (1.38+0.07), 4 — astrocytoma gemistocyticum Il (1.46+0.07), 5 —
astrocytoma protoplasmaticum Il (1.59+0.12), 6 — astrocytoma anaplasticum Il (1.02+0.05), 7 — glioma
anaplasticum Il (0.65+0.15), 8 — glioblastoma multiforme 1V (0.44+0.12), 9 — glioblastoma multiforme
gigantocellulare 1V (0.46+0.07), 10 - gliosarcoma 1V (0.46+0.08), 11 — gliomatosis cerebri IV (0.33+0.01). B -
Srednia wartos¢ m°dC w DNA (R) komdrek nowotworowych szeregu astrocytarnego o stopniu ztosliwosci: | —
1.62+0.13, Il — 1.4940.06, Il — 1.0240.03, IV — 0.44+0.02.
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Wyniki te wskazujg, Ze w szeregu astrocytarnym guzy o tej samej ztosliwosci majg
podobna warto$¢ R. Srednia zawarto$¢ m>dC w guzach o stopniu ztosliwosci | i Il miedzy sobg
rozni sie nieznacznie, ale bardzo wyraznie obniza sie przy stopniu Il (1.5 razy) i prawie

trzykrotnie przy stopniu IV (Ryc. 42-B).

W przypadku skgpodrzewiakdéw (Ryc. 43 i 44 - kolor zielony) nie obserwuje sie duzej
réznicy w zawartoéci m°dC w zaleznoéci od stopnia ztodliwoéci natomiast dla

skapodrzewiakogwiazdziakdéw ta réznica wydaje sie znaczaca (Ryc. 44).

2,0

15

1,0 IHHH—H B N | R

0,0 L ———

ol
OA I/ IV

O izomorphum.li
O anaplasticum llI
OA anaplasticum Il

Rycina 43. Zawartos¢ m’dC w DNA (R) tkanek skqpodrzewiakow (O, kolor zielony) i
skgpodrzewiakogwiaZdziakdow (OA, kolor fioletowy).
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stopie n zto sliwo Sci

Rycina 44. Zawartos¢ m>dC w DNA (R) tkanek skgpodrzewiakdéw o réznym stopniu ztosliwosci (stupki zotte; Il —
1.11+0.10, lll - 1.07+0.07) i skqpodrzewiakogwiazdziakow (stupki fioletowe; Il — 1.31+0.13, /Il — 1.05+0.09, IV —
0.69+0.06) - zaleznos¢ od.

Zawarto$¢ m’dC w DNA (R) w innych guzach pochodzenia neuroepitelialnego
przedstawiona jest na Ryc. 45 i w Tabeli 9. Rycina 45-B przedstawia srednie wartosci R dla

poszczegdlnych guzéw w zaleznosci od stopnia ztosliwosci.
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Rycina 45. A - Zawartos¢ m’dC w DNA (R) wyizolowanego z tkanek nowotworowych: 1 — podwyscidtfczak (n=3),
2 — wyscidfczak (n=5), 3 — dysembrioplastyczny nowotwdr neuroepitelialny (n=2), 4 — zwojakoglejak (n=4), 5 —
nerwiak komdrkowy osrodkowy (n=3), 6 — szyszyniak zarodkowy (n=1), 7 — rdzeniak (n=6); B — srednia wartos¢
m>dC w DNA (R) tkanek nowotworowych pacjentow opisanych w Tab. 9 i na Ryc. A.: 1 — podwyscidfczak (1), 2 —
wyscidtczak (1), 3 — wyscidfczak (11), 4 — wyscidtczak (l11), 5 - dysembrioplastyczny nowotwdr neuroepitelialny, 6 —
zwojakoglejak (1), 7 — zwojakoglejak (1), 8 — zwojakoglejak (1l1), 9 - nerwiak komdérkowy osrodkowy (1), 10 -
nerwiak komdrkowy osrodkowy (I1), 11 — szyszyniak zarodkowy (1V), 12 — rdzeniak zarodkowy (IV).
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Tabela 9. Charakterystyka analizowanych guzéw pochodzenia neuroepitelialnego (Ryc. 45).

Typ nowotworu m>dC [%] SD Stopien ztosliwosci Ptec Wiek
Podwyscidtczak 0.78 0.12 | M 49
Podwyscidtczak 0.91 0.19 | M 56
Podwyscidtczak 1.10 0.15 | K 66
Wyscidtczak 1.65 0.06 | M 43
Wyscidtczak 1.46 0.18 Il M 11
Wyscidtczak 1.17 0.15 Il M 31
Wyscidtczak 1.43 0.16 Il K 36
Wyscidtczak anaplastyczny 1.20 0.03 ] M 40
Nowotwor dysembrioplastyczny 1.42 0.06 | M 19
Nowotwor dysembrioplastyczny 1.49 0.04 | K 29
Zwojakoglejak 1.36 0.11 | K 48
Zwojakoglejak 1.44 0.05 Il K 21
Zwojakoglejak 1.39 0.04 Il M 33
Zwojakoglejak anaplastyczny 1.19 0.03 ] K 32
Nerwiak komdrkowy osrodkowy 1.36 0.05 I M 45
Nerwiak komdrkowy osrodkowy 1.12 0.04 Il K 22
Nerwiak komdrkowy osrodkowy 1.17 0.04 Il M 25
Szyszyniak zarodkowy 0.38 0.04 \Y, M 28
Rdzeniak zarodkowy 0.49 0.06 1\ K 18
Rdzeniak zarodkowy 0.37 0.04 1\ M 28
Rdzeniak zarodkowy 0.52 0.11 1\ M 30
Rdzeniak zarodkowy 0.34 0.08 I\ M 39
Rdzeniak zarodkowy 0.50 0.10 I\ M 40
Rdzeniak zarodkowy 0.50 0.07 I\ M 42

Dla wysciotczakéw (Ryc. 45 B - 2,3,4), zwojoglejakéw (Ryc. 45 B - 6,7,8) i nerwiaka

komodrkowego osrodkowego widoczna jest zaleznos¢ od stopnia ztosliwosci guza. Wiekszos¢

badanych guzéw wykazuje zawarto$¢ m>dC (R) w przedziale od 1 do 1.5 dla ztosliwosci guza |

i 1. Szyszyniak zarodkowy (Ryc. 45 B — 11) i rdzeniak zarodkowy (Ryc. 45 B—12) o IV stopniu

ztodliwosci cechuja sie prawie trzykrotnie mniejsza zawartoscig m>dC.

Jedng z analizowanych grup o duzej liczebnosci stanowity oponiaki. S to zazwyczaj

tagodne (WHO 1) nowotwory osrodkowego uktadu nerwowego umiejscowione w oponach

mozgowo-rdzeniowych madzgowia

lub rdzenia kregowego. Oponiaki sg zrdznicowane

histologicznie, co znalazto odzwierciedlenie rowniez w badanej grupie pacjentow: oponiak

meningotelialny (n=44), naczyniakowaty (n=11), wtdéknisty (n=22), piaszczakowaty (n=4),

atypowy (n=5), ztosliwy (n=5) oraz przejsciowy (n=11). Do tej grupy nalezg takze naczyniak

krwionosny (n=1), obtoniak (n=2) oraz naczyniak krwionosny zarodkowy (n=3) (Ryc. 46).
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Rycina 46. A - Zawartos¢ m°dC w DNA (R) wyizolowanym z tkanek nowotworowych oponiakéw (dotyczy
pacjentéw w Tab. | oznaczonych numerami 308-409). B - Zawartosé m dC w DNA (R) tkanek nowotworowych
oponiakow : 1 - oponiak meningotelialny I, 2 — naczyniakowaty I, 3 — witdknisty I, 4 — piaszczakowaty I, 5 —
przejsciowy Il, 6 — atypowy I, 7 —ztosliwy Ill, 8 — naczyniak krwionosny zarodkowy I, 9 — naczyniak I, 10 —
obfoniak Ill.
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Rycina 47. Srednia zawartos¢ m’dC w DNA tkanek oponiakow dla stopni ztosliwosci: I, 11, I11.

Zawarto$¢ m°dC w oponiakach utrzymuije sie na statym poziomie (Ryc. 46, 47). Guzy o
stopniu ztodliwosci | wykazuja podobna zawartoé¢é m>dC. Oponiaki atypowe o stopniu
ztodliwosci 1l wykazujg nieznaczny rozrzut zawartoéci m°dC. Nowotwory stopnia Ill maja
najmniejszy poziom m>dC. W 6 przypadkach badanych naczyniakéw érednia zawartoéé m°dC

w DNA (R) byta nizsza od zawartosci m>dC w oponiakach.

Najczesciej rozpoznawanymi guzami srédczaszkowymi u dorostych sg przerzuty do
mozgu. Pochodzg one gtéwnie z raka ptuc, raka piersi, czerniaka ztosliwego, raka nerki i
gruczolaka jelita grubego. Ponad 80% przerzutowych guzéw mozgu stwierdza sie po
rozpoznaniu nowotworu pierwotnego. Okoto 5 — 20 % z nich przerzut do mdézgu moze
stanowi¢ pierwszg manifestacje choroby nowotworowe;j.

W niniejszej pracy analizowatam DNA 140 pacjentdw z przerzutowymi guzami mozgu.
Najwiecej byto nowotwordw z ogniskiem pierwotnym w ptucach (56 przypadkow). Pozostate
zrédta przerzutowania to: czerniak (7 przypadkow), gruczot sutkowy (6 przypadkdw), narzady
rodne (8 przypadkdéw), jelito grube (6 przypadkow), nerka (2 przypadki), prostata, krtan,
przetyk i jezyk (po 1 przypadku). W pozostatych przypadkach nie udato sie okresli¢ ogniska
pierwotnego. Poziom m°dC w DNA (R) wydaje sie by¢ wyzszy niz ten obserwowany w GBM

oraz nieco nizszy niz w AA.
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Rycina 48. Zawartos¢ m dC w DNA (R) wyizolowanym z tkanek nowotworowych guzéw przerzutowych (pacjenci
w Tab. I: 426-565).

Inne pojedyncze przypadki guzéw mdzgu przedstawiono na Ryc. 49. Zawarto$é m>dC
dla tych nowotwordéw jest zroznicowana. W przypadku nerwiaka ostonkowego o ztosliwosci |
zawarto$¢ m°dC sytuuje sie w granicach od 1.2 do 1.4, natomiast dla guzéw IV stopnia
ztosliwosci, chtoniaka ztosliwego (lymphoma malignum) i nowotworu okreslonego jedynie

jako ztosliwy (neoplasma malignum), wartosé R jest nizsza niz 1.

2,0+

1,57

o5t

0,0

Rycina 49. Zawartos¢ m’dC w DNA wyizolowanym z tkanek nowotworowych pozostatych guzdw : 1 — nerwiak
ostonkowy, 2 — chtoniak ztosliwy, 3 —szpiczak mnogi, 4 — glejak, 5 — gruczolak, 6 — naczyniak tetniczo-zylny, 7 —
gradowka, 8 — nowotwor ztosliwy.
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Zamieszczona ponizej rycina przedstawia zestawienie wynikow analizy statystycznej
dla guzdéw szeregu astrocytarnego, oponiakdw oraz dwdch rodzajéw guzéw przerzutowych
(Ryc. 50). W przypadku guzéw pierwotnych zawartoé¢ m>dC maleje wraz ze wzrostem
stopnia ztosliwosci guza. Wartosci R dla guzéw przerzutowych sg zblizone do tych dla stopnia

ztosliwosci lllI-IV w guzach pierwotnych.

Grupy_02; Unweighted Means
Current effect: F(8, 386)=649,80, p=0,0000
Effective hypathesis decompostion
“ertical bars denote 0,35 confidence interals

=
La3]
—o—

A

02— . - . : - - . -
Al Adl Al AV M M-Il Ml P

stopien ztosliwosci
Rycina 50. Srednia zawartos¢ m°C (R) w DNA: astrocytoma WHO | (A-1), astrocytoma WHO Il (A-1l), astrocytoma

WHO Il (A-1l1), glioblastoma WHO IV (A-1V), meningeoma WHO | (M-1), meningeoma WHO Il (M-1l),
meningeoma WHO Il (M-Ill), przerzut z ptuc (P), przerzut czerniaka (C).
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7.6. Analiza catkowitej zawartoéci m>dC w DNA

z tkanek i krwi obwodowej pacjentow z guzami mozgu

Analizowatam wzgledng zawartoé¢ m°dC w DNA wyodrebnionym z komérek
nowotworowych mézgu oraz krwi obwodowej u 186 pacjentéw z guzami modzgu (Tab. Il).
Badano nastepujgce rodzaje guzéw madzgu:

- oponiaki— 29 przypadkow (23 kobiety, Ki 6 mezczyzn, M),
- gwiazdziaki — 32 przypadki (18 K, 14 M),

- skapodrzewiaki — 6 przypadkéw (3 K, 3 M),

- glejaki mieszane — 3 przypadki (1 K, 2 M),

- glejaki wielopostaciowe — 53 przypadki (24 K, 29 M),

- guzy przerzutowe — 51 przypadkéw (18 K, 33 M),

inne — 12 przypadkéw (glejaki niesklasyfikowane — 3 M, zwojakoglejak — 1 K, nowotwor
ztosliwy — 2 M, nerwiak komoérkowy osrodkowy — 1 M, nerwiak ostonkowy — 2 K, naczyniak
krwionosny zarodkowy — 1 K, obtoniak — 1 M, wyscidtczak — 1 M).

Poziom metylacji cytozyny w DNA w tkance nowotworowej i z krwi obwodowej u 186
pacjentow jest zbiezny, chociaz nie identyczny (Tab. IlI). W niektérych przypadkach
obserwowane sg znaczne rdznice, co moze by¢ wynikiem natozenia sie obrazu innych
choréb, ktére réwniez maja wptyw na zawartoé¢ m>dC (Ryc. 51) [Barciszewska i in. 2007b,
Smolarek i in. 2010]. Widoczna jest zalezno$¢ miedzy ztosliwoscig guzow mdézgu a poziomem
m>dC (R) we krwi, tak samo jak dla tkanek nowotworowych. Zatem monitorowanie zmian
epigenetycznych w DNA izolowanym z krwi obwodowej pacjentow daje szanse na szybsze i

tatwiejsze diagnozowanie guzéw madzgu [Holland 2000].
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Rycina 51. Zawartos¢ m>dC w DNA tkanek nowotworowych (ciemne stupki) i krwi
(jasne stupki) dla pacjentow z A — oponiakiem (Tab. II: 1-29), B — glejakiem
wielopostaciowym (Tab. Il: 74-127), C — gwiazdziakami (Tab. II: 30-60), D — guzami
przerzutowymi (Tab. II: 128-178), E — pozostate: 1-6 — skgpodrzewiak (Tab. Il: 62-67),
| | ] ] n 8-14 — skgpodrzewiakogwiazdziak (Tab. Il: 68-73), 16,17 - nowotwor ztosliwy (Tab. Il:
179-180), 18 - nerwiak komdrkowy osrodkowy (Tab. II: 181), 19,20 - nerwiak
LI ostonkowy (Tab. II: 182-183), 21 - naczyniak krwionosny zarodkowy (Tab. II: 184), 22
11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 — obtoniak (Tab. Il: 185), 23 - wyscidtczak anaplastyczny (Tab. Il: 186).
pacjent
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Rycina 52. Zawartos¢ m’dC (R) w DNA komdrek nowotworowych oraz z krwi obwodowej dla grupy pacjentéw z
guzami mozgu (krew - ciemne kwadraty, tkanka - jasne kwadraty).

Poréwnanie poziomu m>dC w DNA wyizolowanym z guzéw oraz krwi pacjentéw
pokazuje, ze ilos¢ tego epigenetycznego znacznika jest bardzo podobna w obu probkach tego
smego pacjenta. Ponadto wykazuje spadek zawartosci m>dC ze wzrostem ztosliwosci
nowotworu. Wida¢ rowniez, ze guzy przerzutowe pod wzgledem wartosci R sytuujg sie
pomiedzy GBM a AA na krzywej ztosliwosci guzow (Ryc. 52).

Analiza korelacji wykazata jednoznaczna zaleznoéé pomiedzy zawartoscia m°C (R) w
DNA komoérek guza i DNA izolowanym z komodrek krwi obwodowej u operowanych

pacjentow (Ryc. 53).
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Scatterplot: tissue vs. blood (Casewise MD deletion)
blood =,20538 +,74949 * tissue
Correlation: r =,88914

18

blood

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8
tissue | ~a_95% confidence

Rycina 53. Wykres pokazujgcy wynik analizy korelacji pomiedzy zawartosciq m’dC (R) w DNA komdrek guza i
DNA izolowanym z komdrek krwi obwodowej u pacjentow z guzami mozgu; r=0.88914, p < 0.05.
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8. Dyskusja

DNA cztowieka zawiera 4 podstawowe zasady: adenine, guanine, cytozyne i tymine
zaangazowane w kodowanie informacji genetycznej. Ich modyfikacja czy uszkodzenie
prowadzi do mutacji. Mogg one by¢ wykrywane w pojedynczych genach za pomoca réznych
technik, opierajagc sie na znajomosci struktury pierwszorzedowej DNA (sekwencji
nukleotydéw). W tych analizach nie uwzglednia sie jednak faktu, ze DNA komorek
eukariotycznych, w tym cztowieka, zawiera znaczny utamek 5-metylocytozyny, ktéra oprdcz
funkcji kodowania informacji genetycznej (m°C=G) jest réwniez wazinym elementem
epigenetycznej regulacji ekspresji genéw. Od niedawna obserwuje sie wzrost
zainteresowania znacznikami epigenetycznymi, gdyz okazato sie, ze w przypadku wielu
typéw nowotwordw, hipo- lub hipermetylacja DNA s3 najczesciej i najwczesniej
wystepujgcymi zmianami molekularnymi. Metylacja DNA wptywa na oddziatywanie z
czynnikami transkrypcyjnymi i polimerazami DNA szczegdlnie w rejonach promotorowych, co
prowadzi do obnizonej ekspresji swoistej dla danego etapu rozwoju organizmu oraz tkanki.
Kazda zmiana poziomu metylacji powoduje zaburzenia w transkrypcji oraz syntezie biatka.
Metylacja jest niezbedna dla prawidtowego rozwoju komédrek, a zaburzenie tego procesu
powoduje selektywng proliferacje, ktérej wynikiem jest rozwdj nowotworu.

Faktem powszechnie znanym jest zréznicowany poziom metylacji DNA (m°C) w
komédrkach nowotworowych i normalnych. m°C wystepuje w genomie gtdwnie w
dinukleotydach CpG, ale nie tylko. Metylacja gendw supresorowych nowotwordw w rejonie
kornca 5 powoduje ich wyciszenie, a w konsekwencji brak odpowiednich biatek
supresorowych np. BRCA1 lub p53. Prowadzi to bezposrednio do nowotworzenia [Zukiel i in.
2004]. Z drugiej strony metylacja czesci kodujgcej gendw moze aktywowaé proces
transkrypcji i syntezy biatka niezbednego na danym etapie rozwoju komérki. Wskazuje to
wyraznie, ze metylacja DNA, bedgca markerem epigenetycznym, znajduje sie w centrum
regulacji ekspresji gendw. Precyzyjne zrozumienie tego procesu wymaga znajomosci wzoru i
poziomu metylacji wielu gendw. Takie proby podejmowane sg przy pomocy wielu metod,
m.in. zastosowania mikromacierzy. Ich wynikiem sg dfugie listy gendw ulegajacych aktywacji
w zaleznosci od poziomu metylacji. Oczywiste jest, ze na obecnym etapie rozwoju tej
technologii nie uda sie uzyskac petnej odpowiedzi na stawiane pytania badawcze.

Wydaje sie, ze potencjalnie kazdy zmodyfikowany nukleozyd moze by¢ wykorzystany

w badaniach réinych stanéw chorobowych i patologicznych jako chemiczny znacznik
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(marker). Problem polega na dostepnosci metody analizy ilosciowej danego zwigzku w
materiale biologicznym oraz konkretnej mozliwosci jej zastosowania w laboratorium
diagnostycznym. Niektére zmodyfikowane nukleozydy charakteryzujg sie bardzo swoistymi
wiasciwosciami i mogtyby by¢ podstawg oceny ich obecnosci i poziomu w komérce, np.
zasada Y (wyozyna), wystepujgca w tRNA specyficznym dla fenyloalaniny (z roslin, drozdzy i
cztowieka), jest jedynym zwigzkiem fluoryzujgcym wsrdd sktadnikdw  kwasow
rybonukleinowych, a siarkowe pochodne zasad kwaséw nukleinowych charakteryzujg sie
dodatkowg absorbancjg Swiatta ultrafioletowego w rejonie 320 nm. Mimo tych unikalnych
wiasciwosci, nukleozydy te nie mogg byé wykorzystane w diagnostyce ze wzgledu na
naktadanie sie widm emisji ich fluorescencji z widmami innych sktadnikéw komdrkowych
oraz ze wzgledu na niskg czuto$¢ metody.

Poznanie sekwencji nukleotydowej gendéw cztowieka, a takze innych Eukaryota,
wskazato jednoznacznie na kluczowe znaczenie mechanizmoéow epigenetycznych w regulacji
ekspresji gendw [Robertson i Jones 2000]. Zrozumienie funkcjonowania niekodujgcych biatka
kwasow rybonukleinowych (ncRNA), poznanie logiki modyfikacji histondw stanowigcych
»drugi kod genetyczny”, a przede wszystkim odgadniecie regut dziatania i zakresu
wystepowania w DNA pigtego nukleotydu jakim jest 5-metylocytozyna stato sie potrzebg ery
pogenomowej. Ten obszar wiedzy nazwano metylomem, a aktywno$¢ badawczg w tym
zakresie ,,metylonaukg”. Wtasnie poznanie metylomu nalezy obecnie do najbardziej
gorgcego tematu badawczego ostatnich lat. Upatruje sie w nim prostego klucza do
zrozumienia prawidtowego funkcjonowania komarki, a takze jej patologii.

5-metylocytozyna (m>C) w DNA zajmuje szczegdlne miejsce w funkcjonowaniu
dekodowania informacji zawartej w genach. Tworzy pare zasad typu Watsona-Cricka z
guanozyng w sposob identyczny jak cytozyna, ale obecnos¢ grupy metylowej przy weglu 5.
czyni ten zwigzek wyjatkowym. Zakres i lokalizacja tej modyfikacji majg kluczowe znaczenie
dla ekspresji gendw.

m>C podobnie jak inne sktadniki DNA oraz pozostate elementy maszynerii
komodrkowe] sg celem ataku endogennych i egzogennych czynnikdw modyfikujgcych oraz
stresu komorkowego. O ile produkty modyfikacji lub niszczenia czterech podstawowych
zasad DNA oraz niektére pochodne m°C ulegajg naprawie przy pomocy enzymoéw
naprawczych, to cytozyna lub tymina powstajace w wyniku deaminacji lub demetylacji m°C,
jako prawidtowe skfadniki DNA, nie s3 ,widoczne” dla mechanizmoéw naprawy DNA. Taka

sytuacja moze by¢ przyczyng wystepowania wielu mutacji, a takze deregulacji ekspresji
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polegajgcej na aktywacji transkrypcji wyciszonych gendéw. Wida¢ zatem, ze potencjat
regulacyjny m°C jest nie tylko kluczowy dla funkcjonowania komdrki, ale stanowi cel
badawczy w biologii molekularnej i komdérkowej oraz znacznik diagnostyczny w medycynie
molekularnej i klinicznej. Nie jest zatem zadziwiajgce, ze olbrzymie zainteresowanie
badawcze skierowane jest na metody jakosciowe i iloéciowe okreslanie zawartosci m>C w
DNA na poziomie catego genomu, jak i poszczegdlnych gendw. Zadanie to jest nie tyle
trudne, co niemozliwe na obecnym etapie rozwoju technik analitycznych, ale na pewno jest
wyzwaniem.

Zawarto$¢ m>dC w DNA na poziomie genomu mozna analizowa¢ stosujac techniki
wysokosprawnej chromatografii kolumnowej (HPLC), elektroforezy kapilarnej i inne.
Czynnikiem limitujgcym i decydujagcym o stosowaniu tych technologii jest dostepnosc
materiatu biologicznego, co w przypadku badan klinicznych jest czynnikiem decydujgcym o
ich nieprzydatnosci. Metody te muszg charakteryzowa¢ sie duzg czutoscig z uwagi na
materiat z jakiego izolowany jest DNA, a takie wysokg specyficznoscig, aby odrdznié
metylacje wystepujgcg w komarkach nowotworowych od metylacji w komaérkach zdrowych.
Zadna z metod nie jest uniwersalna, a przy wyborze nalezy zwrdcié uwage na typ, ilo¢ i
jakos¢ materiatu biologicznego. Prawidtowy wybdér metody powinien minimalizowa¢ ryzyko
skazenia probki i zapewni¢ powtarzalno$¢ wynikéw. Oznaczenie wystepowania m’dC w
poszczegblnych genach jest mozliwe tylko w sposéb posredni poprzez wykorzystanie jej
opornosci na deaminacje przy pomocy tiosiarczynu sodowego w przeciwienstwie do
cytozyny. Jest to metoda wysoce specyficzna, chociaz wydtuzenie czasu reakcji prowadzi do
deaminacji DNA, a z kolei zbyt krétki jej czas wptywa na zanizenie wyniku wzgledem stanu
faktycznego. Obecnie znanych jest wiele modyfikacji tej podstawowej reakcji, ktére w
potaczeniu z fancuchowg reakcjg polimerazy (PCR) dajg nowe wyniki i ukazujg nowe
mechanizmy wptywu metylacji DNA na funkcjonowanie komorki.

Ostatnie osiggniecia w szybkim sekwencjonowaniu genomow (ang. the next
generation sequencing) w potaczeniu z reakcja z tiosiarczynem oraz technologia
mikromacierzy DNA wyraznie powiekszyly naszg wiedze o metylacji DNA, ale wykorzystanie
tej wiedzy i technik w diagnostyce klinicznej nie nalezy jeszcze do codziennej praktyki.
Istnieje potrzeba rozwijania nowych lub adaptacja juz istniejagcych metod i technik do

uzyskania nowych informacji majgcych znaczenie diagnostyczne.
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Celem moich badan byto opracowanie metody analizy metylacji DNA do diagnozy
molekularnej guzéw mozgu. Taka metoda powinna mie¢ duzy potencjat diagnostyczny.
Obiektem moich badan byty tkanki nowotworowe moézgu. Ta wiasnie okolicznosé,
ograniczajgca dostepnos¢ materiatu badawczego, zdeterminowata moje myslenie,
rozumowanie i praktyczne dziatanie. Problem sprowadzony zostat do okreslenia zawartosci
m>dC w DNA w minimalnej ilosci tkanki nowotworowej, niekiedy w ilosciach $ladowych.

Wykorzystujgc wtasne przygotowanie chemiczne zastosowatam metode analizy
sktadu nukleotydowego kwaséw nukleinowych po uprzednim znakowaniu fosforem [*°P] z
wykorzystaniem chromatografii cienkowarstwowej na celulozie. Mimo, ze m>dC w DNA
cztowieka stanowi tylko 1% wszystkich nukleotyddw w DNA, radioaktywna plamka
odpowiadajaca m°dC jest dobrze widoczna dla urzadzenia odwzorowujgcego
(Phosphoimager). Metoda ta nie daje mozliwosci wzglednego ilosciowego okreslenia m>dC w
DNA. Nowosc i istota mojego podejscia polega na nastepujgcych przestankach:

1. Proces nowotworzenia jest skutkiem zachwiania réwnowagi redukcyjno-utleniajgcej
komorki, co w rezultacie prowadzi do utlenienia (niszczenie) DNA.

2. m>dC w DNA, jak inne jego sktadniki, jest celem dziatania reaktywnych czynnikéw endo- i
egzogennych (np. ROS).

3. Utlenienie rodnikowe prowadzi do modyfikacji zasad w DNA, a takze do deaminacji i
demetylacji m>dC.

4. Znakowanie nastepcze [*’P] umozliwia analize sktadu nukleotydowego DNA w nawet

$ladowych (minimalnych) ilosciach materiatu biologicznego (tkanki, krew etc.).

Uwzgledniajgc te zatozenia zaproponowatam obliczanie zawartosci m°dC w DNA
uwzgledniajace nie tylko m>dC, ale réwniez znane produkty rozpadu tego nukleotydu (dC i
dT). Ta zaleznos$¢ dobrze opisuje zmiany iloSciowe w catkowitej zawartosci pirymidyn w DNA,
zachodzgce w komodrkach nowotworowych.

Tak opracowana metode analizy m°dC wykorzystatam do:
1. analizy jakosci DNA badanego materiatu,
2. analizy m>dC w DNA z tkanek guzéw maézgu,

3. analizy m>dC w DNA z krwi obwodowe] pacjentdw z guzami mdzgu,

118



Dyskusja

Okreélenie poziomu m>dC w DNA moze byé réwniez dobrym sposobem oceny jakosci
(ang. quality control) preparatu. Jest to problem pomijany i niezauwazany w praktyce
laboratoryjnej, gdyz DNA uznawany jest za stabilny kwas nukleinowy.

Wptyw przechowywania preparatéw biologicznych ma kluczowe znaczenie dla
integralnosci materiatu. Od ponad 30 lat wiadomo, ze 8-oxo-deoxyG powstaje w DNA w
wyniku rodnikowego (‘OH) utleniania guanozyny [Oliski i in. 2007] Znany jest réwniez
enzym naprawiajacy to uszkodzenie. Proces utlenienia (niszczenia) DNA jest zauwazalny
rowniez podczas przechowywania materiatu (Ryc. 33). Pokazatam, ze zachodzi on w czasie
zatapiania tkanek w parafinie [Barciszewska i in. 2006]. Ta obserwacja zostata potwierdzona
pozniej przez innych badaczy [Nathan 2007].

Analizowatam m>dC w DNA z tkanki nowotworowej 578 pacjentdow operowanych w
Klinice Neurochirurgi i Neurotraumatologii UM w Poznaniu (Tab. 1). Zawartos¢ tego
nukleotydu jest wyraznie zréznicowana (Ryc. 40). Zaobserwowatam liniowg zaleznos$¢ miedzy
ztodliwoscia guzéw (WHO | — IV) a zawartoécia m°dC w szeregu astrocytarnym (Ryc. 42).
Wspdtczynnik R dla guzéw modzgu o ztosliwosci | wynosi 1.62+0.13, dla stopnia Il wynosi
1.49+0.06, dla 1l — 1.0240.03, a dla glejaka wielopostaciowego IV — 0.44+0.02. W przypadku
oponiakdéw réwniez widoczna jest zalezno$¢ od stopnia ztosliwosci, lecz nie tak drastyczna
jak dla szeregu astrocytarnego (Ryc. 47 i 50). Guzy przerzutowe majg warto$¢ R w granicach
od 0.10 do 1.00. Zalezy to prawdopodobnie od lokalizacji guza pierwotnego. Analiza
wszystkich badanych przypadkdéw (zaréwno tych, dla ktérych byto wiele danych, jak i tych
pojedynczych) pozwala stwierdzi¢, ze im guz posiada wyziszy stopien ztosliwosci, tym
zawarto$¢ m>dC jest mniejsza.

Analizie poddano zawarto$é m°dC w DNA z komdrek nowotworowych mézgu oraz
krwi obwodowej u 186 pacjentéw operowanych z powodu guzéw médzgu. W tej grupie
rozpoznano gtéwnie 4 rodzaje guzéw modzgu: oponiaki, guzy szeregu astrocytarnego glejaki
wielopostaciowe, guzy przerzutowe oraz pojedyncze przypadki innych guzéow (Tab. Il). W
DNA tkanek nowotworowych mézgu oraz krwi stwierdzono zréznicowana iloé¢ m>dC.
Znaleziono zalezno$¢ miedzy iloscig tego nukleotydu a rodzajem nowotworu w DNA. Okazato
sie, ze poziom tego chemicznego (epigenetycznego) znacznika dla DNA z krwi i tkanki
nowotworowej jest silnie skorelowany (Ryc. 53). Poréwnanie poziomu m>dC w DNA komérek
guza oraz krwi dla tego samego pacjenta wskazuje, ze monitorowanie zmian
epigenetycznych w DNA krwi bytoby znacznie szybsze i tatwiejsze w diagnozowaniu guzéw

mozgu.
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Majac dostep do innych tkanek nowotworowych oraz krwi postanowitam zbadaé czy
powyzsze zaleznosci s3 domeng tylko guzéw madzgu [Barciszewska i in. 2007b]. Badatam
takze zawarto$¢ m°dC w starzejacych sie komdrkach fibroblastéw i stwierdzitam. ze
zawartoé¢ m°dC maleje z wiekiem komorek [Barciszewska i in. 2007a]. Podobng zalezno$¢
obserwowatam przy analizie m°dC w DNA z krwi senioréw. Interesujacym i nieoczekiwanym
rezultatem byty réznice w poziomie m>dC w DNA u chorych z nadciénieniem tetniczym, gdzie
zawarto$¢ m>dC u ludzi z nadciénieniem jest mniejsza niz w grupie kontrolnej [Smolarek i in.
2010]. Zestawienie wartosci R dla rdézinych chordb wyraznie wskazuje na mozliwosé
konstrukcji diagramu, ktéry moze by¢ wykorzystany w diagnostyce klinicznej (Ryc. 54).

Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, ze opracowana metoda dostarcza informacji
odnosnie zawartoéci wzglednej m°dC w DNA w stosunku do pozostatych nukleozydéw
pirymidynowych. lloé¢ m>dC w DNA wyrazana jest wspétczynnikiem R. Z dotychczasowych
analiz réznych tkanek i krwi wynika, ze jego wartos¢ wynosi od 0.1 do 2.0, a w niektdrych
przypadkach nawet wiece;j.

Daje to mozliwos¢ wyprowadzenia nastepujgcych wnioskow ogolnych:

1.  Wszystkie dotychczas analizowane choroby, a w szczegdlnosci guzy modzgu,
charakteryzuja sie obnizeniem m>dC w DNA.

2. Obnizenie poziomu m’dC jest proporcjonalne do stopnia ztosliwosci czy stopnia
zaawansowania choroby i wyraznie zréznicowane.

3.  Ztosliwe guzy mozgu (WHO IV, gtéwnie GBM) charakteryzujg sie najmniejszym
poziomem metylacji (najwieksza hipometylacja).

4. Spadek poziomu m>dC dotyczy réwniez krwi obwodowej chorych i jest silnie
skorelowany z tkanka nowotworowa.

5. Diagram przedstawiajgcy R w poszczegdlnych jednostkach chorobowych pozwala
wstepnie zdiagnozowacd potencjalng chorobe (Ryc. 54).

6. Pacjenci, u ktérych poziom m>dC (R) jest wyraznie nizszy niz 1.5, powinni zosta¢ pilnie
diagnozowani w celu wykluczenia choréb nowotworowych Ilub innych zmian

patologicznych w organizmie.
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Rodzaj patologii
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Rycina 54. Poziom m>dC (R) w krwi obwodowej (przerzuty do mézgu, choroba niedokrwienna serca, kardiomiopatia przerostowa, nadcisnienie tetnicze, kardiomiopatia
rozstrzeniowa, udar mozgu) i tkankach (gruczolakorak jelita grubego, gwiaZdziak wtosowatokomdrkowy, oponiaki, gwiazdziaki, skgpodrzewiak, skgpodrzewiakogwiazdziak, AA,
GBM, guzy piersi, przerzuty do mozgu, chtoniak ztosliwy, wysciotczak, nerwiak) pacjentéw z réznymi jednostkami chorobowymi w poréwnaniu grupq kontrolng (krew pacjentow
zdrowych).
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9. Wnioski

Opracowatam metode oceny poziomu m>dC i wykazatam jej przydatno$é¢ w
diagnostyce klinicznej analizujgc zréznicowang metylacje DNA u oséb z nowotworami
mdzgu. Analiza mdC (jednego z markeréw epigenetycznych) wydaje sie by¢ dobra metoda
oceny i przewidywania rozwoju nowotworu médzgu, stagd powinna sta¢ sie dobrym
narzedziem w diagnostyce klinicznej. Metoda ta zostata przetestowana na przyktadzie

kilkuset tkanek nowotworowych.

1.  Wykazatam zalezno$¢ zawartoéci m°dC (R) od stopnia ztosliwosci w guzach mézgu
zarowno w tkance nowotworowej, jak i we krwi pacjentow.

2. Zauwazytam demetylacje (hypometylacje) m>dC w DNA z tkanek zatapianych w
parafinie oraz przechowywanych w temperaturze pokojowej. Oznacza to utlenienie
sktadnikéw komodrkowych i w konsekwencji ograniczong wartos$¢ takich tkanek do

badan molekularnych.

Na podstawie otrzymanych wynikdw wykazatam, ze nieprawidtowa metylacja w DNA
moze by¢ sygnatem agresywnosci nowotworu. Jest wiec szansa, Zze procesy epigenetyczne
mozna wykorzystac jako markery biologiczne do wykrywania i rozpoznawania nowotworéw

w najwczesniejszym stadium oraz innych choréb, w tym uktadu sercowo-naczyniowego.
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10. Zataczniki

Tabela I. Zestawienie wynikow analizy m’Cu 578 pacjentéw z guzem maozgu.

L.p Rozpoznanie histopatologiczne Stopier Pte¢ W-iek Ini(.:jaly R SD
WHO pacjenta pacjenta (tkanka)
1 astrocytoma pilocyticum | K 21 RL 1.66 0.20
2 astrocytoma pilocyticum | M 22 TP 1.74 0.09
3 astrocytoma pilocyticum | M 66 MmJ 1.55 0.02
4 astrocytoma pilocyticum | M 53 MmJ 1.51 0.11
5 astrocytoma fibrillare Il M 25 OK 1.56 0.08
6 astrocytoma fibrillare Il M 25 OK 1.57 0.16
7 astrocytoma fibrillare Il M 26 JR 1.54 0.11
8 astrocytoma fibrillare Il M 30 KR 1.47 0.13
9 astrocytoma fibrillare Il M 32 SzT 1.61 0.02
10 astrocytoma fibrillare Il M 32 KM 1.53 0.09
11 astrocytoma fibrillare Il K 35 SL 1.57 0.04
12 astrocytoma fibrillare Il K 35 SB 1.54 0.06
13 astrocytoma fibrillare Il K 40 PS 1.59 0.10
14 astrocytoma fibrillare Il K 42 PH 1.63 0.09
15 astrocytoma fibrillare Il M 50 SM 1.55 0.10
16 astrocytoma fibrillare Il K 53 KA 1.59 0.07
17 astrocytoma fibrillare Il K 54 DJ 1.55 0.06
18 astrocytoma fibrillare partim gemistocyticum Il K 29 ZS 1.35 0.16
19 astrocytoma fibrillare partim Il K 29 BK 1.33 0.01
protoplasmaticum et gemistocyticum
20 astrocytoma fibrillare partim Il K 34 LA 1.47 0.08
protoplasmaticum et gemistocyticum
21 astrocytoma fibrillare partim Il K 41 SM 1.47 0.06
protoplasmaticum et gemistocyticum
22 astrocytoma fibrillare partim gemistocyticum Il 42 W) 131 0.07
23 astrocytoma fibrillare recidivans partim 1/m 48 BD 1.43 0.11
gemistocyticum in AA vertens
24 astrocyticum fibrillare partim Il M 51 NL 1.31 0.15
protoplasmaticum
25 astrocytoma gemistocyticum 1] K 46 GE 1.52 0.05
26 astrocytoma gemistocyticum 1] K 49 KE 1.39 0.04
27 astrocytoma gemistocyticum 1] K 51 SD 1.48 0.10
28 astrocytoma protoplasmaticum 1] K 37 KA 1.59 0.12
29 astrocytoma anaplasticum ] M 19 IM 1.01 0.05
30 astrocytoma anaplasticum 1] K 24 SzS 1.05 0.04
31 astrocytoma anaplasticum 1] M 30 PM 0.99 0.09
32 astrocytoma anaplasticum partim ] M 30 NG 1.05 0.04
granulocellulare
33 astrocytoma anaplasticum 1] K 32 SA 1.03 0.07
34 astrocytoma anaplasticum 1] K 34 DE 1.04 0.10
35 astrocytoma anaplasticum 1] K 35 PH 1.05 0.03
36 astrocytoma anaplasticum 1] K 36 WD 1.01 0.09
37 astrocytoma anaplasticum recidivans 1} M 37 JSt 1.00 0.08
38 astrocytoma anaplasticum recidivans 1] M 39 NP 1.00 0.04
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39 astrocytoma anaplasticum 1] K 40 LD 0.99 0.05
40 astrocytoma anaplasticum ] M 41 SzA 1.02 0.06
41 astrocytoma anaplasticum 1] M 43 PJ 1.07 0.08
42 astrocytoma anaplasticum ] K 44 PS 1.03 0.09
43 astrocytoma anaplasticum 1] M 44 MW 1.04 0.03
44 astrocytoma anaplasticum ] K 45 TE 1.02 0.10
45 astrocytoma anaplasticum ] K 46 KB 1.03 0.13
46 astrocytoma anaplasticum 1] K 48 GE 1.04 0.06
47 astrocytoma anaplasticum ] M 48 TP 1.02 0.08
48 astrocytoma anaplasticum 1] M 49 WF 1.01 0.07
49 astrocytoma anaplasticum ] K 49 SM 1.05 0.07
50 astrocytoma anaplasticum 1] K 49 KM 1.01 0.07
51 astrocytoma anaplasticum ] M 49 Ccw 1.06 0.13
52 astrocytoma anaplasticum ] K 49 PH 1.01 0.15
53 astrocytoma anaplasticum in GBM vertens 1] M 50 JA 0.92 0.14
54 astrocytoma anaplasticum ] K 51 KW 0.99 0.07
55 astrocytoma anaplasticum 1] M 51 J) 1.07 0.15
56 astrocytoma anaplasticum recidivans I} K 52 WA 0.99 0.07
57 astrocytoma anaplasticum 1] M 53 BZ 1.01 0.09
58 astrocytoma anaplasticum 1] K 54 NL 1.01 0.03
59 astrocytoma anaplasticum ] K 54 BK 1.06 0.16
60 astrocytoma anaplasticum, radionecrosis 1] K 55 SD 1.01 0.05
61 astrocytoma anaplasticum ] K 56 cJ 1.02 0.06
62 astrocytoma anaplasticum 1] K 56 BC 1.04 0.01
63 astrocytoma anaplasticum ] M 56 KM 1.07 0.15
64 astrocytoma anaplasticum 1] M 57 Cz) 1.03 0.03
65 astrocytoma anaplasticum 1] K 59 WK 1.05 0.09
66 astrocytoma anaplasticum ] M 59 Kz 1.04 0.04
67 astrocytoma anaplasticum 1] M 59 Sst 1.01 0.02
68 astrocytoma anaplasticum ] M 60 NJ 1.06 0.05
69 astrocytoma anaplasticum 1] K 64 Sl 1.12 0.05
70 astrocytoma anaplasticum ] K 67 Mz 1.04 0.00
71 astrocytoma anaplasticum 1] K 67 RH 1.03 0.05
72 astrocytoma anaplasticum 1] M 67 MB 1.06 0.14
73 astrocytoma anaplasticum ] M 68 PE 0.99 0.05
74 astrocytoma anaplasticum 1] K 70 KW 1.02 0.05
75 astrocytoma anaplasticum ] M 73 GA 1.05 0.06
76 astrocytoma anaplasticum 1] M 74 BE 1.00 0.04
77 astrocytoma anaplasticum ] M 75 KW 0.97 0.10
78 astrocytoma anaplasticum/gbm /v K 76 DJ 0.82 0.11
79 astrocytoma anaplasticum recidivans in GBM /v K 56 WD 0.81 0.08
tendens
80 astrocytoma anaplasticum ] M 48 KJ 1.02 0.06
81 glioblastoma multiforme v M 21 DR 0.35 0.06
82 glioblastoma multiforme v K 22 WP 0.58 0.04
83 glioblastoma multiforme \% M 24 Mt 0.37 0.08
84 glioblastoma multiforme v K 26 KA 0.37 0.08
85 glioblastoma multiforme \% K 28 DM 0.38 0.05
86 glioblastoma multiforme v K 28 DM 0.29 0.03
87 glioblastoma multiforme \% K 29 KA 0.22 0.07
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88 glioblastoma multiforme recidivans \Y] M 30 At 0.49 0.06
89 glioblastoma multiforme 1\ K 34 ZE 0.38 0.08
90 glioblastoma multiforme \Y] K 35 NI 0.53 0.02
91 glioblastoma multiforme 1\ M 37 PM 0.20 0.08
92 glioblastoma multiforme \Y] K 39 KK 0.48 0.09
93 glioblastoma multiforme 1\ M 41 SzA 0.58 0.03
94 glioblastoma multiforme 1\ K 42 KD 0.41 0.06
95 glioblastoma multiforme \Y] K 42 AE 0.15 0.01
96 glioblastoma multiforme 1\ M 42 PE 0.34 0.07
97 glioblastoma multiforme \Y] M 43 BSt 0.54 0.08
98 glioblastoma multiforme recidivans v K 45 AB 0.33 0.07
99 glioblastoma multiforme \Y] M 45 RK 0.41 0.04
100 | glioblastoma multiforme 1\ M 46 PSt 0.55 0.05
101 | glioblastoma multiforme 1\ M 46 DB 0.49 0.04
102 | glioblastoma multiforme \Y] M 46 MA 0.58 0.10
103 | glioblastoma multiforme 1\ M 46 MW 0.38 0.05
104 | glioblastoma multiforme \Y] M 46 WG 0.43 0.05
105 | glioblastoma multiforme 1\ K 46 BB 0.31 0.17
106 | glioblastoma multiforme \Y] M 47 MJ 0.55 0.08
107 | glioblastoma multiforme v M 47 GA 0.38 0.05
108 | glioblastoma multiforme 1\ K 47 KSt 0.49 0.12
109 | glioblastoma multiforme v K 48 WD 0.54 0.07
110 | glioblastoma multiforme 1\ K 48 JB 0.57 0.01
111 | glioblastoma multiforme v M 48 DL 0.33 0.18
112 | glioblastoma multiforme 1\ K 48 RW 0.53 0.15
113 | glioblastoma multiforme \Y] M 48 PP 0.52 0.05
114 | glioblastoma multiforme \Y] M 49 SM 0.43 0.03
115 | glioblastoma multiforme 1\ K 49 ND 0.50 0.04
116 | glioblastoma multiforme \Y] M 49 cw 0.34 0.08
117 | glioblastoma multiforme 1\ M 49 OA 0.64 0.07
118 | glioblastoma multiforme \Y] K 50 KZ 0.48 0.09
119 | glioblastoma multiforme 1\ M 51 BJ 0.43 0.04
120 | glioblastoma multiforme \Y] K 51 PE 0.52 0.08
121 | glioblastoma multiforme \Y] K 51 ND 0.37 0.07
122 | glioblastoma multiforme 1\ K 51 ND 0.35 0.03
123 | glioblastoma multiforme \Y] M 52 OE 0.51 0.09
124 | glioblastoma multiforme recidivans v K 52 GG 0.52 0.05
125 | glioblastoma multiforme v K 52 PM 0.28 0.09
126 | glioblastoma multiforme 1\ K 52 ZU 0.56 0.03
127 | glioblastoma multiforme recidivans 1\ M 53 KA 0.62 0.02
128 | glioblastoma multiforme v K 53 BK 0.43 0.05
129 | glioblastoma multiforme 1\ M 53 ML 0.34 0.02
130 | glioblastoma multiforme v K 53 KM 0.56 0.06
131 | glioblastoma multiforme 1\ M 54 SM 0.46 0.07
132 | glioblastoma multiforme recidivans \Y] K 54 PB 0.32 0.06
133 | glioblastoma multiforme 1\ M 54 SM 0.46 0.06
134 | glioblastoma multiforme recidivans v M 54 SM 0.53 0.09
135 | glioblastoma multiforme \Y] M 54 SM 0.49 0.05
136 | glioblastoma multiforme v K 54 KL 0.21 0.06
137 | glioblastoma multiforme \Y] K 54 W) 0.42 0.07
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138 | glioblastoma multiforme recidivans \Y] M 54 PT 0.47 0.08
139 | glioblastoma multiforme recidivans v M 54 SM 0.52 0.07
140 | glioblastoma multiforme \Y] K 54 KE 0.45 0.07
141 | glioblastoma multiforme 1\ M 54 LZ 0.43 0.07
142 | glioblastoma multiforme \Y] K 55 GH 0.09 0.03
143 | glioblastoma multiforme 1\ M 55 KJ 0.18 0.03
144 | glioblastoma multiforme 1\ K 55 FA 0.49 0.05
145 | glioblastoma multiforme \Y] K 55 DM 0.34 0.07
146 | glioblastoma multiforme 1\ K 56 M 0.49 0.06
147 | glioblastoma multiforme \Y] M 56 PA 0.46 0.07
148 | glioblastoma multiforme 1\ K 56 KW 0.49 0.02
149 | glioblastoma multiforme recidivans \Y] K 56 GJ 0.35 0.09
150 | glioblastoma multiforme 1\ K 57 M) 0.49 0.03
151 | glioblastoma multiforme 1\ K 57 SzT 0.37 0.19
152 | glioblastoma multiforme \Y] M 57 MR 0.55 0.05
153 | glioblastoma multiforme 1\ K 57 FH 0.22 0.06
154 | glioblastoma multiforme \Y] K 57 RD 0.47 0.12
155 | glioblastoma multiforme 1\ M 57 KA 0.60 0.08
156 | glioblastoma multiforme recidivans \Y] M 57 KA 0.50 0.15
157 | glioblastoma multiforme v M 58 GB 0.34 0.07
158 | glioblastoma multiforme 1\ M 58 LP 0.50 0.09
159 | glioblastoma multiforme recidivans \Y] M 58 FK 0.28 0.01
160 | glioblastoma multiforme 1\ M 59 wB 0.51 0.03
161 | glioblastoma multiforme v M 59 BL 0.43 0.07
162 | glioblastoma multiforme 1\ K 59 T 0.30 0.16
163 | glioblastoma multiforme \Y] M 60 GZ 0.34 0.08
164 | glioblastoma multiforme \Y] K 60 RJ 0.49 0.09
165 | glioblastoma multiforme 1\ M 60 M 0.43 0.19
166 | glioblastoma multiforme \Y] M 60 BW 0.46 0.09
167 | glioblastoma multiforme 1\ M 60 RJ 0.57 0.09
168 | glioblastoma multiforme \Y] M 60 W) 0.53 0.02
169 | glioblastoma multiforme 1\ M 60 GSt 0.58 0.16
170 | glioblastoma multiforme \Y] M 61 cw 0.45 0.08
171 | glioblastoma multiforme \Y] M 61 1) 0.54 0.10
172 | glioblastoma multiforme 1\ M 62 BJ 0.32 0.08
173 | glioblastoma multiforme \Y] K 62 W) 0.53 0.06
174 | glioblastoma multiforme 1\ M 62 SH 0.51 0.13
175 | glioblastoma multiforme v M 63 KSt 0.52 0.01
176 | glioblastoma multiforme 1\ K 63 KA 0.51 0.06
177 | glioblastoma multiforme 1\ M 63 WK 0.60 0.11
178 | glioblastoma multiforme v K 64 DSt 0.53 0.05
179 | glioblastoma multiforme 1\ K 64 TCz 0.47 0.05
180 | glioblastoma multiforme v K 65 OB 0.51 0.06
181 | glioblastoma multiforme 1\ K 65 AM 0.38 0.02
182 | glioblastoma multiforme recidivans \Y] K 65 TCz 0.42 0.07
183 | glioblastoma multiforme 1\ K 66 GJ 0.56 0.08
184 | glioblastoma multiforme 1\ K 66 SoD 0.56 0.03
185 | glioblastoma multiforme \Y] M 66 PJ 0.25 0.02
186 | glioblastoma multiforme v K 66 WM 0.26 0.08
187 | glioblastoma multiforme \Y] M 66 HJ 0.55 0.05
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188 | glioblastoma multiforme \Y] M 66 KJ 0.38 0.06
189 | glioblastoma multiforme 1\ M 67 KJ 0.44 0.12
190 | glioblastoma multiforme \Y] M 67 FB 0.57 0.05
191 | glioblastoma multiforme 1\ M 67 M) 0.53 0.06
192 | glioblastoma multiforme \Y] K 67 KK 0.57 0.07
193 | glioblastoma multiforme recidivans v M 67 ZW 0.59 0.01
194 | glioblastoma multiforme 1\ K 67 MZ 0.29 0.07
195 | glioblastoma multiforme \Y] M 68 Dz 0.53 0.02
196 | glioblastoma multiforme 1\ M 68 BZ 0.45 0.07
197 | glioblastoma multiforme \Y] K 69 LD 0.54 0.07
198 | glioblastoma multiforme 1\ K 69 CE 0.53 0.08
199 | glioblastoma multiforme \Y] M 69 WA 0.46 0.13
200 | glioblastoma multiforme 1\ K 69 RW 0.56 0.02
201 | glioblastoma multiforme 1\ K 70 SZ 0.16 0.02
202 | glioblastoma multiforme \Y] K 71 KJ 0.39 0.09
203 | glioblastoma multiforme 1\ M 71 ChE 0.55 0.09
204 | glioblastoma multiforme \Y] M 71 TZ 0.24 0.05
205 | glioblastoma multiforme 1\ K 71 KJ 0.13 0.05
206 | glioblastoma multiforme \Y] M 71 BSt 0.35 0.07
207 | glioblastoma multiforme v M 71 SJ 0.50 0.02
208 | glioblastoma multiforme 1\ K 71 Lt 0.46 0.02
209 | glioblastoma multiforme v K 72 BL 0.50 0.08
210 | glioblastoma multiforme 1\ K 72 KJ 0.18 0.06
211 | glioblastoma multiforme recidivans \Y] K 74 NH 0.48 0.05
212 | glioblastoma multiforme 1\ M 75 BW 0.61 0.16
213 | glioblastoma multiforme \Y] M 75 BM 0.56 0.05
214 | glioblastoma multiforme \Y] M 75 AH 0.31 0.13
215 | glioblastoma multiforme 1\ K 75 SzM 0.23 0.09
216 | glioblastoma multiforme \Y] M 76 Chw 0.39 0.06
217 | glioblastoma multiforme 1\ M 76 PL 0.55 0.02
218 | glioblastoma multiforme \Y] M 77 WF 0.45 0.05
219 | glioblastoma multiforme 1\ K 81 WSK 0.50 0.08
220 | glioma anaplasticum recidivans 1] M 45 MJ 0.49 0.10
partim granulocellulare
221 | glioma anaplasticum 11} K 66 BT 0.77 0.02
222 | glioma anaplasticum I M 60 LL 0.70 0.02
223 | glioblastoma multiforme recidivans, v K 45 HI 0.44 0.09
giant cell gbm
224 | giant cell glioblastoma v M 46 GL 0.41 0.08
225 | giant cell glioblastoma \% K 58 tB 0.54 0.08
226 | giant cell glioblastoma v K 61 KH 0.37 0.07
227 | giant cell glioblastoma \% K 67 ZL 0.53 0.06
228 | gliosarcoma \Y) M 75 KZ 0.46 0.08
229 | gliomatosis cerebri \Y] M 56 WE 0.33 0.01
230 | oligodendroglioma Il K 34 JG 1.23 0.08
231 | oligodendroglioma Il K 52 TK 1.11 0.07
232 | oligodendroglioma recidivans Il K 52 TK 1.09 0.07
233 | oligodendroglioma Il K 71 JH 1.12 0.07
234 | oligodendroglioma 1/ K 46 FJ 1.06 0.06
235 | oligodendroglioma I} K 53 cz 1.18 0.05
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236 | oligodendroglioma isomorphum recidivans Il M 44 ChP 1.04 0.03
237 | oligodendroglioma isomorphum Il K 58 ST 1.18 0.10
238 | oligodendroglioma isomorphum Il M 59 BZ 0.94 0.15
239 | oligodendroglioma isomorphum Il K 67 MB 0.96 0.13
240 | oligodendroglioma isomorphum Il M 67 WK 1.22 0.16
241 | oligodendroglioma anaplasticum recidivans 1} M 31 CzP 0.98 0.08
242 | oligodendroglioma anaplasticum I} K 47 KU 1.00 0.05
243 | oligodendroglioma anaplasticum 1] M 48 PR 1.02 0.01
244 | oligodendroglioma anaplasticum recidivans 1} M 57 EB 1.08 0.01
245 | oligodendroglioma anaplasticum 1] K 64 ST 0.98 0.09
246 | oligodendroglioma anaplasticum 1} K 64 ST 1.07 0.04
247 | oligoastrocytoma isomorphum Il K 49 LG 1.17 0.08
248 | oligoastrocytoma | M 52 SK 1.42 0.09
249 | oligoastrocytoma I K 24 DM 1.30 0.09
250 | oligoastrocytoma Il M 28 RK 1.13 0.12
251 | oligoastrocytoma I M 29 tL 1.28 0.07
252 | oligoastrocytoma Il K 35 KR 1.30 0.06
253 | oligoastrocytoma I K 36 ZB 1.35 0.06
254 | oligoastrocytoma Il M 37 RD 1.37 0.05
255 | oligoastrocytoma Il M 38 PK 1.43 0.09
256 | oligoastrocytoma I K 44 Al 1.34 0.04
257 | oligoastrocytoma Il M 48 CR 131 0.04
258 | oligoastrocytoma 1] M 50 SA 1.43 0.14
259 | oligoastrocytoma 1/ M 23 MSz 1.26 0.06
260 | oligoastrocytoma 1/m M 38 BT 1.01 0.06
261 | glioma mixtum 1/ M 64 WE 1.09 0.06
262 | oligoastrocytoma anaplasticum 1] K 27 BI 0.99 0.07
263 | oligoastrocytoma anaplasticum 1} M 28 RF 0.97 0.07
264 | oligoastrocytoma anaplasticum 1] M 31 DR 1.02 0.06
265 | oligoastrocytoma anaplasticum 1} K 55 AD 1.13 0.17
266 | oligoastrocytoma anaplasticum 1] K 58 RL 0.96 0.09
267 | oligoastrocytoma anaplasticum /v M 55 CzT 0.69 0.09
268 | oligoastrocytoma anaplasticum 1] K 22 KN 1.24 0.04
269 | oligoastrocytoma anaplasticum 1] M 28 tL 0.96 0.09
270 | oligoastrocytoma anaplasticum recidivans 1} M 43 RK 1.03 0.08
271 | oligoastrocytoma anaplasticum 1] K 45 WM 1.05 0.03
272 | oligoastrocytoma anaplasticum 1} M 47 M 0.97 0.08
273 | oligoastrocytoma anaplasticum 1] M 48 ZP 1.13 0.06
274 | oligoastrocytoma anaplasticum 1} M 50 PR 1.00 0.08
275 | oligoastrocytoma anaplasticum 1} K 52 CH 0.99 0.06
276 | oligoastrocytoma anaplasticum 1] K 66 BT 1.02 0.03
277 | oligoastrocytoma anaplasticum 1} K 71 FJ 1.00 0.07
278 | subependymoma | M 49 RSt 0.78 0.11
279 | subependymoma | M 56 BW 0.91 0.01
280 | subependymoma | K 66 GCz 1.10 0.08
281 | ependymoma | M 43 Wil 1.65 0.06
282 | ependymoma 1] M 11 CcM 1.46 0.07
283 | ependymoma Il M 31 SM 1.17 0.01
284 | ependymoma 1] K 36 RE 1.43 0.06
285 | ependymoma anaplasticum 1] M 40 CcT 1.20 0.03
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286 | dysembryoplastic neuroepithelial tumour | M 19 Jw 1.42 0.11
287 | dysembryoplastic neuroepithelial tumour | K 29 W) 1.49 0.12
288 | ganglioglioma Il K 21 SzS 1.44 0.06
289 | ganglioglioma Il M 33 SzM 1.39 0.07
290 | ganglioglioma anaplasticum 1] K 32 GA 1.19 0.03
291 | neurocytoma | M 45 TH 1.36 0.05
292 | neurocytoma 1] K 22 SM 1.12 0.05
293 | neurocytoma centrale 1] M 25 Kt 1.17 0.04
294 | pineoblastoma v M 28 JA 0.38 0.04
295 | meduloblastoma v K 18 Sl 0.49 0.15
296 | meduloblastoma \% M 28 CcD 0.37 0.04
297 | meduloblastoma v M 30 SSt 0.52 0.08
298 | meduloblastoma \% M 39 RJ 0.34 0.09
299 | meduloblastoma \% M 40 RJ 0.50 0.04
300 | meduloblastoma v M 42 RJ 0.50 0.16
301 | neurinoma Antoni A | M 16 KJ 1.26 0.07
302 | neurinoma Antoni A | M 19 GW 1.20 0.08
303 | neurinoma | K 29 KM 1.26 0.06
304 | neurinoma | K 31 ™ 131 0.14
305 | neurinoma | K 37 KH 1.36 0.07
306 | neurinoma | M 41 KJ 1.40 0.06
307 | neurinoma | K 48 KE 1.38 0.10
308 | meningeoma meningotheliale | M 27 BS 1.63 0.02
309 | meningeoma meningotheliale | K 28 KA 1.56 0.13
310 | meningeoma meningotheliale | M 38 SP 1.62 0.07
311 | meningeoma meningotheliale | K 44 GK 1.63 0.09
312 | meningeoma meningotheliale | K 45 M 1.51 0.05
313 | meningeoma meningotheliale | K 47 Szl 1.65 0.03
314 | meningeoma meningotheliale | K 47 BA 1.62 0.07
315 | meningeoma meningotheliale | K 48 ND 1.57 0.09
316 | meningeoma meningotheliale | M 48 BW 1.59 0.16
317 | meningeoma meningotheliale | K 48 MH 1.64 0.04
318 | meningeoma meningotheliale | K 49 SJ 1.63 0.09
319 | meningeoma meningotheliale | M 49 FL 1.59 0.08
320 | meningeoma meningotheliale | M 49 Chz 1.61 0.09
321 | meningeoma meningotheliale | K 51 EK 1.61 0.01
322 | meningeoma meningotheliale | K 51 PG 1.59 0.18
323 | meningeoma meningotheliale | M 52 MW 1.55 0.04
324 | meningeoma meningotheliale | K 52 LT 1.55 0.09
325 | meningeoma meningotheliale | K 52 KM 1.57 0.07
326 | meningeoma meningotheliale | M 54 Al 1.51 0.10
327 | meningeoma meningotheliale | K 55 KJ 1.71 0.01
328 | meningeoma meningotheliale | M 56 WH 1.59 0.11
329 | meningeoma meningotheliale | M 56 SCz 1.56 0.01
330 | meningeoma meningotheliale | K 57 DH 1.48 0.07
331 | meningeoma meningotheliale | K 57 FA 1.13 0.04
(granica z mézgiem nacieczona)
332 | meningeoma meningotheliale | K 58 SA 1.61 0.04
333 | meningeoma meningotheliale | M 59 KW 1.56 0.03
334 | meningeoma meningotheliale | K 60 SzM 1.60 0.04
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335 | meningeoma meningotheliale | K 60 GH 1.58 0.04
336 | meningeoma meningotheliale | M 63 GE 1.53 0.07
337 | meningeoma meningotheliale | K 63 CcM 1.58 0.04
338 | meningeoma meningotheliale | M 63 MB 1.55 0.05
339 | meningeoma meningotheliale | K 65 ZK 1.53 0.06
340 | meningeoma meningotheliale | K 66 RT 1.71 0.06
341 | meningeoma meningotheliale | K 66 CzH 1.73 0.03
342 | meningeoma meningotheliale | K 66 MW 1.54 0.10
343 | meningeoma meningotheliale | M 67 GW 1.56 0.05
344 | meningeoma meningotheliale | K 73 KR 1.53 0.09
345 | meningeoma meningotheliale | K 73 SDJA 1.57 0.07
346 | meningeoma meningotheliale | K 75 MSt 1.52 0.10
347 | meningeoma meningotheliale partim cellulare | M 34 Al 1.54 0.03
348 | meningeoma meningotheliale partim cellulare | M 56 MR 1.61 0.04
349 | meningeoma meningotheliomatosum | K 52 MM 1.72 0.07
350 | meningioma meningotheliomatosum | M 60 RP 1.63 0.03
351 | meningeoma angiomatosum et | M 49 ZA 1.54 0.11
microcysticum
352 | meningeoma angiomatosum | K 49 GG 1.52 0.03
353 | meningeoma angiomatosum | M 51 KSt 1.50 0.05
354 | meningeoma angiomatosum | K 57 HSt 1.46 0.09
355 | meningeoma angiomatosum | K 60 Szl 1.48 0.06
356 | meningeoma angiomatosum | M 61 Cz) 1.49 0.06
357 | meningeoma angiomatosum | K 63 MA 1.51 0.06
358 | meningeoma angiomatosum | K 66 BH 1.46 0.09
359 | meningeoma angiomatosum | K 66 MB 1.51 0.09
360 | meningeoma angiomatosum | K 67 SzR 1.54 0.09
361 | meningeoma angiomatosum | M 69 ME 1.48 0.08
362 | meningeoma fibrosum | K 41 DA 1.54 0.03
363 | meningeoma fibrosum | M 46 BW 1.57 0.12
364 | meningeoma fibrosum | M 47 WSt 1.58 0.11
365 | meningeoma fibrosum | K 51 Al 1.58 0.05
366 | meningeoma fibrosum | K 55 KT 1.56 0.06
367 | meningeoma fibrosum | K 55 FB 1.59 0.06
368 | meningeoma fibrosum | K 55 DA 1.54 0.12
369 | meningeoma fibrosum | K 58 UE 1.61 0.07
370 | meningeoma fibrosum | K 59 BK 1.53 0.07
371 | meningeoma fibrosum | K 59 DB 1.49 0.02
372 | meningeoma fibrosum | K 59 NH 1.49 0.08
373 | meningeoma fibrosum partim | K 61 Gl 1.41 0.02
psammomatosum (naciek opony)
374 | meningeoma fibrosum | M 63 KT 1.71 0.05
375 | meningeoma fibrosum | K 64 KE 1.52 0.11
376 | meningeoma fibrosum | K 66 BM 1.53 0.12
377 | meningeoma fibrosum | K 66 CE 1.57 0.07
378 | meningeoma fibrosum | K 67 NM 1.56 0.07
379 | meningeoma fibrosum | K 69 KK 1.45 0.09
380 | meningeoma fibrosum | K 70 DH 1.52 0.06
381 | meningeoma fibrosum | M 71 GW 1.62 0.07
382 | meningeoma fibrosum | M 72 KJ 1.55 0.00
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383 | meningeoma fibrosum | K 77 BF 1.54 0.11
384 | meningeoma psammomatosum | K 51 WM 1.58 0.04
385 | meningeoma psammomatosum | K 55 PH 1.52 0.09
386 | meningeoma psammomatosum | K 55 BMH 1.46 0.07
387 | meningeoma psammomatosum | K 80 MB 1.59 0.05
388 | meningeoma atypicum 1] K 29 KM 1.57 0.06
389 | meningeoma atypicum 1] K 54 GD 1.46 0.04
390 | meningeoma atypicum 1] M 65 GCz 1.53 0.01
391 | meningeoma atypicum 1] K 66 MD 1.25 0.07
392 | meningeoma atypicum 1] M 77 SM 1.43 0.09
393 | meningeoma malignum 1] K 43 AB 1.42 0.05
394 | meningeoma malignum 1] M 50 BW 0.86 0.08
395 | meningeoma malignum 1] K 63 SU 1.12 0.10
396 | meningeoma malignum 1] K 73 KA 0.99 0.06
397 | meningeoma malignum 1] K 74 NM 1.10 0.02
398 | meningeoma transitionale | K 40 KG 1.56 0.08
399 | meningeoma transitionale | K 41 MD 1.55 0.09
400 | meningeoma transitionale | K 46 ML 1.66 0.11
401 | meningeoma transitionale | M 51 PH 1.58 0.14
402 | meningeoma transitionale | K 53 MB 1.65 0.05
403 | meningeoma transitionale recidivans | K 54 WE 1.66 0.08
404 | meningeoma meningotheliale partim | M 62 KSt 1.43 0.09
transitionale partim angiomatosum
405 | meningeoma meningotheliale partim | K 56 BSt 1.46 0.05
transitionale
406 | meningeoma meningotheliale transitionale I/1 K 67 Gl 1.54 0.12
407 | meningeoma transitionale partim | K 69 MK 1.53 0.06
psammomatosum
408 | meningeoma transitionale | K 71 KM 1.48 0.18
409 | meningeoma meningotheliale partim | M 71 NE 1.46 0.06
metaplasticum (xanthomatosum) et
psammomatosum
410 | haemangioma | M 43 T) 0.95 0.05
411 | haemangiopericytoma ] M 43 KW 1.02 0.10
412 | haemangiopericytoma ] M 45 ZM 1.13 0.01
413 | haemangioblastoma | K 34 JP 1.18 0.15
414 | haemangioblastoma | M 38 WA 0.65 0.11
415 | haemangioblastoma | K 46 PB 0.75 0.11
416 | lymphoma malignum 1\ M 41 BP 0.19 0.04
417 | lymphoma malignum \Y] M 51 PSt 0.43 0.08
418 | lymphoma malignum \Y] M 59 BH 0.47 0.05
419 | lymphoma malignum 1\ M 63 WM 0.58 0.03
420 | lymphoma malignum \Y] K 64 AE 0.55 0.05
421 | lymphoma malignum 1\ M 67 HJ 0.54 0.03
422 | lymphoma malignum \Y] K 67 BH 0.57 0.05
423 | lymphoma malignum 1\ M 72 KA 0.33 0.17
424 | lymphoma malignum \Y] K 74 KW 0.43 0.03
425 | plasmocytoma \Y] M 67 NH 1.03 0.05
426 | metastasis melanomatis (skora) M 51 LH 0.52 0.08
427 | metastasis - adenocarcinoma papillare (jajnik) K 50 wz 1.13 0.06
428 | metastasis - adenocarcinoma papillare (jajnik) G2 K 52 FJ 0.88 0.18
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429 | metastasis - adenocarcinoma (jajnik) G1 K 61 S| 0.99 0.15

430 | metastasis carcinomatosa (narzqd rodny) K 62 CB 0.67 0.16

431 | metastasis - adenocarcinoma (narzgd rodny) G2 K 56 JA 0.55 0.06

432 | metastasis - adenocarcinoma K 64 PB 0.47 0.02

433 | metastasis carcinomatosa adenogenes K 63 HM 0.45 0.09
(endometrium)

434 | metastasis carcinomatosa (jgdro) M 52 BM 0.71 0.02

435 | metastasis - adenocarcinoma (prostata) G1 M 46 BE 0.64 0.03

436 | metastasis - adenocarcinoma tabulare (jelito G3 M 51 SzSt 0.31 0.06
grube)

437 | metastasis - adenocarcinoma partim papillae M 60 RZ 0.50 0.10
(odbytnica)

438 | metastasis - carcinoma planoepitheliale G3 M 64 Al 1.31 0.13
(krtan)

439 | metastasis carcinomatosa adenogenes G3 M 63 HA 0.45 0.05
(przetyk)

440 | metastasis - ca planopitheliale (jezyk) M 55 KB 0.82 0.09

441 | metastasis - adenocarcinoma papillare Gl K 55 MJ 1.18 0.17
(gonady)

442 | metastasis carcinomatosa - ca ductale (piers) 50 TD 0.54 0.07

443 | metastasis - adenocarcinoma partim papillare G2 51 MS 0.70 0.20
(piers)

444 | metastasis carcinomatosa (piers) K 53 BSt 0.84 0.04

445 | metastasis - adenocarcinoma partim papillare K 55 Kl 0.61 0.07
(piers)

446 | metastasis carcinomatosa (piers) K 58 MT 0.97 0.03

447 | metastasis carcinomatosa (piers) K 67 SzW 0.28 0.09

448 | metastasis - ca clarocellulare (nerka) G1 M 56 RJ 0.53 0.08

449 | metastasis carcinomatosa solidum (ptuco) M 64 AW 0.63 0.06

450 | metastasis - ca anaplasticum microcellulare K 40 MB 0.59 0.08
(ptuco)

451 | metastasis carcinomatosa (ptuco) M 46 OA 0.66 0.15

452 | metastasis - ca solidum adenogenes (ptuco) M 48 cw 0.52 0.07

453 | metastasis carcinomatosa (ptuco) K 48 RH 0.59 0.05

454 | metastasis carcinomatosa (ptuco) K 48 KA 0.52 0.05

455 | metastasis carcinomatosa solidum (ptuco) K 49 ZB 0.71 0.02

456 | metastasis carcinomatosa (ptuco) K 49 WG 0.32 0.02

457 | metastasis - adenocarcinoma tabulare (jelito G2 M 49 W) 0.86 0.07
grube)

458 | metastasis carcinomatosa solidum M 50 ML 0.41 0.05
adenogenes

459 | metastasis - ca microcellulare anaplasticum M 50 RJ 0.82 0.15
(ptuco)

460 | metastasis - adenocarcinoma partim papillare M 51 KM 1.01 0.09
(jelito grube)

461 | metastasis - ca solidum male differentiatum G3 M 51 LK 0.75 0.05
partim necroticans (ptuco)

462 | metastasis carcinomatosa (ptuco) G3 M 52 SA 0.43 0.03

463 | metastasis carcinomatosa (ptuco) G3 M 52 (o] 0.85 0.04

464 | metastasis - adenocarcinoma tubulare G2 M 53 BW 0.82 0.09
papillare (jelito grube)

465 | metastasis carcinomatosa (ptuco) 54 BH 1.03 0.03

466 | metastasis carcinomatosa solidum G3 54 FE 0.12 0.01

adenogenes (ptuco)
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467 | metastasis - adenocarcinoma (ptuco) G3 K 54 FM 1.29 0.25

468 | metastasis - ca solidum partim large cell ca G3 M 54 PI 0.72 0.01
(ptuco)

469 | metastasis carcinomatosa (ptuco) M 55 KB 1.02 0.12

470 | metastasis - adenocarcinoma partim papillare G2 M 55 Ost 0.86 0.04
(ptuco)

471 | metastasis carcinomatosa (ptuco) G3 M 55 WA 0.38 0.06

472 | metastasis carcinomatosa (ptuco) K 56 AH 0.72 0.04

473 | metastasis - adenocarcinoma (ptuco) M 56 £ 0.52 0.08

474 | metastasis carcinomatosa solidum partim M 56 GL 0.49 0.07
adenogeneses (ptuco)

475 | metastasis carcinomatosa solidum M 57 MW 0.57 0.07
adenogenes (ptuco)

476 | metastasis - adenocarcinoma papillare (ptuco) G2 M 57 FJ 0.64 0.04

477 | metastasis carcinomatosa microcellulare M 57 KE 0.96 0.04
(ptuco)

478 | metastasis neoplasmatis (ptuco) K 57 MR 0.82 0.03

479 | metastasis carcinomatosa (ptuco) M 58 MM 0.58 0.08

480 | metastasis carcinomatosa microcellulare M 58 ISt 0.46 0.05
(ptuco)

481 | metastasis - adenocarcinoma papillare (ptuco) G2 M 58 PP 0.87 0.06

482 | metastasis carcinomatose adenoca (ptuco) G3 K 59 PT 0.50 0.07

483 | metastasis - adenocarcinoma papillare (ptuco) K 59 ST 0.54 0.04

484 | metastasis carcinomatosa (ptuco) M 59 BD 0.82 0.09

485 | metastasis - adenocarcinoma partim papillare M 60 ZB 0.98 0.03
(ptuco)

486 | metastasis carcinomatosa (ptuco) M 60 Pz 0.59 0.06

487 | metastasis carcinomatosa (ptuco) M 61 MM 0.52 0.10

488 | metastasis - ca solidum partim large cell M 61 RM 0.82 0.11
carcinoma (ptuco)

489 | metastasis - adenocarcinoma (ptuco) G3 K 62 KSt 0.27 0.09

490 | metastasis carcinomatosa (ptuco) G3 K 62 PA 0.36 0.12

491 | metastasis carcinomatosa partim papillare M 62 SM 0.57 0.05
(ptuco)

492 | metastasis carcinomatosa solidum G3 M 63 LH 0.76 0.12
adenogenes (ptuco)

493 | metastasis - adenocarcinoma papillare (ptuco) G2 M 64 DW 0.84 0.09

494 | metastasis carcinomatosa mirocellulare M 64 SzH 0.62 0.05
anaplasticum (ptuco)

495 | metastasis - adenocarcinoma (ptuco) G3 K 65 RK 0.49 0.05

496 | metastasis non differentiatum/large cell ca M 65 DSt 0.73 0.04
(ptuco)

497 | metastasis carcinomatosa (ptuco) M 65 KW 0.69 0.08

498 | metastasis carcinomatosa solidum (ptuco) K 66 PE 0.53 0.07

499 | metastasis carcinomatosa (ptuco) K 66 ww 0.52 0.07

500 | metastasis carcinomatosa (ptuco) K 66 BA 0.26 0.12

501 | metastasis carcinomatosa solidum G3 M 66 GJ 0.66 0.13
adenogenes (ptuco)

502 | metastasis carcinomatosa solidum M 67 DR 0.58 0.04
adenogenes (ptuco)

503 | metastasis adenoca papillare (ptuco) G1 M 69 CzL 0.93 0.10

504 | metastasis carcinomatosa solidum M 70 BJ 0.57 0.06
adenogenes (ptuco)

505 | metastasis carcinomatosa (ptuco) M 73 uw 0.69 0.05
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506 | metastasis melanomatis Y K 32 ZA 0.45 0.03
507 | metastasis melanomatis K 39 Zl 0.18 0.01
508 | metastasis melanomatis amelanocyticum \Y] M 44 SzM 0.55 0.05
509 | metastasis melanomatis \Y) M 54 KH 0.57 0.05
510 | metastasis melanomatis K 55 PM 0.57 0.05
511 | metastasis melanomatis M 63 KM 0.75 0.09
512 | metastasis - adenocarcinoma partim papillare K 44 GG 0.54 0.09
513 | metastasis carcinomatosa - ca embryonale M 46 DG 0.74 0.09
514 | metastasis carcinomatosa - ca adenogenes K 46 RG 0.38 0.04
515 | metastasis carcinomatosa adenogenes K 47 TD 0.58 0.08
516 | metastasis carcinomatosa K 48 KE 0.62 0.07
517 | metastasis carcinomatosa solidum K 48 SB 0.56 0.08
adenogenes
518 | metastasis carcinomatosa - ca solidum K 48 LA 0.58 0.03
519 | metastasis carcinomatosa (ptuco) M 49 LA 0.52 0.08
520 | metastasis carcinomatosa (ptuco) M 49 SW 0.62 0.07
521 | metastasis carcinomatosa — ca solidum M 50 J 0.56 0.09
522 | metastasis carcinomatosa - ca adenogenes M 50 SL 0.50 0.08
523 | metastasis adenoca papillare M 50 GR 0.60 0.03
524 | metastasis carcinomatosa M 51 PA 0.72 0.04
525 | metastasis carcinomatosa G3 K 52 KG 0.54 0.06
526 | metastasis carcinomatosa K 52 RB 0.55 0.05
527 | metastasis carcinomatosa - ca planopitheliale K 54 WE 0.53 0.09
528 | metastasis carcinomatosa K 54 PE 0.92 0.04
529 | metastasis verisimiliter thyreogenes K 54 ZG 0.35 0.05
530 | metastasis carcinomatosa adenoca M 54 JH 0.72 0.06
531 | metastasis carcinomatosa K 55 WM 0.55 0.07
532 | metastasis carcinomatosa M 56 TZ 0.71 0.05
533 | metastasis adenocarcinoma partim papillare G2 K 56 MT 0.85 0.09
534 | metastasis carcinomatosa solidum male M 56 KB 0.64 0.09
differentiatum
535 | metastasis carcinomatosa M 57 NM 0.78 0.09
536 | metastasis - adenocarcinoma clarocellulare M 58 RS 0.61 0.12
537 | metastasis planoepitheliale akeratodes G3 M 59 SzE 0.63 0.07
538 | metastasis adenoca papillare G2 K 60 KM 0.78 0.05
539 | metastasis - adenocarcinoma partim papillare K 60 MH 0.38 0.07
540 | metastasis - adenocarcinoma papillare G2 K 61 PM 1.03 0.11
541 | metastasis carcinomatosa solidum K 62 LA 0.50 0.08
542 | metastasis carcinomatosa M 62 RZ 0.29 0.08
543 | metastasis carcinomatosa solidum male G3 M 62 KJ 0.60 0.06
differentiatum
544 | metastasis carcinomatosa M 62 PM 0.79 0.07
545 | metastasis carcinomatosa planopitheliale M 64 WH 0.53 0.04
546 | metastasis - adenocarcinoma papillare M 64 SM 1.09 0.02
547 | metastasis - adenocarcinoma partim papillare M 65 KK 0.67 0.08
548 | metastasis carcinomatosa solidum M 65 PM 0.55 0.07
549 | metastasis carcinomatosa M 65 HJ 0.49 0.07
550 | metastasis carcinomatosa - ca solidum M 65 PM 0.55 0.07
551 | metastasis - adenocarcinoma papillare M 66 PM 0.48 0.04
552 | metastasis - carcinoma planoepitheliale M 66 SF 0.66 0.09
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553 | metastasis - adenocarcinoma papillare (jelito K 67 BJ 1.08 0.14
grube)
554 | metastasis - adenocarcinoma papillare M 67 MZ 0.93 0.11
555 | metastasis carcinomatosa M 67 Dz 0.29 0.07
556 | metastasis - adenocarcinoma papillare G2 K 68 GG 0.77 0.08
557 | metastasis - adenocarcinoma papillare K 68 HA 0.45 0.11
558 | metastasis carcinomatosa K 68 NU 0.58 0.03
559 | metastasis - adenocarcinoma papillare K 68 KM 0.49 0.07
560 | metastasis carcinomatosa M 69 W 0.28 0.03
561 | metastasis - adenocarcinoma partim solidum G3 M 71 NJ 0.46 0.09
562 | metastasis carcinomatosa planoepitheliale M 72 GJ 0.48 0.07
563 | metastasis carcinomatosa (ptuco) M 72 SE 0.60 0.05
564 | metastasis carcinomatosa M 73 LT 0.48 0.03
565 | metastasis neoplasmatis M 77 KB 0.73 0.06
- neoplasma malignum fusocellulare
566 | glioma 1/m M 64 PW 0.46 0.08
567 | glioma malignum 1} M 59 EE 1.03 0.07
568 | adenoma chromophobe M 76 BB 0.37 0.06
569 | angioma arteriovenosum K 15 SA 0.46 0.11
570 | angioma arteriovenosum K 15 KM 0.41 0.06
571 | xanthogranuloma K 67 DK 1.55 0.03
572 | neoplasma malignum v M 49 TZ 0.45 0.09
573 | neoplasma malignum v K 50 GD 0.52 0.06
574 | neoplasma malignum 1\ M 52 LZ 0.60 0.05
575 | neoplasma malignum v K 53 NA 0.69 0.04
576 | neoplasma malignum 1\ M 53 KL 0.41 0.11
577 | neoplasma malignum v K 73 NK 0.30 0.07
578 | neoplasma malignum 1\ M 57 PW 0.76 0.05
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Tabela Il. Zestawienie wynikéw analizy m°C u 186 pacjentow z guzem mozgu, u ktérych przeprowadzono

. .. . 5 . .
rowniez oznaczenie m”C w DNA z krwi obwodowe;.

L.p. Rozpoznanie histopatologiczne Stopier Pteé W_iEk Pacjent R R
WHO pacjenta (tkanka) | (krew)
1 meningioma angiomatosum | K 51 KSt 1.50 1.38
2 meningioma angiomatosum | K 60 Szl 1.48 1.40
3 meningioma angiomatosum | K 67 SzR 1.54 1.59
4 meningioma angiomatosum | M 61 Cz) 1.49 1.45
5 meningioma angiomatosum | K 67 MB 1.51 1.44
6 meningioma meningotheliale | K 28 KA 1.56 1.48
7 meningioma meningotheliale | K 52 KM 1.57 1.52
8 meningioma meningotheliale | K 52 LT 1.55 1.60
9 meningioma meningotheliale | K 65 ZK 1.53 1.52
10 meningioma meningotheliale | M 66 GW 1.56 1.78
11 meningioma meningotheliale | K 51 PG 1.59 1.45
12 meningioma meningotheliale | K 58 SA 1.61 1.51
13 meningioma meningotheliale | K 48 MH 1.64 1.46
14 meningioma meningotheliale | K 67 Gl 1.54 1.57
15 meningioma meningotheliale | K 58 FA 1.13 1.38
16 meningioma meningotheliale | K 64 CM 1.58 1.43
17 meningioma meningotheliale | K 47 BA 1.62 1.49
18 meningioma fibrosum | K 55 FB 1.54 1.51
19 meningioma fibrosum | K 66 CE 1.57 1.78
20 meningioma fibrosum | M 71 GW 1.62 1.67
21 meningioma fibrosum | M 63 KT 1.71 1.41
22 meningioma fibrosum partim psammomatosum | K 62 Gl 1.41 1.37
23 meningioma malignum 1] K 73 KA 0.99 1.22
24 meningioma malignum 1] K 43 AB 1.42 1.56
25 meningioma transitionale | K 71 KM 1.48 1.76
26 meningioma transitionale partim psammomatosum | K 69 MK 1.53 1.63
27 meningioma atypicum 1l K 54 GD 1.46 1.55
28 meningioma atypicum 1l M 65 GCz 1.53 1.44
29 meningioma atypicum 1l M 77 SM 1.43 1.66
30 astrocytoma fibrillare 1] M 26 JR 1.54 1.63
31 astrocytoma fibrillare 1] M 32 SzT 1.61 1.41
32 astrocytoma fibrillare 1] M 32 KM 1.53 1.63
33 astrocytoma fibrillare 1] K 35 SzB 1.54 1.59
34 astrocytoma fibrillare 1] K 48 BD 1.43 1.68
35 astrocytoma fibrilare partim gemistocyticum 1] K 29 ZS 1.34 1.46
36 astrocyttoma fi'bri//are partim protoplasmaticum I K 29 BK 133 1.41
et gemistocyticum
37 astrocy'toma ﬁbri//are partim protoplasmaticum I K 42 Wi 131 1.48
et gemistocyticum
38 astrocytoma fibrillare partim protoplasmaticum Il M 51 NL 1.31 1.26
39 as.trocytor'na fibrillare diffusum partim I K 34 LA 1.47 152
microcysticum
40 astrocytoma fibrillare partim protoplasmaticum Il K 41 SM 1.47 1.34
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et gemistocyticum
a1 aftrocytoma fibrillare partim protoplasmaticum I K 26 uuU 154 163
diffusum
41 astrocytoma anaplasticum 1] M 30 PM 0.99 1.21
42 astrocytoma anaplasticum recidivans 1] K 35 PH 1.05 0.98
43 astrocytoma anaplasticum ] M 37 JSt 1.00 1.12
44 astrocytoma anaplasticum 1] K 40 LD 0.99 1.04
45 astrocytoma anaplasticum ] K 44 PS 1.03 1.15
46 astrocytoma anaplasticum ] K 45 KB 1.03 1.18
47 astrocytoma anaplasticum 1] K 48 GE 1.04 1.21
48 astrocytoma anaplasticum ] K 49 KM 1.01 1.03
49 astrocytoma anaplasticum ] M 53 BZ 1.01 1.12
50 astrocytoma anaplasticum 1] K 54 BK 1.06 1.21
51 astrocytoma anaplasticum ] M 73 GA 1.05 1.13
52 astrocytoma anaplasticum ] K 56 BC 1.04 0.97
53 astrocytoma anaplasticum partim granulocellulare 1] M 30 NG 1.05 0.91
54 astrocytoma anaplasticum ] K 24 SzS 1.05 1.26
55 astrocytoma anaplasticum ] M 39 NP 1.00 0.84
56 astrocytoma anaplasticum 1] M 51 J) 1.07 1.16
57 astrocytoma anaplasticum ] M 68 PE 0.99 1.29
58 astrocytoma anaplasticum recidivans in GBM my K 56 WD 0.81 0.98
tendens
59 astrocytoma anaplasticum ] K 34 DE 1.04 1.21
60 astrocytoma anaplasticum 1] M KJ 1.02 0.92
61 astrocytoma anaplasticum 1] M 59 Sst 1.01 1.24
62 oligodendroglioma isomorphum 1] M 67 WK 1.22 1.37
63 oligodendroglioma isomorphum 1] K 58 ST 1.18 1.20
64 oligodendroglioma I} K 53 cz 1.18 1.13
65 oligodendroglioma anapl recidivans I} K 63 ST 0.98 1.04
66 oligodendroglioma anaplasticum recidivans 1] M 31 CzP 0.98 1.20
67 oligodendroglioma anaplasticum recidivans I} M 57 EB 1.08 1.18
68 glioma mixtum oligoastrocytoma anaplasticum 1} M 47 M 0.97 1.17
69 glioma anaplasticum recidivans partim " M 45 v 0.49 0.60
granulocellulare
70 ganglioglioma | K 48 ME 1.36 1.13
71 glioma anaplasticum (ew. brzeqg GBM) |} M 60 LL 0.72 0.88
72 glioma mixtum oligoastrocytoma anaplasticum K 22 KN 1.24 0.92
73 glioma mixtum oligoastrocytoma anaplasticum M 48 ZP 1.13 1.27
74 glioblastoma multiforme v K 22 WP 0.58 0.43
75 glioblastoma multiforme v K 28 DM 0.38 0.56
76 glioblastoma multiforme v K 29 KA 0.22 0.59
77 glioblastoma multiforme recidivans v M 30 At 0.49 0.69
78 glioblastoma multiforme v K 35 NI 0.53 0.56
79 glioblastoma multiforme v K 39 KK 0.48 0.89
80 glioblastoma multiforme v M 45 RK 0.42 0.47
81 glioblastoma multiforme v M 46 GL 0.41 0.66
82 glioblastoma multiforme v M 46 WG 0.43 0.66
83 glioblastoma multiforme v K 47 KSt 0.49 0.62
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84 glioblastoma multiforme v K 48 WD 0.54 0.78
85 glioblastoma multiforme v M 48 PP 0.51 0.12
86 glioblastoma multiforme v M 49 OA 0.64 0.88
87 glioblastoma multiforme v M 49 cw 0.34 0.50
88 glioblastoma multiforme v K 51 PE 0.53 0.29
89 glioblastoma multiforme recidivans v K 52 GG 0.52 0.92
90 glioblastoma multiforme recidivans v M 53 KA 0.62 0.88
91 glioblastoma multiforme v M 54 SM 0.46 0.62
92 glioblastoma multiforme v M 54 SM 0.46 0.50
93 glioblastoma multiforme recidivans v K 54 PB 0.32 0.56
94 glioblastoma multiforme v M 54 SM 0.53 0.74
95 glioblastoma multiforme v K 54 W) 0.42 0.33
96 glioblastoma multiforme v M 54 LZ 0.43 0.71
97 glioblastoma multiforme v M 54 ML 0.33 0.39
98 glioblastoma multiforme v K 55 DM 0.34 0.50
99 glioblastoma multiforme v M 56 PA 0.46 0.65
100 |glioblastoma multiforme v K 57 SzT 0.37 0.51
101 |glioblastoma multiforme v K 57 RD 0.47 0.45
102 |glioblastoma multiforme v M 58 LP 0.5 0.34
103 | glioblastoma multiforme v M 59 BL 0.43 0.55
104 | glioblastoma multiforme v M 60 GZ 0.34 0.60
105 | glioblastoma multiforme v M 62 SH 0.51 0.71
106 | glioblastoma multiforme v K 62 W) 0.53 0.73
107 |glioblastoma multiforme v K 64 DSt 0.52 0.37
108 | glioblastoma multiforme v M 65 HJ 0.55 0.51
109 |glioblastoma multiforme v K 65 0oB 0.51 0.64
110 |glioblastoma multiforme recidivans v K 65 TCz 0.43 0.37
111 | glioblastoma multiforme v M 66 PJ 0.30 0.27
112 | glioblastoma multiforme v K 67 MZ 0.29 0.60
113 | glioblastoma multiforme v M 67 MJ 0.53 0.76
114 | glioblastoma multiforme v M 66 KJ 0.38 0.53
115 | glioblastoma multiforme recidivans v M 67 ZW 0.59 0.68
116 | glioblastoma multiforme recidivans v M 68 Dz 0.53 0.66
117 | glioblastoma multiforme v M 69 WA 0.44 0.56
118 | glioblastoma multiforme v K 69 RW 0.55 0.41
119 |glioblastoma multiforme v K 71 KJ 0.39 0.79
120 |glioblastoma multiforme v M 71 SJ 0.5 0.32
121 | glioblastoma multiforme v K 71 SZ 0.17 0.55
122 | glioblastoma multiforme v M 71 BSt 0.35 0.57
123 | glioblastoma multiforme v M 75 AH 0.34 0.81
124 | glioblastoma multiforme v K 74 NH 0.46 0.44
125 |glioblastoma multiforme v M 75 BM 0.56 0.51
126 | glioma anaplasticum (brzeg GBM) I} K 60 BT 0.72 0.55
127 | giant cell glioblastoma recidivans K 45 HI 0.44 1.13
128 | metastasis carcinomatosa (jajnik) G2 K 52 FJ 1.23 0.64
129 | metastasis carcinomatosa (jajnik) K 61 Sl 0.99 0.71
130 | metastasis carcinomatosa (piers) K 58 MT 0.97 1.19
131 | metastasis adenoca partim papillare (piers) G2 K 51 MS 0.7 0.98
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132 | metastasis - adenocarcinoma tubulare (jelito grube) G3 M 51 SzSt 0.31 0.24
133 metastasis - adenocarcinoma partim papillare &3 « 64 PR 0.47 0.43
(ptuco)
134 | metastasis carcinomatosa (nerka) M 56 RJ 0.53 1.03
135 | metastasis carcinomatosa (odbytnica) M 60 RZ 0.50 0.63
136 | metastasis carcinomatosa (ptuco) M 50 RJ 0.62 0.87
137 | metastasis carcinomatosa (ptuco) G3 K 54 FM 1.29 0.38
138 | metastasis carcinomatosa (ptuco) M 49 W) 0.86 0.70
139 | metastasis carcinomatosa (ptuco) M 58 ISt 0.46 0.52
140 | metastasis carcinomatosa (ptuco) M 60 Pz 0.59 0.43
141 | metastasis carcinomatosa (ptuco) M 51 KM 1.01 1.18
142 | metastasis carcinomatosa (ptuco) K 48 RH 0.59 0.78
143 | metastasis carcinomatosa (ptuco) M 61 MM 0.52 0.43
144 | metastasis - ca solidum (ptuco) G3 M 52 (¢l] 0.85 0.76
145 | metastasis - ca microcellulare anaplasticum (ptuco) M 50 RW 0.82 0.88
146 metastasis - ca solidum partim large cell carcinoma M 61 RM 0.82 061
(ptuco)
147 metastasis - ca solidum verisimiliter adenogenes y 73 UW 0.69 0.67
(ptuco)
148 | metastasis carcinomatosa (ptuco) M 55 WA 0.38 0.56
149 | metastasis carcinomatosa (ptuco) K 49 WG 0.32 0.49
150 | metastasis carcinomatosa (ptuco) G3 M 66 GJ 0.66 0.53
151 | metastasis carcinomatosa (ptuco) K 66 BA 0.26 1.03
152 | metastasis carcinomatosa (ptuco) G3 M 60 ZB 0.98 1.06
153 | metastasis - adenocarcinoma (ptuco) G3 K 62 KSt 0.27 0.43
154 | metastasis - adenocarcinoma papillare (ptuco) G2 M 57 FJ 0.64 0.65
155 | metastasis - adenocarcinoma papillare (ptuco) G1 M 69 CzL 0.93 1.06
156 | metastasis - adenocarcinoma tubulae (jelito grube) G2 M 49 W) 0.86 0.88
157 | metastasis - ca solidum adenogenes (ptuco) G3 K 54 FE 0.12 0.55
158 | metastasis - adenocarcinoma papillare (ptuco) G2 M 64 DW 0.84 0.95
159 | metastasis - adenocarcinoma papillare (ptuco) G2 M 58 PP 0.87 1.07
160 | metastasis - ca mirocellulare anaplasticum (ptuco) M 64 SzH 0.62 0.88
161 | metastasis - ca solidum partim large cell ca (ptuco) G3 M 54 PI 0.72 0.94
167 metqstasis - CC'J solidum male differentiatum 63 M 51 LK 0.75 0.54
partim necroticans (ptuco)
163 | metastasis carcinomatosa K 52 RB 0.55 0.72
164 | metastasis carcinomatosa M 59 SzE 0.63 0.83
165 | metastasis carcinomatosa M 72 SE 0.60 0.83
166 | metastasis carcinomatosa M 63 Rz 0.29 0.66
167 | metastasis carcinomatosa M 64 WH 0.53 0.83
168 | metastasis melanomatis K 55 PM 0.57 0.80
169 | metastasis adenoca partim papillare G2 K 56 MT 0.85 0.97
170 | metastasis adenoca partim solidum G3 M 71 NJ 0.46 0.66
171 | metastasis K 54 BH 1.09 1.21
172 | metastasis - ca planoepitheliale G3 M 69 W 0.28 0.48
173 | metastasis - ca microcellulare M 65 HJ 0.49 0.56
174 | metastasis verisimiliter thyreogenes K 54 ZG 0.35 0.49
175 | metastasis — adenoca papillare G2 K 68 GG 0.77 0.88
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176 | metastasis — ca solidum male differentiatum M 62 KJ 0.6 0.76
177 | metastasis — adenoca papillare K 61 PU 1.03 0.82
178 metastasis neoplla.sm'qtis —neoplasma mq/ignum M 77 KB 0.73 0.98
fusocellulare verisimiliter melanoma malignum
179 | neoplasma malignum v M 53 KL 0.41 0.54
180 | neoplasma malignum v M 49 TZ 0.45 0.62
181 | neurocytoma centrale M 25 Kt 1.17 1.26
182 | neurinoma | K 29 KM 1.26 1.35
183 | neurinoma (schwannoma) K 32 ™ 1.31 1.48
184 | haemangioblastoma | K 34 JP 1.18 1.26
185 | haemangiopericytoma 1] M 45 ZM 1.13 0.98
186 | ependymoma anaplasticum I} M 40 CcT 1.30 1.44
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Streszczenie

12. Streszczenie

Metylacja cytozyny (m°C) w DNA jest jednym z elementdéw epigenetycznego
mechanizmu kontroli ekspresji gendw w komérkach eukariotycznych. 5-metylocytozyna
ulega modyfikacji, gtdwnie w wyniku reakcji wolnorodnikowych, czego efektem jest globalne
obnizenie m>C w DNA (hypometylacja). Konsekwencja tego jest zmiana ekspresji genéw
bedacych przyczyna nowotworzenia. Zatem analiza catkowitej zawartoéci m°C ma duzy
potencjat diagnostyczny.

Celem badan byfa analiza poziomu metylacji DNA w tkance nowotworowej mdzgu

oraz uzyskanie skutecznej metody prognostycznej o wysokim stopniu ufnosci.
Badatam zawartos¢ 5-metylocytozyny w DNA z tkanek nowotworowych 578 pacjentéw
operowanych z powodu guza mozgu w Klinice Neurochirurgii i Neurotraumatologii
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Wyodrebniony DNA poddano hydrolizie, a
otrzymane nukleotydy znakowano radioaktywnym fosforem-32. Mieszanine nukleotydéw
rozdzielano za pomocg chromatografii cienkowarstwowej. Chromatogramy byty oceniane za
pomoca Phosphoimagera, a iloé¢ m>C przedstawiana jako stosunek (R) intensywnosci plamek
[m°dC do m>dC+dC+dT]*100.

Analiza uzyskanych wynikow wskazuje na wyrazng zaleznos¢ miedzy ztosliwoscia
guzow pierwotnych a poziomem m>dC, ktdra pozwala na ocene stopnia ztosliwosci
nowotworu mézgu i poréwnanie z wynikiem histopatologicznym. Poziom m>dC w guzach
przerzutowych jest zréznicowany i wydaje sie zaleze¢ od pochodzenia nowotworu. Ponadto
stwierdzono istotng korelacje pomiedzy zawartoscig m>dC (R) w DNA krwi obwodowej i
tkanek nowotworowych. Na obecnym etapie badan mozina jednoznacznie stwierdzié, ze
metoda analizy catkowitej zawartosci m>dC po uszkodzeniu rodnikiem tlenowym ma duzy

potencjat diagnostyczny i celowe jest jej dalsze rozwijanie.
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13. Abstract

Human brain tumours still remain to be a diagnostic and therapeutic challenge for
modern medicine. Despite many advanced tools and drugs their detection is too late and the
treatment uneffective. We describe a new, simple and reliable method for diagnosis of brain
tumours. It is based on thin layer chromatography quantitative determination of 5-
methylcytosine (m>C) in relation to its some damage products of DNA from tumour tissue
and blood from brain tumour patients. Currently there are many evidences that oxidative
stress through reactive oxygen species (ROS) play an important role in the etiology and
progression of a number of human diseases. m>C along with other basic components of DNA
are the targets for ROS what results in the appearance of modified nucleic acid bases.
Therefore the analysis of global m>C amount in DNA, can put a new light on neoplasia.

In addition to the four major nucleosides, 5-methylcytosine has been found in
metazoan DNA. This specific DNA methylation is catalysed by different DNA
methyltransferases which use S-adenosylmethionine as the substrate. Although the pattern
of DNA methylation is stable over cell divisions, it can be edited either by de novo
methylation or by demethylation. It makes DNA methylation a unique way to encode
information and control cellular differentiation and development processes. So, DNA
methylation is a central mechanism in epigenetic inheritance. Modified bases along with
basic components of DNA are the targets for DNA oxidative damage processes which result
in the appearance of new derivatives. They are targets for ROS, which are formed within
cells as by-products of normal cellular metabolism. The amount of m>dC in the genomic DNA
can be measured by a wide range of methods designed to yield quantitative and qualitative
information on genomic DNA methylation.

DNA was isolated from different cells with a commercial kit and digested with spleen
phosphodiesterase Il and micrococcal nuclease. DNA digest was labelled with [y->2P]ATP.
Separation and identification of [y*’P] m>dC from other nucleotides was performed with two
dimensional cellulose thin layer chromatography. Analysis was made on phosphoimager
with Image Quant Software. The amount of m>dC was calculated as spot intensities ratio of
[m>dC/(m>dC+dC+dT)] x 100 and expressed as R coefficient which gives a quantitative
measurement. We have applied this method to the samples taken from brain tumour

tissues, part of them combined with blood samples from the same patients.
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The R value decreases as the malignancy of brain tumour increases, so it could be a
good diagnostic marker not only for brain tumours but also differentiate low and high grade
gliomas. Therefore DNA methylation pattern might be a useful tool to give primary diagnosis
of brain tumour or could be a marker for early detection of relapse of disease, especially
because the R values for the same patients are similar in their blood and brain tumour
tissues. The method described is simple, reliable and easy to apply, using a limited amount

of the starting material.
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