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Ganglioglioma - zwojakoglejak

GATAG6 — ang. GATA binding protein 6 gene
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MSP - metylospecyficzna reakcja PCR

NER — naprawa przez wycinanie nukleotydu

NDRGZ2 — ang. NDRG family member 2 gene

Oligoastrocytoma anaplasticum — skgpodrzewiakogwiazdziak anaplastyczny
Oligodendroglioma - skgpodrzewiak

OUN - osrodkowy uktad nerwowy

PTEN — ang. phosphatase and tensin homolog gene

RARS — ang. retinoic acid receptor beta gene

RASSF1A — ang. Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 1 gene
RUNXS3 — ang. runt-related transcription factor 3 gene

WM - wspotczynnik metylaciji
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1. Wprowadzenie

Ostatnie lata dostarczyly przekonywujgcych dowodéw, ze obok zmian genetycznych w patogenezie
nowotwordw istotng role odgrywajg takze mechanizmy zwigzane z epigenetyczng kontrolg ekspresiji
gendéw. Zmiany epigenomu zachodzg na réznych etapach indukcji nowotwordw i z tego powodu mogg
by¢ celem oddziatywania zaréwno czynnikdw chemoprewencyjnych, jak i chemioterapeutykow.
Epigenetyczna kontrola transkrypcji zwigzana jest z metylacjg reszt cytozyny dinukleotydow 5-CpG-3’
w DNA przez enzymy z grupy metylotransferaz DNA, kowalencyjnymi modyfikacjami histonéw
(acetylacja, fosforylacja, metylacja, ubiquitynacja), rodzicielskim pietnem genomowym (ang. genomic
imprinting), oddziatywaniem biatek Polycomb i Trithorax oraz interferencjg RNA [Chen et al., 2014]. W
komadrkach nowotworowych obserwuje sie spadek catkowitej zawartosci metylocytozyny, a obok tego
lokalng hipermetylacje wysp CpG w obrebie promotoréw réznych gendw, w tym niezwykle waznych
dla zachowania homeostazy komérkowej gendéw supresorowych i innych genéw ochronnych, co

prowadzi do ich funkcjonalnego wyciszenia.

Waznym odkryciem byta obserwacja, ze profil zmian metylacji DNA jest charakterystyczny dla tkanki
pochodzenia guza, a takze rodzaju guza i jego stopnia zaawansowania [Esteller et al., 2001]. Fakt ten
wykorzysta¢ mozna do celdw diagnostycznych, w celu wykrywania choroby nowotworowej i
prognozowania. Z punktu widzenia terapii przeciwnowotworowej istotne jest, ze nowe markery
epigenetyczne wykorzysta¢ mozna takze do oceny skutecznosci podejmowanego sposobu leczenia
(racjonalizacja wyboru formy terapii). Najbardziej udokumentowany jest zwigzek miedzy metylacjg
genu metylotransferazy O°-metyloguaniny - MGMT, a odpowiedzig na leki alkilujgce DNA [Hegi et al.,
2005]. W ostatnich latach zgromadzono takze szereg innych dowoddéw na diagnostyczng uzytecznos$é
opracowywanych epigenetycznych markerow w przewidywaniu odpowiedzi na leczenie
farmakologiczne lub radiologiczne nowotworéw. Sktania to do dalszych poszukiwan nowych markeréw
epigenetycznych szczegodlnie w odniesieniu do nowotworéw, co do ktérych aktualne metody

diagnostyczne sg niewystarczajgce.

2. Epigenetyczna regulacja ekspresji genéw

Komorki ludzkiego organizmu, mimo posiadania identycznego genomu wykazuja ogromng
réznorodnos¢ form i funkcji, co pozwala im na tworzenie odmiennych fenotypowo i funkcjonalnie
tkanek i narzadéw. Za taki specyficzny dla danej tkanki profil ekspresji genéw wspotodpowiedzialne sg
Zjawiska epigenetyczne, ktére precyzyjnie regulujg ktéry gen w danym momencie ma ulec ekspresji.
Samo pojecie epigenetyka moze by¢ definiowane jako ogét dziedzicznych mechanizméw regulujgcych
ekspresje gendw, niewynikajgcych bezposrednio ze zmiany sekwencji nukleotydéw w DNA.

Dziedzicznos¢, rozumiana jest tu zardbwno jako utrwalenie zmian w kolejnych rundach replikacyjnych



(dziedziczno$¢ mitotyczna), ale réwniez jako dziedzicznosé pokoleniowa (dziedziczno$¢ mejotyczna).
Do podstawowych mechanizméw epigenetycznych zaliczamy metylacje DNA, modyfikacje
potranslacyjne biatek histonowych oraz udziat niekodujgcych RNA, takich jak miRNA czy siRNA.
Istotng cechg modyfikacji epigenetycznych jest ich potencjalna odwracalno$¢, co wykorzystane moze

by¢ zarébwno w chemoprewenciji, jak i leczeniu réznych schorzen, w tym raka.

Metylacja DNA

Przeniesienie grupy metylowej z S-adenozylometioniny (SAM) na cytozyne w dinukleotydzie CpG
katalizowane jest przez metylotransferazy DNA (DNMT) [Baylin, 2005]. Rolg DNMT1, jest utrwalenie
wzoru metylacji podczas replikacji, natomiast DNMT3A i DNMT3B odpowiedzialne sg za metylacje de
novo, a ich najwieksza ekspresja ma miejsce podczas embriogenezy [Friedman et al., 2009]. DNMT3L
nie ma wiasciwosci metylotransferazy; jej rola sprowadza sie do interakcji z metylotransferazami
DNMT3a i DNMT3b, co utatwia metylacje retrotranspozonéw [Deplus et al., 2002]. Zaréwno funkcja
wprowadzenia metylacji, jaki i jej podtrzymania sg kluczowe dla rozwoju organizmu, co potwierdzajg
doswiadczenia na myszach, u ktérych zablokowanie ekspresji zarébwno DNMT3B jak i DNMT1
podczas embriogenezy jest letalne, natomiast myszy bez funkcjonalnej DNMT3A umierajg w okresie 4
tygodni od narodzin [Okano et al.,, 1999]. W utrzymywaniu prawidiowego statusu metylacji w
odniesieniu do reprogramowania epigenetycznego w trakcie rozwoju zarodkowego, podczas
réznicowania komérkowego, czy hematopoezy istotne jest rowniez zjawisko demetylacji [Wu & Zhang,
2011]. O ile istnienie pasywnej demetylacji, polegajacej na niepowieleniu wzoru metylacji w kolejnym
cyklu replikacyjnym postulowato od lat, o tyle zjawisko aktywnej demetylacji poznano dopiero
niedawno. Uwaza sie, ze role w tym drugim procesie odgrywajg biatka z rodziny TET (ang. ten-eleven
translocation protein). Badania ostatnich lat dowodza, ze hydroksylazy TET katalizujg aktywnag
demetylacje poprzez utlenienie 5SmC (5-metylocytozyny) do 5hmC (5-hydroksymetylocytozyny), co
ostatecznie prowadzi do zastgpienia 5hmC przez cytozyne, na drodze deaminacji przy udziale
AID/APOBEC i naprawy przez wycinanie zasad (BER) [Bian et al., 2014]. Istniejg réwniez doniesienia
0 mozliwosci dalszego przeksztalcania 5-hmC do 5fC (5-formylocytozyny) oraz 5-caC (5-
karboksycytozyny), ktore sg nastepnie rozpoznawanie i wycinane przez glikozylaze TDG. Wedtug
Cortellino i wsp. demetylacja aktywna wymaga aktywnosci katalitycznej glikozylazy TDG bezposrednio
po deaminacja 5mC do tyminy, i/lub 5hmC do 5hmU [Cortellino et al.; 2011]. Podsumowujgc , badania
te wskazujg, ze rola biatek TET polega na zabezpieczaniu przed hipermetylacjg i promowaniu
demetylacji poprzez Sciezke zwigzang z naprawg BER lub z udziatem glikozylazy TDG, co obrazuje

ponizsza rycina [Ryc. 1].
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Ryc. 1 Potencjalne role biatek TET i 5ShmC [Williams et al., 2011]. (A) Domeny strukturalne biatek TET. TET1-3 zawierajg
region bogaty w cysteing, poprzedzony niezbedng dla aktywnosci katalitycznej strukturg B heliksu (DSBH — ang. double

stranded B helix).TET1 i TET3 zawieraja ponadto domene CXXC. (B) Konsekwencje biologiczne konwersji 5mC do 5hmC:
5hmC moze utatwi¢ pasywna , poreplikacyjng demetylacje lub moze na drodze aktywnej zosta¢ zamieniona na cytozyne. 5hmC
moze réwniez w sposob bezposredni oddziatywaé z biatkami.

Metylacji DNA ulegajg cytozyny w obrebie dinukleotydéw CpG, a te mozna podzieli¢ zasadniczo na
dwie grupy. Pierwszg stanowig dinukleotydy CpG w duzym rozproszeniu rozlokowane w genomie,
drugg zas dinukleotydy wystepujgce w duzych skupiskach, tworzgce tzw. wyspy CpG. Obecnie wyspe
CpG definiuje sie jako sekwencje nukleotydowg dtugosci powyzej 200pz, o zawartosci GC >50% i
wspotczynnikiem CpG obserwowanych/CpG oczekiwanych > 0,6 [Wang & Leung, 2004, Sandoval &
Esteller, 2012]. Okoto 50-60% promotoréw lezy w obrebie wysp CpG i szacuje sie, ze ludzki genom
zawiera okoto 29 000 sekwencji CpG [Kim et al., 2009]. Wyspy CpG, w szczegdlnoéci te
Zlokalizowane w rejonach promotorowych sg na ogét niezmetylowane w prawidtowych komérkach,
zapewniajgc dostep dla czynnikéw transkrypcyjnych i biatek remodelujgcych chromatyne, co
umozliwia ekspresje gendw odpowiedzialnych za podstawowe funkcje komérki, w tym jej metabolizm
(ang.housekeeping genes), kontrole cyklu komdrkowego oraz zapewnia tkankowo specyficzng
ekspresje genow. Z drugiej za$ strony, CpG lezgce poza promotorami i niestanowigce wysp CpG, sg
w prawidtowych komodrkach ssakéw zmetylowane. Zapewnia to integralnos¢ genomu i uniemozliwia

ekspresje sekwencji powtérzonych, pasozytniczych, czy retrotranspozondw.

Metylacja DNA moze hamowaé ekspresje gendw w sposdb bezposredni, poprzez uniemozliwienie
przytaczenia sie czynnikdw transkrypcyjnych oraz polimerazy RNA |, jak i w sposdb posredni poprzez
rekrutacje biatek MBD (ang. methyl-CpG-binding domain proteins). Biatka MBD rekrutujg z kolei
kompleksy modyfikujgce histony oraz remodelujace chromatyne, co utrudnia lub uniemozliwia

aktywng transkrypcje [Bogdanovic et al., 2009]. Wyciszajacy efekt metylacji DNA czesto potegowany
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jest przez udziat biatek z rodziny Polycomb, np. EZH2 oraz CBX7, ktére mogg wchodzi¢ w interakcje z
DNMT [Viré et al., 2006, Mohammad et al., 2009]. EZH2, metylotransferaza histonéw, katalizujgca
metylacje H3K27, rekrutuje dodatkowe biatka z rodziny PcG, co ostatecznie prowadzi u utworzenia
nieaktywnej transkrypcyjnie heterochromatyny. Dowiedziono réwniez, ze EZH2 wchodzi w
bezposrednig interakcje z DNMT [Viré et al., 2006].

Powigzanie pomiedzy wzorem metylacji, a organizacjg chromatyny i miejscami tworzenia
nukleosoméw jest wcigz mato poznanym obszarem badawczym. Dowiedziono, ze odcinki DNA
tworzgce nukleosomy sg zmetylowane w wiekszym stopniu niz DNA tgcznikowy (ang. flanking DNA)
[Chodavarapu et al., 2010]. Moze to odzwierciedlaé fakt, ze metylotransferazy preferencyjnie dziatajg
na DNA w obrebie nukleosoméw, bo jest on topograficznie lepiej wyeksponowany i tym samym tatwiej
dostepny [Chodavarapu et al., 2010]. Miejsca wigzania czynnikéw transkrypcyjnych, w tym réowniez
miejsce startu transkrypcji, sg zlokalizowane poza odcinkiem DNA nawinietym na nukleosom [Kaplan
et al.,, 2009]. Pozycjonowanie nukleosomow jest jednym 2z najwazniejszym mechanizmow
kontrolujgcych ekspresje gendw, poniewaz DNA w nukleosomie jest zdecydowanie mniej dostepny dla

czynnikéw transkrypcyjnych anizeli DNA tgcznikowy [Segal & Widom, 2009].

Fizjologiczng metylacjg jest rowniez metylacja jednego z dwdch chromosomoéw X (tzw. ciatka Barra) u

kobiet oraz udziat w imprintingu genomowym.

Modyfikacje histonow

Regulacja transkrypcji odbywa sie réwniez na poziomie biatek histonowych, ktére tworzgc oktamer
stanowig rusztowanie dla nukleosoméw. tancuchy aminokwasowe, zwane niekiedy ,ogonami
histondbw” sg miejscem przytagczania czgsteczek takich jak reszta metylowa, acetylowa, czy
fosforanowa co znaczaco wptywa na stopien kompakcji chromatyny i reguluje jej dostepnosc
transkrypcyjng. Jest to szczegdlnie wazne dla ekspresji gendw, procesu naprawy DNA, replikacji DNA
czy kontroli cyklu komérkowego [Sawan et al.,, 2008]. Zidentyfikowano kilkanascie rodzajow
kowalencyjnych modyfikacji biatek histonowych, wigczajgc w to metylacje, acetylacje, fosforylacje,
ADP-rybozylacje, sumoilacje i ubikwitynacje. Rolg tych modyfikacji jest regulowanie transkrypcji
genow poprzez wplyw na stopien kompresji chromatyny Ilub poprzez rekrutacje biatek
przebudowujgcych chromatyne [Brait & Sidransky, 2011]. Zaleznie od rodzaju modyfikacji, oraz jej
umiejscowienia w tancuchu aminokwasowym kod histonowy moze aktywowac badz represjonowaé
transkrypcje [Sharma et al., 2010]. Generalnie acetylacja i fosforylacja aktywujg transkrypcje,
natomiast sumoilacja jg ogranicza [Sharma et al., 2010]. Mechanizm aktywujgcego oddziatywania
acetylacji polega na tym, ze neutralizuje ona pozytywnie natadowane podjednostki lizyny w ogonach
histonéw, co osfabia site wigzania pomiedzy histonem, a DNA i rozluznia chromatyne, tym samym
zwiekszajgc dostepnos¢ transkrypcyjng tego regionu [Struhl, 1998]. Konsekwentnie deacetylacja
wigze sie z represjg transkrypciji. Enzymami odpowiedzialnymi za utrate acetylacji sg deacetylazy

histonéw (HDAC), z kolei przytgczenie grupy acetylowej katalizujg acetylotransferazy histonéw (HAT).
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Dobrze poznang modyfikacjg histondw jest tez metylacja lizyny, ktérej rola zalezy od tego ktérej lizyny
dotyczy oraz jaka jest jej gestosé, tzn. czy mowa o mono, di- i lub tri- metylacji [Sharma et al., 2010].
Przyktadowo H3K4me3 obserwowana jest czesto w poblizu miejsca startu transkrypcji i zwigzana jest
z aktywacjg transkrypcji, natomiast H3K27me3 wigze sie z wyciszeniem genu. Precyzyjna kontrola
procesu metylacji i demetylacji histonéw sprawowana jest odpowiednio przez metylotransferazy
(HDM).
aktywujgcych oraz wyciszajgcych transkrypcje.

(HMT) oraz demetylazy histonow Ponizsza tabela zawiera zestawienie modyfikaciji

Tab.1 Modyfikacje histonéw i ich wptyw na transkrypcje

Modyfikacja aktywujaca transkrypcje
H2A:K5 K5, K13

H2B:K5, K12, K15, K20
H3:K% K14, KI18. K23 K56
H4:K5.K8.KI13. K16

Modyfikacja wyciszajaca transkrypcje

3
H3:K4,K36.K79
H3:R17.R23

3
H3:KS, K27
H4:K20

H4:R3
Fosforylacja
H3: T3
H3:510, 528
H3: Y41
Uhikwitymas]
H2B:KI120

Ubikwitynaci
HZA:K119

S ilaci
H4:K5,K8. K12, K16, K20

Na podstawie Choudhuri S et al., 2010.
(K = lizyna, R — arginina, T — treonina, S — seryna, Y — tyrozyna.)

Modyfikacje histonéw i metylacja DNA wspoétdziatajg ze sobg na wielu ptaszczyznach, warunkujgc
prawidtowy status kompresji chromatyny i jej dostepnos$¢ transkrypcyjng. Przyktadem takiego
oddziatywania moze by¢ fakt, ze HMT, wilagczajgc w to G9a, SUV39H1 oraz PRMT5 mogag
bezposrednio rekrutowa¢ DNMT do okreslonej lokalizacji w genomie, co przyczynia sie do wyciszenia
epigenetycznego [Tachibana et al., 2008, Lehnertz et al., 2003, Zhao et al., 2009]. Co wiecej HMT
regulujg stabilnos¢ DNMT [Estéve et al., 2009]. Rowniez DNMT mogg rekrutowa¢ HDAC i biatka
1998].

Zauwazono, ze metylacji DNA towarzyszy metylacja H3K9, najprawdopodobniej wynikajgca z

wigzagce sie do grup metylowych, co powoduje heterochromatynizacje [Jones et al.,

oddziatywania MeCP2 z HMT [Jones et al., 1998]. Przedstawione interakcje pomiedzy réznymi

elementami maszynerii epigenetycznej obrazujg wielkg ztozono$¢ proceséw warunkujgcych

prawidtowg ekspresje genow.

Imprinting genetyczny

Okoto 1% gendéw kodowanych na autosomach podlega zjawisku imprintingu [Hamilton, 2011]. Polega
ono na monoallelicznej, tzn. matczynej badz ojcowskiej, ekspresji genu. Za taki wilasnie model
ekspresji odpowiada metylacja DNA oraz acetylacja histonéw. Nieprawidtowosci imprintingu lezg u
poditoza takich zespotdéw chorobowych jak zespdét Angelmana, Prader-Will’'ego lub Beckwith-

Wiedemann’a.
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Niekodujagce RNA

Odkrycie, ze tylko okoto 1% genomu przepisywane jest na transkrypt RNA bezposrednio kodujgcy
biatka, pozostawalo przez pewien czas swoistym paradoksem, zwazywszy na fakt, ze powszechnej
transkrypcji ulega wiele dodatkowych sekwencji w genomie. Rola tych transkryptéw pozostawata
nieznana, a koncepcje pojawiajgce sie wsrdéd badaczy oscylowaty od hipotezy ,transkrypcyjnego
szumu” do potencjalnie istotnej maszynerii RNA o nieznanej funkcji. To drugie zatozenie okazato sie
stuszne, a owe transkrypty, dla odréznienia od mRNA, nazwano niekodujgcymi RNA (ncRNA, ang.
non-coding RNA). Do tej pory zidentyfikowano kilkanascie rodzajéw takich niekodujgcych RNA, w tym
microRNA (miRNA), mate interferencyjne RNA (siRNA, ang. small interfering RNA), piRNA (ang. Piwi-
interacting RNA), PAR (ang. promoter-associated RNA), oraz snoRNA (ang. small nucleolar RNA)
[Taft et al.,, 2010, Choudhuri, 2009]. Bazujgc na parametrze dtugosci czgsteczki wyrdzniono trzy
gtéwne klasy ncRNA, a mianowicie klase matych niekodujgcych RNA (ang. small ncRNA), do ktérych
zalicza sie miRNA, piRNA, siRNA i inne niekodujgce transkrypty o dtugosci mniejszej niz 200 nt, klase
dtugich ncRNA, ktére majg wiecej niz 200 nt i stanowig transkrypty rejonéw wewnatrzgenowych, lub
sg zorganizowane w poblizu rejonéw kodujacych biatka, oraz klase bardzo diugich ncRNA (ang. very
long ncRNA), ktore mogg mie¢ wielkos¢ nawet setek tysiecy zasad i sg transkryptami sekwencji

miedzygenowych [Mitra et al., 2012].

W odrdznieniu od wczesniej oméwionych zjawisk epigenetycznych, takich jak metylacja DNA oraz
modyfikacje kowalencyjne histonédw, ncRNA regulujg ekspresje genéw na poziomie
potranskrypcyjnym. Najlepiej poznanym ncRNA jest miRNA, ktérego rola polega na negatywnej
regulacji ekspresji gendw. miRNA s3 to ok. 22 nukleotydowe sekwencje RNA, powstate przy uzyciu
Dicer, komplementarne do mRNA docelowego genu, moggce na dwa sposoby uniemozliwia¢
translacje informacji z mRNA na biatko. Petna komplementarno$¢ obu sekwencji sprawia, ze po
przytaczeniu sie miRNA do mRNA nastepuje degradacja mRNA przy pomocy kompleksu RISC,
natomiast niecatkowita homologia obu sekwencji zaburza translacje poprzez blokujgcy wptyw na tRNA
[Gibney & Nolan, 2010]. siRNA to réwniez ok. 21-22nt RNA powstate po obrdbce przez Dicer,
regulujgce ekspresje genow, kontrolujgce transpozony oraz biorgce udziat w obronie
przeciwwirusowej. piRNA, podobnie jak siRNA biorg udziat w utrzymaniu integralnosci genomu
poprzez wyciszanie transpozonow. Najliczniejszg klase stanowig natomiast INCRNA. Ich komorkowo i
tkankowo specyficzna ekspresja, ktéra zmienia sie w odpowiedzi na stres oraz inne sygnaty
Ssrodowiskowe sugeruje, ze ich obecno$¢ w komérce wigze sie z konkretnym zapotrzebowaniem.
Wykazano, ze wiele z IncRNA posiada miejsca wigzania dla czynnikéw transkrypcyjnych takich jak
Spl, c-Myc, p53 oraz Creb, co sugeruje mozliwe poziomy ich regulacji [Cawley et al., 2004]. Rola
IncRNA polega na udziale w transporcie subkomérkowym, rekrutacji czynnikéw transkrypcyjnych,

obrobce RNA oraz formowaniu komplekséw rybonukleoproteinowych [Mitra et al., 2012].
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3. Molekularne podstawy kancerogenezy

3.1 Genetyczne mechanizmy kancerogenezy

Kancerogeneza jest procesem wieloczynnikowym i wieloetapowym, w ktérym zmiany narastajg w
miare zwiekszania si¢ liczby mutacji i pogtebiania niestabilnosci genomu. Nagromadzenie takich
nieletalnych zmian w komoérkach prowadzi do utraty kontroli nad procesami proliferacji, wzrostu i
réznicowania. Czynniki kancerogenne takie jak np. promieniowanie jonizujace, kancerogeny
chemiczne, czy wirusy onkogenne wptywajgc na genom komorki prowadzg do powstania nieletalnych
mutacji, ktére utrwalone podczas replikacji skutkujg nabyciem fenotypowych cech komorki
nowotworowej. Cechy takie to, cytujgc Hanahan i Weinberg’a: a) wzrost uniezalezniony od czynnikow
wzrostu, b) niewrazliwos¢ na sygnaty hamujgce proliferacje, c) niereagowanie na sygnaty
proapoptotyczne d) nieograniczony potencjat replikacyjny e) nasilona angiogeneza oraz f) inwazyjnos¢
i zdolnos¢ do tworzenia przerzutow [Hanahan & Weinberg, 2011]. Do tej klasycznej listy cech ci sami
autorzy dodali dwie nowe —zmieniony metabolizm energetyczny i unikanie immunologicznej destrukciji
[Hanahan & Weinberg, 2011]. W modelach eksperymentalnych mozna wyr6zni¢ co najmniej trzy etapy
transformacji nowotworowej: inicjacje, promocje i progresje. Z etapem inicjacji wigze sie powstanie
pojedynczych, zmienionych genotypowo zainicjowanych komorek, ktore na etapie promocji pod
wptywem sygnatéw wzrostowych ulegajg klonalnemu rozrostowi i prowadzg do powstania tagodnych
form nowotwordw. Progresja wigze sie z przeksztatceniem czesci z nich w formy o typowym fenotypie

komorek rakowych [Trosko et al., 2004].

Do mutacji kluczowych dla procesu nowotworzenia nalezg mutacje protoonkogenéw oraz gendow
supresorowych. Aktywacja protoonkogendéw moze nastgpi¢ wskutek mutacji punktowej, amplifikacji
genu, translokacji chromosomowej, bgdz poddania protoonkogenu dziataniu silnego promotora lub
wzmachniacza. Efektem moze by¢ pojawienie sie wiekszej ilosci biatka onkogennego, zwiekszonej jego
aktywnosci enzymatycznej na skutek zmiany struktury umozliwiajgcej silniejsze oddziatywanie z
receptorem, bgdz zwiekszenie jego stabilnosci. Takie onkoproteiny to przyktadowo czynniki wzrostu
lub receptory dla czynnikdw wzrostu, biatka przekaznikowe zaangazowane w transdukcje sygnatu do
wnetrza komorki oraz biatka jgdrowe zwigzane z regulacjg proliferacji. Komaérki nowotworowe oprécz
wzmozonej autokrynnej stymulacji czynnikami wzrostu cechuje réwniez zdolno$¢ do pobudzania

sgsiadujgcych komorek, ktére na drodze parakrynnej przekazujg sygnaty komérkom sgsiadujgcym.

Druga wazng cechg komérek nowotworowych jest utrata kontroli nad podziatami na skutek inaktywaciji
genow supresorowych. Geny supresorowe, sprawujgc kontrole nad przebiegiem cyklu komérkowego
warunkujg przechodzenie przez kolejne punkty restrykcyjne tylko wtedy, gdy DNA nie jest
uszkodzone, a maszyneria niezbedna do replikacji, czy podzialu mitotycznego jest gotowa i
kompletna. Zgodnie z hipotezg Knudsona [Knudson, 1971], aby doszto do wytgczenia funkcji genu
supresorowego konieczna jest inaktywacja obu jego alleli, co moze przebiegac w ten sposdb, ze jeden
z alleli wytgczany jest na drodze mutacji, podczas gdy drugi ulega inaktywacji epigenetycznej. W

zdecydowanej wiekszosci gendw supresorowych utrata heterozygotycznosci (LOH) skutkuje petng
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utratg funkcji genu supresorowego. W wiekszosci nowotworéw obserwowana jest inaktywacja p53,
pPRB, p14ARF, p19ARF, p15INK4B lub p16INK4A.

O funkcji supresora nowotworowego lub onkogenu mozemy mowié rowniez w przypadku miRNA,
ktére spetnia te funkcje kontrolujgc ekspresje docelowych biatek [Deng et al., 2008]. Mutacje,
polimorfizmy, zmiana liczby kopii genu kodujgcego sekwencje miRNA wptywajg zatem na stabilnos¢
kontrolowanego transkryptu mRNA i przyczyniaja sie do nadmiernej lub niedostatecznej ekspresji
odpowiednio onkogenow i genéw supresorowych. Przyktadowo w przewlekiej biataczce limfatycznej
(CLL) 5 z 42 badanych gendéw kodujgcych miRNA ulegat mutacji [Calin et al., 2004].

Poza mutacjami protoonkogendw i gendéw supresorowych w inducji kancerogenezy istotne sg tez
mutacje innych gendéw zwigzanych z utrzymaniem homeostazy komérkowej, przede wszystkim genéw
kodujgcych biatka odpowiedzialne za naprawe DNA takich jak hMLH1, hMLH2, czy ATM.

Komorki nowotworowe wykorzystujg rézne strategie, by uniknagé apoptozy. Jedng z nich sg mutacje
genu kodujgcego biatko p53, ktéry jest krytycznym sensorem uszkodzen DNA i podstawowym
regulatorem zaréwno szlaku zewnatrz- jak i wewnagtrzpochodnego apoptozy. Czesto dochodzi rowniez
do nadekspresji biatek proapoptotycznych Bid, Bad, PUMA, Noxa, lub obnizenia ekspresji czynnikow
antyapoptotycznych Bcl-2 i Bcl-XL. Dodatkowo komorki nowotworowe pozostajace pod wplywem
niekorzystnego oddziatywania radio- lub chemioterapii uruchamiajg proces autofagii, eliminujgc

uszkodzone makromolekuly i zuzywajgc uwolnione w tym procesie czasteczki jako zrodto energii.

W procesie nowotworowym dochodzi réwniez do mutacji w genach kontrolujgcych angiogeneze,
naciekanie sgsiadujgcych tkanek oraz przerzutowanie. Proces nowotworzenia naczyn rozpoczyna sie
gdy guz skifada sie zaledwie z kilkudziesieciu komérek, a nowe naczynie powstaje gdy zawiera
kilkaset komorek [Holash et al., 1999]. Angiogeneza zalezy od wielu czynnikow, ale szczegdlnie
wazny jest VEGF, bFGF, oraz metaloproteinazy, angiopoetyny i integryny. Ekspresja VEGF pozostaje
pod wptywem czynnika transkrypcyjnego HIF, ktéry z kolei negatywnie regulowany jest przez supresor
nowotworowy VHL. Delecja VHL prowadzi do rozpadu nieaktywnego kompleksu HIF-VHL, uwolnienia
HIF i wzmozenia ekspresji VEGF. Ten zas powoduje wzrost przepuszczalnosci i poszerzenie naczynh
krwionosnych stymulujgc produkcje tlenku azotu przez srédbtonek naczyn. Pobudza on takze enzymy
proteolityczne oraz ekspresje receptorow waznych dla powstawania naciekow komorkowych i
przebudowy naczyn krwionosnych, wykazujgc zdolno$¢ ochrony komoérek srédbtonka przed apoptozag
[Ferrara et al., 1997].

3.2 Epigenetyczne mechanizmy kancerogenezy

Pierwszg i do tej pory najlepiej opisang zmiang epigenetyczng towarzyszgca transformac;ji
nowotworowej jest nieprawidtowa metylacjia DNA [Feinberg & Vogelstein, 1983]. Najnowsze dane
mowig o tym, ze niemal we wszystkich rodzajach nowotworéw setki genéw wykazujg nieprawidiowag

metylacje, obejmujgc 5-10% z tysiecy wysp CpG lezgcych w sekwencjach promotorowych, ktére w
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normalnych komoérkach od momentu zakoriczenia rozwoju embrionalnego nigdy nie powinny by¢
zmetylowane [Baylin et al., 2011]. Wiele proceséw komodrkowch zaburzonych jest na skutek
nieprawidtowej metylacji wysp CpG. Sg to m.in. naprawa DNA (hMLH1, MGMT), regulacja cyklu
komodrkowego (p16INK4A, pl5INK4B, pl4ARF), apoptoza (DAPK), czy detoksykacja (GSTP1)
[Esteller, 2002]. Pod pojeciem nieprawidtowej metylacji w raku rozumiemy hipermetylacje rejonow
promotorowych genéw supresorowych, globalng hipometylacje oraz utrate imprintingu. Hipermetylacja
okresla obecnos¢ grup metylowych w pozycji C-5 cytozyny w dinukleotydach CpG zlokalizowanych w
tzw. wyspach CpG, czyli obszarach o zwiekszonej niz normalnie czestotliwosci wystepowania
dinukleotydéw CpG. Zaobserwowano, ze zjawisko nieprawidtowej metylacji wysp CpG dotyczy przede
wszystkim genéw supresorowych oraz wigze sie z wyciszeniem ich transkrypcji, a tym samym brakiem
kodowanych przez te geny produktow biatkowych. Molekularne mechanizmy indukcji nieprawidiowej
metylacji nie sg jasne, jednak sugeruje sie powigzanie tego procesu ze starzeniem, stanem zapalnym,
infekcjami wirusowymi lub dziataniem substancji modulujgcych epigenom [Ushijima & Okochi-Takada,
2005]. Stan w ktérym obserwuje sie wyciszenie epigenetyczne wynika z gestej metylacji (ang. dense
methylation) obszaru rdzeniowego, zauwazono natomiast, ze poprzedzony jest on pojawieniem sie
dwéch mozliwych nieprawidtowosci, mianowicie metylacji poza obszarem rdzeniowym (na Ryc. 2
punkt b), lub pojedynczych zmetylowanych miejsc CpG w obszarze rdzeniowym (ang. seeds of
methylation) (na Ryc.2 punkt c) [Ushijima & Okochi-Takada, 2005]. | cho¢ nie ma na to bezposrednich
dowodow, to jednak zakfada sie, ze taki stan metylacji genu ulega¢ moze stopniowemu zageszczeniu,
co prowadzi do stopniowego spadku ekspresji genu. Wnioski takie wynikajg z obserwacji, ze
nieprawidtowej metylacji obszaru rdzeniowego prawie zawsze towarzyszy metylacja poza obszarem
rdzeniowym, a gesta metylacja w komodrkach raka jest czesto zwigzana z metylacja obszaréw
nierdzeniowych w sasiadujgcych komodrkach prawidtowych. Obecnie postuluje sie réwniez istnienie
funkcjonalnie istotnej metylacji w rejonie brzegowym wysp CpG (ang. CpG Island shores), lezgcych
poza promotorem [lrizarry et al., 2009]. Rézne mozliwosci rozktadu grup metylowych w protomorach

ilustruje ponizsza rycina.
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Ryc.2 Metylacja wysp CpG wg Ushijima & Okochi-Takada, 2005. Kiedy obszar rdzeniowy wyspy (oznaczony klamrg) jest
zmetylowany, transkrypcja genu jest zablokowana (D i E). Jesli jednak metylacja dotyczy rejonu spoza obszaru rdzeniowego,
obserwuje sie brak wyciszenia genu (B). Sytuacja przedstawiona w pkt. C oznacza metylacje rozsianych CpG, co moze by¢
zaczatkiem gestej metylacji i z czasem réwniez moze doprowadzi¢ do zahamowania ekspresji genu (E). Biate kdtka oznaczajg
brak metylacji, natomiast czarne metylacje.
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Jones i Laird postulujg, ze epigenetyczne wyciszenie genu supresorowego to zgodnie z hipotezg
Knudsona druga zmiana, ktéra obok mutacji powoduje catkowite wylgczenie genu supersorowego
[Jones & Laird, 1999]. Metylacja DNA wycisza ekspresje poprzez stanowienie zawady przestrzennej
dla czynnikéw transkrypcyjnych, jak rowniez dzieki rekrutacji biatek MBD oraz represoréw transkrypcji,
ktére remodelujg chromatyne czynigc jg mniej dostepng dla maszynerii transkrypcyjnej. Nowotwory
réznych narzgdéw cechujg sie charakterystycznym profilem nieprawidlowej metylacji, co obrazuje

ponizsza rycina [Esteller et al., 2001].
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Breast  [17%,1166  |0%020  [0%016 _ |0%.06  0%010  |19%1184 [31%2477 |7%115  |42%37/88 |27%.828  |omoi5 |5%.1118
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Lung 31%,2889  [6%482 _ [0%021  |21%1883 [0%020  |4%122 _ |9%221 _ |16% 1084 ND 19%421__ 0%z |0% 017
Hoad-Neck |27%26/56 4%, 126 ND 32%,37/116 _IN.D. N.O. 0%, V106 18%,1782 N.D. N.D. N.D %010
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Pancreas [39%7/18__ |0%020 _|ND. 11%218__|ND.____|ND_ %018 |ND.____[ND ND____ |ND 33% BHE
Liver 15%,3720 0%.Q20 ND. 0%, 058 5%.220 0%.0M8 65%.13/20 0%,0v20 N.D 5%.1/20 NO 3N 618

Ryc.3 Profile metylacji wybranych genéw w nowotworach jelita grubego, piersi, jajnika, macicy, ptuc, gtowy i szyi,
biataczkach, chloniakach, nowotworach mézgu, nerek, pecherza moczowego, przelyku, zotadka, trzustki oraz watroby.
[Esteller et al., 2001].

Cechg komorek nowotworowych jest rowniez to, ze lokalnej hipermetylacji genéw supresorowych
towarzyszy tez globalna hipometylacja catego genomu. Hipometylacja moze dotyczy¢ takze
konkretnych sekwencji [Sandoval & Esteller, 2012]. Hipometylacja elementéw powtdrzonych,
retrotranspozondéw, oraz introndw prowadzi do niestabilnosci genomowej, co skutkowaé moze
zwiekszong predyspozycja do rearanzacji chromosomalnych, delecji lub translokaciji
retrotranspozondéw [Eden et al, 2003]. Przypisuje sie jej rowniez role w uaktywnianiu
protoonkogenow, takich jak c-Jun, c-Myc czy c-Ha-Ras [Calvisi et al., 2007]. Podczas progresji raka
obserwuje sie nasilenie zjawiska globalnej hipometylacji DNA (demetylacji DNA) [Fraga et al., 2004].
Przyktadowo w raku watroby obserwuje sie hipometylacje sekwencji powtérzonych takich jak SAT2,
LINE1 oraz ALU, co koreluje z gorszym rokowaniem [Lee et al., 2009].
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Utrata imprintingu jest definiowana jako utrata monoallelicznej, matczynej lub ojcowskiej ekspresiji
gendw, na skutek hipometylacji jednego z dwdch alleli tychze gendw, co skutkuje bialleliczng
ekspresjg genu. O utracie imprintingu mowa réwniez, gdy dochodzi do utraty ekspresji obu alleli.
Przyktadowo utrata imprintingu genu IGF2 wigze sie ze zwiekszonym ryzykiem raka, w tym raka
okreznicy [Lim & Maher, 2010].

Ekspresja genéw w komérkach nowotworowych jest zmieniona réwniez na skutek btednej informaciji
kodowanej przez kod histonowy. Pod pojeciem tym rozumieé¢ nalezy réznice w ilosci i jakosci
modyfikacji potranslacyjnych biatek histonowych takich jak metylacja, acetylacja, fosforylacja, ADP-
rybozylacja, ubikwitynacja czy sumoilacja. Poprzez zmiany wzoru modyfikacji histonéw zmianie ulega
organizacja chromatyny, co uniemozliwia prawidtowg ekspresje gendw supresorowych oraz
zahamowanie ekspresji onkogenéw. Jest to w duzej mierze efektem zmiany ekspresji HDAC oraz
HAT, co skutkuje zachwianiem precyzyjnej kontroli pomiedzy katalizowanymi przez nie procesami
[Lucio-Eterovic et al., 2008, Isharwal et al., 2008]. Zaobserwowano na przyktad, ze powszechng cechg
ludzkich komérek nowotworowych jest utrata acetylacji H4K16ac oraz trimetylacji H4K20me3, co
powoduje represje transkrypcji [Fraga et al., 2005]. Jako, ze HDAC ulegajg czestej nadeskpresji w
raku, sg one jednym z gtéwnych celdéw terapii epigenetycznej. Oprécz nieprawidiowego wzoru
acetylacji histondw, czestg cechg komérek nowotworowych sg tez zmiany metylacji histonéw. Zmiany
wzoru metylacji H3K9 oraz H3K27 na skutek nieprawidtowej ekspresji lub aktywnosci HMT sg czestg
przyczyng utraty ekspresji genéw supresorowych [Nguyen et al., 2002, Valk-Lingbeek et al., 2004].
Przyktadowo, EZH2, bedgca HMT odpowiedzialng na metylacje H3K27 ulega czestej nadeskpresji w
raku piersi i prostaty [Valk-Lingbeek et al., 2004], z kolei podwyzszony poziom G9a, bedgcg HMT
warunkujgcg prawidiowg metylacje H3K9 obserwowany jest w raku watroby [Kondo et al., 2008].
Translokacja chromosomalna genu MLL, o funkcji HMT dla H3K4 prowadzi do nieprawidtowej

ekspresji genéw homeotycznych, co odgrywa role w progres;ji biataczki [Krivisov & Armstrong, 2007].

Podobnie jak geny kodujace biatka, N cRNA mogg funkcjonowac jako onkogeny lub geny supresorowe.
Badania poréwnawcze tkanek zdrowych i nowotworowo zmienionych wykazaty rdéznice w ekspres;ji
ponad 200 réznych IncRNA. Zidentyfikowano kilkanascie IncRNA ktérych ekspresja lub status
epigenetyczny jest bezposrednio zwigzany z rakiem. Reaktywacja lub brak supresji INcCRNA typowych
dla procesu embriogenezy mogg by¢ krytyczne dla nabycia przez komorki cech pluripotencji oraz
zdolnosci do niekontrolowanego wzrostu, co skutkowaé moze procesem nowotworowym [Mitra et al.,
2012].

Ciekawym odkryciem byta obserwacja, ze miRNA bedace czescig maszynerii epigenetycznej, same
przez te maszynerie¢ sg kontrolowane. Mogg one zatem na skutek nieprawidtowych mechanizméw
epigenetycznych ulec zwiekszonej lub zmniejszonej ekspresji w raku. Gdy miRNA kodowane sg przez
sekwencje lezace w obrebie wyspy CpG, mogg ulec zjawisku wyciszenia epigenetycznego, podobnie
jak klasyczne geny supresorowe [Deng et al., 2008]. Istniejg rowniez doniesienia o udziale modyfikacji
histonéw i ich roli w ekspresji miRNA [Deng et al., 2008]. Z uwagi na fakt udziatu miRNA w regulac;ji

potranskrypcyjnej gendw zaangazowanych w kontrole cyklu komdrkowego, proliferacje lub apoptoze,
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ich odmienna ekspresja moze promowaé kancerogeneze. Przyktadowo rodzina miRNA let-7 ulega
downregulacji w raku piersi i ptuc, co skutkuje aktywacjg onkogennej Sciezki z udziatem biatka RAS
[Peter, 2009]. Podobnie miR-15 i miR-16 sg wyhamowane w chronicznej biataczce limfatycznej (CLL),
czego rezultatem jest aktywacja protoonkogenu BCL2 [Cimmino et al., 2005]. Przyktadem nadmiernej
ekspresji miRNA jest kluster miR17-92, ktére odgrywajg role w patogenezie raka piersi, ptuc oraz
przewlekiej biataczce szpikowej (CML), poprzez wptyw na czynnik transkrypcyjny E2F1, biorgcy udziat
w regulacji cyklu komérkowego [Olive et al., 2010].

4. Nowotwory osrodkowego ukiadu nerwowego

Epidemiologia

W Polsce zgodnie z danymi Krajowego Rejestru Nowotworow (KRN) guzy moézgu stanowig 2%
zachorowan na nowotwory ztosliwe, co w perspektywie roku daje 2700 nowych zachorowan (dane za
2010 rok) [wwwl]. W ciggu ostatnich trzech dekad liczba zachorowan wzrosta okoto 2-krotnie.
Zapadalnos¢ na ztosliwe glejaki oraz oponiaki, bedgce najczestszymi pierwotnymi nowotworami OUN
wrasta wraz z wiekiem [Fijuth & Dziadziuszko, 2013]. Zachorowalno$¢ na guzy nowotworowe mdzgu
na $wiecie wynosi w ciggu roku $rednio 3,7/100 000 oséb dla mezczyzn i 2,6/100 000 oso6b dla kobiet
[Barciszewska, 2010]. Najwiecej zachorowah odnotowuje sie miedzy 50 a 64 rokiem zycia, zas w u
dzieci nowotwory OUN stanowig drugi, po biataczkach, najczestszy typ raka. Nowotwory mdzgu
stanowig 3% zgonow spowodowanych chorobg nowotworowg u oséb dorostych obu ptci oraz ok. 30%
u dzieci (0-19 lat) [www1].
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Ryc. 4 Zachorowalnos$¢ na nowotwory mézgu w Polsce w latach 2008-2010 w zaleznosci od wieku [www1]

Zgodnie z amerykanskim raportem CBTRUS guzy opon mézgowych oraz guzy glejowe stanowig dwa
najliczniejsze typy guzéw OUN (odpowiednio ok. 35% i 26%), co obrazuje Ryc. 5 [Ostrom et al.,

2013]. Dane polskie mowig o ok. 40% udziale glejakéw i 30% udziale oponiakéw w grupie pierwotnych
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nowotworéw OUN [Fijuth & Dziadziuszko, 2013]. WSrdod guzdw glejowych, ponad potowe stanowig
glejaki wielopostaciowe (GBM) [Barciszewska, 2010]. Oponiaki sg ok. 2-krotnie czesciej
rozpoznawane u kobiet, zas nowotwory pochodzenia neuroepitelialnego wystepujg nieznacznie
czesciej u mezczyzn [Fijuth & Dziadziuszko, 2013]. Przerzuty do OUN s3g ponad 10-krotnie czestsze
niz pierwotne zmiany i wystepujg u 20-40% wszystkich chorych na nowotwory [Zyromska &
Makarewicz, 2004, Barciszewska, 2010].
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Ryc. 5 Procentowy udziatl poszczegélnych typéw pierwotnych nowotworéw OUN wg Central Brain Tumor Registry of
the United States (CBTRUS 2006-2010) [Ostrom et al., 2013].

Klasyfikacja nowotworéw OUN wg WHO

Zgodnie ze skrécong wersjg klasyfikacji histopatologicznej pierwotnych nowotworéw OUN wg WHO z
2007 roku wyrdznia sie [Fijuth & Dziadziuszko, 2013]:

- howotwory neuroepitelialne:
e astrocytarne
e skgpowypustkowe
e wysciotkowe
e (glejowe mieszane
e pochodzgce ze splotu naczynidwkowego
e inne nowotwory glejowe
e neuronalne i mieszane neuronalno-glejowe
e pochodzgce z migzszu szyszynKi
e zarodkowe z tkanki neuroepitelialnej
- nowotwory nerwow czaszkowych i rdzeniowych
e nerwiaki ostonkowe

e nerwiakowlokniaki
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o ZzioSliwe nowotwory ostonek nerwéw obwodowych
- nowotwory opon moézgowych
- chtoniaki i nowotwory uktadu krwiotwérczego
- nowotwory pochodzace z pierwotnych komérek rozrodczych
e zarodczaki
e raki zarodkowe
e guzy zatoki endodermalnej
e raki kosmowkowe
e potworniaki
e mieszane nowotwory z pierwotnych komorek rozrodczych
- nowotwory okolicy siodta tureckiego
e czaszkogardlaki
e nowotwory przysadki

- nowotwory przerzutowe.

Szczegotowa klasyfikacja histologiczna nowotworéw OUN wraz z przyporzgdkowanymi stopniami
ztosliwosci wg klasyfikacji WHO zamieszczona zostata w Aneksie do niniejszej pracy (Tab. 2 oraz
Tab. 3)

Klasyfikacja wg WHO, lokalizacja guza oraz wiek pacjenta nalezg do najwazniejszych czynnikow
rokownicznych w guzach OUN [Louis et al., 2007b]. Kryterium do oceny stopnia ztosliwosci stanowig
takie cechy jak polimorfizm i atypia komérek, aktywnos¢ mitotyczna, gestosé komérek w tkance guza,
zaburzenie architektury tkankowej, wzrost naciekowy, obecnos¢ ognisk martwicy, oraz
neoangiogeneza [Walecki & Chojnacka, 2007]. Okreslony na tej podstawie stopien ztosliwosci
pozwala orientacyjnie oceni¢ mediane czasu przezycia chorych, ktéra wynosi odpowiednio dla |
stopnia ztosliwosci w kategorii WHO <10 lat, dla stopnia Il — 5-10 lat, stopnia Il — 2-5 lat, zas dla
stopnia IV < 2lat [Fijuth & Dziadziuszko, 2013].

Etiopatogeneza

Jedynym czynnikiem o udowodnionym znaczeniu w etiologii pierwotnych nowotworéw ztosliwych OUN
jest promieniowanie jonizujgce. Nie udowodniono zwigzku z innymi czynnikami: chemicznymi (np.
pestycydy, herbicydy, nitrozoaminy), fizycznymi (np. pole elektromagnetyczne), oraz urazami mézgu,
czy zakazeniem wirusem Epsteina-Barra [Fijuth & Dziadziuszko, 2013]. Najczestsze sg przypadki
sporadyczne guzow OUN; przypadki rodzinne stanowig zaledwie 5% wszystkich diagnozowanych
nowotworéw OUN [Blumenthal & Cannon-Albright, 2008]. Niektére choroby dziedziczne (np.
neurofibromatoza typu 1 i 2, stwardnienie guzowate, zespdt Li-Fraumeni) predysponujg do rozwoju
nowotworéw OUN [Barciszewska, 2010]. Postuluje sie, ze u podioza wszystkich choréb
nowotworowych, w tym réwniez w guzach OUN, lezg przede wszystkim zaburzenia genetyczne i

epigenetyczne.
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Diagnostyka

Do metod diagnostycznych wykorzystywanych w diagnostyce nowotworow OUN zalicza sie
tomografie komputerowg (CT — computed tomography), rezonans magnetyczny (MR — magnetic
resonanse), angiografie rezonansu magnetycznego (magnetic resonanse angiography), tomografie
komputerowg pojedynczego fotonu (SPECT - single photon emission-computed tomography), oraz
pozytronowg tomografie emisyjng (PET — positron emission tomography) [Walecki & Chojnacka, 2007,
Barciszewska, 2010]. Metody te w zasadniczy sposdb zmienity mozliwosci rozpoznawania i
réznicowania guzow OUN. Niemniej jednak metody obrazowe, pomimo wysokiej rozdzielczosci
liniowej i kontrastowej, mozliwosci oceny charakteru tkanki, jej unaczynienia, metabolizmu czy innych
cech ziosliwosci, nie zawsze pozwalajg na jednoznaczng i trafng diagnoze guzéw OUN. Co wiecej,
badania molekularne wykazuja, ze identyczne morfologicznie guzy réznig sie na poziomie zmian
genetycznych i epigenetycznych, co moze wptywaé na przebieg choroby i odpowiedz na leczenie.
Dlatego tez coraz czesciej wykorzystuje sie markery genetyczne i epigenetyczne, ktére pozwalajg na
petniejszg charakterystyke nowotworu konkretnego pacjenta oraz zindywidualizowanie jego leczenie.
Do markeréw o nawiekszym znaczeniu w kontekscie nowotworéw OUN zalicza sie¢ metylacje MGMT,
mutacje IDH1/2, oraz kodelecje 1p/19q [Gupta & Salunke, 2012]. Metylacja MGMT wskazuje na
lepszg odpowiedz pacjentow z glejakiem na leczenie lekami alkilujgcymi, szczegdlnie w potgczeniu z
radioterapig, mutacje IDH1/2 sg natomiast dobrym czynnikiem rokowniczym w grupie glejakow. Z
powodu wystepowania gtéwnie w tej grupie guzow OUN mutacje IDH1/2 mogg mie¢ tez znaczenie
diagnostyczne. Kodelecja 1p/19q jest uzytecznym markerem diagnostycznym, prognostycznym i
predykcyjnym w grupie skgpodrzewiakéw i skgpodrzewiakogwiazdziakéw [Gupta & Salunke, 2012].
Fuzja i mutacje genu BRAF sg waznym markerem diagnostycznym dla gwiazdziakéw
wlosowatokomorkowych; postuluje sie réwniez, iz analiza fuzji BRAF oraz mutacji IDH1 moze byé

uzyteczna do klasyfikowania i oceny stopnia ztosliwosci w grupie glejakow [Gupta & Salunke, 2012].

5. Markery epigenetyczne

5.1 Metylacja DNA jako potencjalny epigenetyczny marker diagnostyczny, prognostyczny
lub predykcyjny — nadzieje i ograniczenia

Co najmniej 10% wszystkich gendéw ulegajgcych ekspresji jest kontrolowanych przez metylacje, a 60%
genow posiada lokalne wyspy CpG, dlatego tez zatozy¢ mozna, iz w wielu, jesli nie we wszystkich
Sciezkach sygnatowych co najmniej jeden gen kontrolowany jest przez metylacje [Lorincz, 2011]. JeSli
gen ten jest kluczowy dla regulacji danej Sciezki, to jego wyciszenie moze wytgczyé caty szlak
przekazywania sygnatu. Liczac, ze z 25 000 ludzkich gendéw 10% jest regulowanych przez metylacje,
istnieje potencjalnie 2 500 mozliwych markeréw metylacji [Lorincz, 2011]. Dodatkowo, metylacja
rejonéw niekodujgcych rowniez moze wptywac¢ na ekspresje gendw, tak wiec liczba potencjalnych

makeréw moze by¢ znacznie wyzsza.
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Z biologicznego punktu widzenia, markerem nazywamy mozliwg do oceny ceche charakteryzujaca
prawidiowe, bgdz patologiczne zjawisko biologiczne, badz odpowiedz pacjenta na interwencje
terapeutyczng [Hodgson et al., 2010]. Z klinicznego punktu widzenia, to cecha lub zmienna, ktéra
opisuje funkcjonowanie chorego, badz dtugos¢ jego zycia. Koncepcja wykorzystania markerow
metylacji do okreslania grup ryzyka, wczesnego diagnozowania, przewidywania odpowiedzi pacjenta
na leczenie, czy prognozowania diugosci przezycia zrodzita sie w latach 90’. Uzycie zmetylowanych
gendw jako makeréw ma bowiem wiele zalet [Mulero-Navarro & Esteller, 2008, Levenson, 2010].
Zmiany statusu metylacji sg charakterystyczne dla komérek nowotworowych, zatem ich wykrycie
moze by¢é pomocne w diagnozowaniu oraz klasyfikowaniu guzéw. Metylacja DNA jest chemicznie i
biologicznie duzo bardziej stabilna, tym samym wygodniejsza dla diagnostyki molekularnej, anizeli
analiza RNA czy biatek [Laird, 2003]. Dla wielu typéw nowotwordw nie istniejg specyficzne markery
biatkowe, natomiast zmiany epigenetyczne praktycznie zawsze towarzyszg procesowi
nowotworowemu. Co wiecej, zmiany te pojawiajg sie juz na najwczesniejszych etapach
nowotworzenia, czesto wyprzedzajgc objawy kliniczne charakterystyczne dla danego typu guza,
dlatego ich wykrycie moze by¢é pomocne we wczesnej diagnostyce osdb chorych lub o zwiekszonej
predyspozycji do danego typu raka. DNA moze by¢ pozyskane z szeregu tkanek, np. tkanki guza, ale
réwniez z krwi, moczu, plwociny etc. Badania mozna przeprowadzi¢ na dtugo po pobraniu tkanki,
uwzgledniajgc odpowiednie jej przechowywanie. Istnieje rowniez szereg wygodnych, szybkich i

czutych metod, takich jak MSP, HPLC, czy HPCE, ktdre mozna wykorzysta¢ do rutynowych badan.

Wysoce specyficzne i czute okazaly sie markery metylacji oznaczane we krwi i kale pacjentéw
wskazujgce ryzyko rozwoju oraz diagnozujgce raka okreznicy [Glockner et al., 2009, Lofton-Day et al.,
2008], jak rowniez metylacja GSTP1 oznaczana w probkach moczu i tkankach z biopsji raka prostaty
[Cairns et al., 2001, Rosenbaum et al., 2005]. Istniejg juz zestawy do komercyjnego oznaczania tych
markerow, aczkolwiek nie sg one jeszcze zaaprobowane przez instytucje takie jak U.S. Food and
Drug Admistration (FDA). Niemniej jednak nadzieje zwigzane 2z mozliwoscig rutynowego
wykorzystania metylacji GSTP1 w diagnostyce sg ogromne, gdyz wykazano, ze analiza profilu
metylacji tego genu pozwala na odréznienie tkanki w ktorej rozwija sie nowotwor, sposréd innych o
podobnej lokalizacji. Metylacja GSTP1 jest bowiem charakterystyczna dla raka prostaty (wystepuje u
90% chorych), natomiast rzadko pojawia sie u pacjentow z rakiem pecherza moczowego lub nerki
(10% chorych). Swoistos¢ testu z wykorzystaniem surowicy lub moczu jest réwna 100%, natomiast
czuto$¢ waha sie w granicach 27- 40% dla moczu i ponad 40% dla surowicy. Wykazano jednak, ze
dodatkowe oznaczenie pl6INK4A, pl4ARF oraz MGMT podnosi czuto$¢ oznaczenia w moczu do
87%, nie wptywajac negatywnie na swoistos¢ [Cairns, 2007, Brait & Sidransky, 2011]. Innym
przyktadem jest hipermetylacja APC, pl6INK4A oraz DAPK oznaczana w surowicy lub osoczu
pacjentek z wczesnym stadium raka jajnika, ktéra okreslana jest jako potencjalny nowy marker
wczesnego wykrywania tego nowotworu [Maldonado & Hoque, 2010]. Metylacja promotoréw gendéw
p16INK4a, BRCA1, BRCA2, ERa oraz RARB2, APC i RASSF1A zwigzana jest natomiast z wczesnym
stadium raka piersi i sugerowane jest, aby przynajmniej cze$¢ tych genéw byla wigczona do
modelowego zestawu szacujgcego indywidualne ryzyko raka piersi u kobiet predysponowanych

[Dumitrescu, 2012]. Istotng kwestig praktyczng rozpatrywang w kontekScie markeréw wczesnej
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diagnozy Ilub okreslajagcych istnienie predyspozycji do danego typu raka, jest potencjalna
odwracalnos¢ zmian epigenetycznych, poprzez wptyw substancji zawartych w diecie oraz lekow.
Wydaje sie bowiem,ze poprzez zmiane diety mozna zatrzymacé lub odwréci¢ proces nowotworowy. Do
znanych substancji pochodzenia naturalnego modulujgcych epigenom, a zawartych w codziennegj
diecie, nalezg polifenole i flawonoidy zawarte w zielonej herbacie, fitoestrogeny, likopen, oraz zwigzki
zaangazowane w metabolizm grup jednoweglowych, w szczegdlnosci kwas foliowy, ktéry jako donor
grupy metylowej jest bezposrednio zaangazonwany w proces metylacji DNA, oraz cholina i betaina
[Lim & Song, 2012, Paluszczak & Baer-Dubowska, 2014]. W kontekscie markeréw optymalizujgcych
terapie najwieksze znaczenie praktyczne zdaje sie odgrywa¢ metylacja MGMT. Utrata ekspres;ji
MGMT jest czesto obserwowana w wielu typach nowotworéw, co zwykle jest konsekwencjg
wyciszenia transkrypcji indukowanego przez hipermetylacje wyspy CpG promotora genu MGMT.
Glejaki wykazujgce metylacje MGMT sg bardziej wrazliwe na temozolomid, bedacy lekiem alkilujgcym,
co wydtuza przezycie chorych. Konsekwencjg tego sg préby wykorzystania badan metylacji MGMT w
przewidywaniu odpowiedzi pacjenta na leczenie oraz jako czynnika prognostycznego. Pomoche w
ustalaniu strategii terapeutycznej okazato sie réwniez okreslanie metylacji grupy gendw, w tym
p16INK4A oraz CDH13 u pacjentéw z niedrobnokomérkowym rakiem ptuc, w stopniu zaawansowania
I, u ktérych metylacja tych genéw korelowata z wczeéniejszg wznowg i wiekszym ryzykiem $mierci
[Brock et al., 2008]. Z kolei metylacja genéw HLTF oraz HPP1 w surowicy pacjentdow z rakiem
okreznicy jest niezaleznym czynnikiem prognostycznym wskazujgcym na istnienie przerzutéow [Philipp
et al.,, 2012]. W kontekscie markeréw epigenetycznych swiadczgcych o zaawansowanym stadium
raka lub przerzutach, zasadnym wydaje sie rozwazenie wigczenia lekdw wpltywajgcych na epigenom.
Obecnie zaaprobowane przez FDA s3 dwie grupy tego typu lekéw, a mianowicie inhibitory
metylotransferaz DNA oraz inhibitory deacetylaz histonéw. Zastosowanie znalazly one do leczenia
zespotdéw mielodysplastycznych, trwajg natomiast badania kliniczne nad zastosowaniem tych lekow

do leczenia nowotwordéw litych.

Dla praktycznego i wygodnego wykorzystania markeréw metylacji kluczowa jest mozliwosé
pozyskania DNA guza z tkanki obwodowej, jakg jest krew. Krew stanowi bowiem szybkg i
matoinwazyjng alternatywe dla biopsji lub materiatu operacyjnego, co w przypadku trudno dostepnych
guzdéw, takich jak np. guzy mézgu jest niewgtpliwie wielkg zaletg. Istnienie w krgzeniu obwodowym
kwasow nukleinowych pozostajgcych w przestrzeni pozakomaérkowej (ang. extracellular nucleic acid)
zostato po raz pierwszy zaobserwowane w 1947 roku przez zespot Mandel i Métais [Mandel & Métais,
1947]. Trzydziesci lat pézniej wykazano, ze u pacjentdéw cierpigcych na nowotwory wolnokrgzgcego
DNA jest zdecydowanie wiecej, anizeli u pacjentéw chorych na choroby nienowotworowe [Leon et al.,
1977]. Ponadto, po skutecznej terapii przeciwnowotworowej poziom wolnokrgzgcego DNA obnizat sie
[Leon et al., 1977]. Doktadna geneza pojawienia sie wolnokrgzgcego DNA we krwi nie jest jasna,
jednak przewaza poglad, ze pochodzi ono z komérek guza ulegajgcych apoptozie lub nekrozie i jako
forma mocno pofragmentowana przenika do krgzenia ogolnego [Nagarajan & Costello, 2009 a].
Wolnokragzgce DNA pochodzace z guza jest obecne w bardzo matej ilosci we krwi obwodowej, moze
bowiem stanowi¢ mniej niz 0,01% catosci krgzgcych we krwi kwasow nukleinowych (ang. total

circulating nucleic acids) [Chan & Lo, 2007, Diehl et al., 2005, Lavon et al., 2010]. Sugeruje sie, ze
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pewnym ograniczeniem w mozliwosci pozyskania DNA guza z krwi obwodowej pacjentéw cierpigcych
na nowotwory mézgu moze by¢ bariera krew-mdzg, jednak obecnie uwaza sie, ze nie blokuje ona
catkowicie transferu DNA guza do osocza [Nagarajan et al., 2009 a, Weaver et al., 2006]. Obecnie
doniesien literaturowych na temat mozliwosci pozyskania i wykorzystania DNA do badan metylacji z
surowicy lub osocza jest wiele [Lavon et al., 2010, Gautschi et al., 2004, Hoque et al., 2006, Bazan et
al., 2006]. Przyktadowo badania poréwnawcze przeprowadzone na DNA izolowanym z osocza i tkanki
guzéw glejowych wskazywaty na mozliwos¢ wykrycia metylacji p16INK4A, MGMT, p73 oraz RARB w
obu analizowanych przypadkach. Gautschi i wsp. wskazuje natomiast, ze poziom osoczowy
wolnokrgzgcego DNA koreluje ze stopniem zaawansowania niedrobnokomdrkowego raka ptuc
[Gautschi et al., 2004]. Krew mozna pobra¢ juz na najwczesniejszym etapie, u oséb narazonych lub
rodzinnie predysponowanych, lub jako uzupetnienie diagostyki opartej na analizie histopatologicznej u
pacjentow juz zdiagnozowanych. Sama obecno$¢ wolnokrgzgcego DNA moze, lecz nie musi by¢
wyznacznikiem choroby nowotworowej, bowiem jego poziom zwieksza sie réwniez w stanach
zapalnych, toczniu rumieniowatym, zapaleniu watroby lub w cigzy, jednak obecnos¢ metylacji
specyficznych locus moze sugerowacé rozwoj lub predyspozyjcje do okreslonego typu nowotworu
[Skvortsova et al., 2006]. Co wiecej markery w surowicy utrzymujg sie nawet do 12 m-cy po zabiegu
operacyjnym, na co wskazujg badania Lavon’a i wsp. [Lavon et al., 2010]. Pobieranie krwi w
interwatach czasowych w trakcie kursu leczenia moze utatwi¢ monitorowanie terapii, w szczegdlnosci
jesli mowa o terapii epigenetycznej, z uzyciem inhibitorow DNMT lub HDAC, ale réwniez w przypadku
standardowych cytostatykow. Fiegl i wsp. analizujgc metylacje RASSF1A w surowicy kobiet
cierpigcych na raka piersi zaobserwowat, ze wykrycie metylacji tego genu w rok po operacji (z
wdrozonym leczeniem adiuwantowym tamoxyfenem) byto niezaleznym czynnikiem prognostycznym
sugerujgcym gorsze rokowanie i wskazywato na relatywnie zwigkszone ryzyko wznowy [Fiegl et al.,
2005]. Kontrolowanie zmian metylacji DNA w surowicy pozwalato na monitorowanie efektywnosci
terapii adiuwantowej. Utrata metylacji RASSF1A podczas leczenia tamoxyfenem wskazywata na
dobrg odpowiedz pacjentki, natomiast utrzymywanie sie lub nowe pojawienie sie zmetylowanego

statusu metylacji tego genu wskazywato na lekoopornos¢ [Fiegl et al., 2005].

Na dzieh dzisiejszy istnieje jednak rowniez szereg ograniczen rutynowego zastosowania markerow
metylacji, ktére dotyczg przede wszystkim ustalenia doktadnej lokalizacji analizowanej sekwenciji,
wyboru metody i jej walidacji, opracowania jednoznacznego sposobu interpretacji uzyskanych danych
oraz potwierdzenia uzyskanych wynikéw przez wieloosrodkowe zespoty realizujgce program badan
klinicznych. W przypadku zastosowania wolnokrgzgcego DNA do badania markeréw metylacji
istotnym problemem jest dobdr odpowiedniej metody izolacji DNA, ktéra umozliwi izolacje tak matej
frakcji silnie pofragmentowanego DNA guzowego. Brak standardowego protokotu izolacji, ktéry bytby
najbardziej optymalny dla tego typu reakcji sprawia, ze rézni autorzy stosujg rézne metody, co czasem
jest przyczyna niejednoznacznosci w wynikach i wnioskach. W artykule Fong’a i wsp. autor wskazuje
na istotng strate fragmentéw wielkosci 200 - 400 pz w trakcie izolacji metodg kolumienkowsg, z
uzyciem np. ,Puregene DNA purification System Cell and Tissue Kit’, czy ,ZR serum DNA kit’, ale
rébwniez metodg ,Guanidine-resin method” [Fong et al. 2009]. Doniesienia o0 istnieniu, obok

wolnokrazgcego DNA, réwniez frakcji DNA guza zwigzanego z komérkami krwi (ang cell-surface-
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bound cirDNA) wnosi nowe mozliwosci badawcze [Skvortsova et al.,, 2006], ale jednoczesnie

watpliwosé, ktdra z frakcji DNA jest najdogodniejsza do poszukiwania markeréw metylacji.

Duzg uwage przywigzuje sie obecnie rowniez do precyzyjnego wskazania regionu, ktérego metylacja
stanowi potencjalny marker diagnostyczny, terapeutyczny, czy rokowniczy. Chodzi mianowicie o
wskazanie, ktére dinukleotydy CpG w obrebie danej wyspy majg najwiekszy udziat w regulacji
transkrypcji, a co za tym idzie, ktérych wyciszenie w najwiekszym stopniu wplywa¢ bedzie na
wyciszenie ekspresji. Wykazano, ze do wyciszenia transkrypcji nie potrzeba metylacji catej wyspy
CpG, a jedynie kilku-kilkunastu dinukleotydéw. Badanie wysp CpG wielu genéw wykazato, ze rejony
rdzeniowe (ang. core regions), czyli obszary o najwiekszym znaczeniu dla regulacji transkrypciji
obejmujg zazwyczaj sekwencje w okolicy miejsca startu transkrypciji (TSS), ale réwniez mogg by¢
obserwowane powyzej lub ponizej tego miejsca [van Vlodrop et al.,, 2011]. Zjawisko to ilustruje
ponizsza rycina (Ryc.6) Na przyktad rejon rdzeniowy dla genu p16INK4A zostat okre$lony w lokalizacji
-121 do 123 wzgledem TSS (TSS = punkt O), podczas gdy dla genu MLH1 mies$ci sie on w rejonie -
248 do -178 wzgledem TSS [van Vlodrop et al., 2011]. Hipermetylacja poza rejonem rdzeniowym
obserwowana jest w komérkach nowotworowych, ale réwniez w prawidtowych, co zwigzane jest z
procesem starzenia i stanem zapalnym. Sugeruje sie réwniez mozliwos¢ progresji metylacji z
obszaréw bardziej oddalonych do obszaru rdzeniowego, co wptywa na wyciszenie ekspres;ji.
Przyktadowo hipermetylacja RASSF1A w egzonie 1 jest obserwowana w zdrowych komérkach piersi,
natomiast w komoérkach raka piersi, oprécz metylacji egzonu 1 pojawia sie tez metylacja gérnego
rejonu promotorowego (ang. upstream promoter region) [Yan et al., 2003]. Skrajnym przykfadem jest
obserwacja, ze w raku watroby metylacja pojedynczego dinukleotydu CpG wycisza ekspresje genu
TTP (ang. transforming growth factor beta 1) [Sohn et al., 2010]. Ciekawg jest obserwacja metylac;ji
dwoch fragmentéw promotora genu MAL w prébkach guzéw zotgdka. Wykazano, ze metylacja obu
regionéw byta czesta, aczkolwiek tylko metylacja w rejonie najblizszym wzgledem TSS korelowata z
dluzszym czasem przezycia bez objawdéw choroby [Buffart et al., 2008]. Analiza trzech fragmentéw
promotora genu GREM1 wykazata natomiast, ze metylacja tylko jednego z nich jest wyznacznikiem
ztego rokowania [van Vlodrop et al., 2010]. Precyzyjne wskazanie krytycznych rejonéw hipermetylacji
jest zatem kluczowe dla poszukiwania nowych markeréw metylacji oraz wprowadzenia tych juz
odkrytych do rutynowej praktyki klinicznej. | chociaz nie zawsze Kklinicznie istotna metylacja
specyficznego locus jest powigzana z wyciszeniem ekspresji, to jednak sugeruje sie, ze najlepiej
zwalidowane markery metylacji to te, ktérych metylacja warunkuje epigenetyczne wyciszenie [van
Vlodrop et al., 2011].
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Ryc. 6 Lokalizacja istotnych biologicznie miejsc metylacji w wyspach CpG réznych genéw [van Vlodrop et al., 2011].
Wskazany obszar obejmuje -1000 do + 1000 pz wzgledem TSS, ktére wskazane jest czerwong kreska, wyspa CpG zas
zaznaczona jest na niebiesko. Pionowe kreski oznaczajg poszczegodine dinukleotydy CpG. Szare prostokaty obejmujg obszary,

ktorych metylacja jest krytyczna dla ekspresji genu, lub prognozowania przebiegu choroby.

5.2 Charakterystyka genéw mogacych petnié¢ funkcje nowych markeréw epigenetycznych w
guzach OUN

W niniejszej pracy wybrano do oceny metylacji 13 gendw, mogacych potencjalnie petni¢ z powodu
swojej budowy i funkcji, role nowych markeréw epigenetycznych. Jako kryterium ich selekcji przyjeto
fakt, ze ich ekspresja jest regulowana epigenetycznie na drodze metylacji promotora i ze mogg one
petni¢ istotng, z punktu widzenia kancerogenezy i ewentualnego leczenia przeciwnowotworowego,
funkcje. Ponizszy rozdziat przedstawia zatem opis doniesien literaturowych na temat organizaciji locus,
w ktérym zlokalizowane sg badane geny, ze szczegdélnym uwzglednieniem danych dotyczacych
budowy promotora, oraz mechanizmoéw regulujgcych ich ekspresje. Rozdziat prezentuje rowniez
funkcje biatkowych produktéw tych gendw, szczegdlnie aktywnosci, ktére dotyczg OUN oraz

potencjalnie ingerujg w mechanizmy dziatania lekéw cytostatycznych.
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5.2.1 Geny naprawy DNA: MGMT, ERCC1, hMLH1, ATM

Gen MGMT sktada sie ze 170 kpz i zlokalizowany jest na dtugim ramieniu chromosomu 10 (10g26).
Zawiera 26 egzondw, z czego pierwszy nie ulega translacji. W promotorze zlokalizowana jest wyspa
CpG, zawierajgca 97 dinukleotydéw CpG, z czego wiekszos¢ zlokalizowana jest ~300 nt w kierunku 5’
wzgledem miejsca startu transkrypcji i w obrebie pierwszego egzonu [Silber et al., 2012]. W sekwencji
promotora znajdujg sie miejsca wigzania czynnika Sp1, ktéry zawiaduje transkrypcjg genu w
odpowiedzi na uszkodzenie DNA wykryte przez p53 [Silber et al., 2012]. Promotor zawiera réwniez
miejsca wigzania czynnikow transkrypcyjnych Jun, oraz Fos, jak réwniez miejsca odpowiedzi na
glukokortykosteroidy [Silber et al., 2012]. Tak wiec ekspresja MGMT jest regulowana zaréwno przez
status metylacji promotora genu, jak i przez czynniki transkrypcyjne aktywujgce ekspresje w

odpowiedzi na substancje alkilujgce, promieniowanie X oraz terapie glikokortykosteroidami.

Do tej pory nie zostato w petni wyjasnione, czy region wyspy CpG genu MGMT zwyczajowo
analizowany przez wigkszo$¢ badaczy jest regionem krytycznym w kontroli transkrypcji tego genu.
Cennych informacji na ten temat dostarczajg badania Mulholland i wsp., ktérzy przeanalizowali
poziom metylacji kazdego dinukleotydu CpG w obrebie catej wyspy CpG genu MGMT, co w znaczacy
sposéb przyczynito sie do poznania roli i znaczenia metylacji poszczegélnych CpG tego genu w
kontroli transkrypcji. Uzyto do tego celu metody pirosekwencjonowania, po uprzedniej reakcji z
wodorosiarczanem |V sodu, i poréwnano te poziomy z poziomami mRNA odzwierciedlajgcymi
ekspresje MGMT w liniach komérkowych glejaka, ksenograftach i tkankach zdrowego mézgu. Wykryto
dwa rejony krytyczne dla regulacji ekspresji, nazwane DMR1 i DMR2 (odpowiednio ang. Differentially
methylated region 1 i 2). Region DMR2 obejmuje obszar najczesciej analizowany przez poprzednich
badaczy. Dowiedziono réwniez, ze metylacji DMR2 zawsze towarzyszyta metylacja rejonu DMRL1.
Kolejne badanie z uzyciem genu reporterowego Ilucyferazy pozwolito na wytonienie Kkilku
dinukleotydéw CpG w obrebie rejonu DMR2, ktére odgrywajg kluczowg role w kontroli transkrypcji
MGMT, w wyniku czego uznano, ze DMR2 jest optymalnym rejonem do badania metylacji tego genu.
Warta uwagi jest takze obserwacja duzej heterogennosci metylacji w obrebie poszczegdinych
dinukleotydow CpG, co sprawia, ze dopiero badanie serii CpG, a nie pojedynczych dinukleotydow
daje wiarygodng informacje o wyciszeniu transkrypcji i wrazliwosci na czynniki alkilujgce [Malley et al.,
2011].
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Ryc. 7 Zaleznos¢ pomiedzy czestoscia metylacji dinukleotydéw CpG w regionie promotrowym MGMT, a jego ekspresja
[Malley et al., 2011]. DMR1, DMR2 (ang. differentially methylated regions 1 and 2); Gérny wykres — procentowy poziom
metylacji dinukleotydéw CpG okreslonych numerycznie w odniesieniu do ich odlegto$ci od TSS (miejsce startu transkrypcii,
pozycja 0); Dolny wykres — zalezno$¢ pomiedzy dinukleotydami CpG zmetylowanymi i niezmetylowanymi w kontekscie wptywu
na ekspresje MGMT. Im wieksze, wynikajgce z uzycia testow statystycznych, réznice wychylen linii czarnej od szarej, tym

wigksza korelacja miedzy metylacjg, a zmniejszeniem ekspres;ji.

MGMT jest naprawczym biatkiem jgdrowym ulegajgcym ekspresji we wszystkich tkankach, w
odpowiedzi na uszkadzajgce dziatanie czynnikoéw alkilujgcych, zawartych w kancerogenach
srodowiskowych, dymie tytoniowym, czy wykorzystywanych jako leki przeciwnowotworowe. Efektem
dziatania tych czynnikéw jest powstanie Oe-alkiloguaniny - adduktu DNA prowadzgcego do
powstawania podwadjnych peknie¢ nici DNA oraz btednego parowania guaniny z tyming podczas
replikacji [Thon et al., 2013]. MGMT usuwa addukty alkilowe w jednoetapowej reakcji przeniesienia
grupy alkilowej z OG-guaniny na cysteine stanowigcg czes¢ centrum aktywnego enzymu. Reakcja ta
jednoczesnie inaktywuje enzym, ktéry po ubikwitynacji, degradowany jest w proteasomie. Jedno
biatko MGMT moze zatem naprawié tylko jeden addukt alkilowy, dlatego tez wydajno$é naprawy O°-
alkiloguaniny zalezy od aktualnej ilosci i wydajnosci produkcji czynnego enzymu MGMT. 0°-
alkiloguanina jest zmiang potencjalnie mutagenng, prowadzaca do powstania mutacji punktowych, jak
réwniez duzych ubytkdbw chromosomalnych, moze w zwigzku z tym przyczyniac sie do inicjacji zmian

nowotworowych. MGMT chroni zatem przed kancerogenezg indukowang przez czynniki alkilujgce.
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Doswiadczenia na gryzoniach wskazujg, ze 0°-meG i Oe—etyloG ma szczegolnie znaczenie jako
neurokancerogen, a powigzanie miedzy ekspozycja na czynniki wywotujgce ich tworzenie, a
pierwotnymi guzami moézgu u ludzi, w tym glejakami jest opisane w literaturze [Silber et al., 2012].
MGMT dziata zatem jako supresor nowotworowy w OUN. Drugim istotnym aspektem wynikajgcym z
funkcji MGMT jest jego rola w odpowiedzi pacjentdw na leczenie lekami alkilujgcymi takimi jak
temozolomid (TZM), prokarbazyna (PCB), karmustyna (BCNU), czy lomustyna (CCNU). Metylacja
MGMT jest uznawana za zmiane molekularng o najwiekszym znaczeniu klinicznym w konteks$cie

guzow glejowych.
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Ryc. 8 Reakcja przeniesienia grupy metylowej z pozycji O° guaniny do aktywnej cysteiny biatka MGMT [Hegi et al.,
2008].

Gen ERCCL1 (ang. excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation
group 1 (includes overlapping antisense sequence)) zlokalizowany jest na chromosomie 19q13.32.
Biatko ERCCL1 jest elementem naprawy DNA na drodze wyciecia nukleotydu (NER, ang., nucleotide
excision repair), uruchamianym w odpowiedzi na uszkodzenia DNA powstate pod wptywem czynnikow
chemicznych, w tym lekéw np. cisplatyny, oraz fizycznych, w tym promieniowania UV oraz
jonizujgcego. System NER jest ATP-zaleznym kilkuetapowym procesem naprawy DNA, w ktérym
wspotdziata 11 czynnikdw tworzonych przez 30 biatek [Croteau et al., 2008]. Dwie $ciezki NER, a
mianowicie TCR (ang transcription-coupled repair) oraz GGR (ang.global genome repair) zapewniajg
ochrone sekwencji kodujgcych jak i pozostatych fragmentéw genomu. Biatko ERCC1 tworzgc
heterodimer z endonukleazg XPF (znang rowniez ERCC4) katalizuje naciecie nici DNA celem
usuniecia btednej sekwencji. Ta heterodimeryczna endonukleaza bierze réwniez udziat w naprawie
rekombinacyjnej DNA oraz w naprawie potgczen miedzy nicmi DNA (ang. interstrand crosslink, ICL)
jak réwniez ich peknie¢ (ang. double strand breaks. DSB) [McNeil & Melton, 2012]. Mutacje w tym
genie prowadzg do zespotu COFS (zespdt modzgowo-oczno-twarzowo-szkieletowy). Wyciszenie
ERCC1 uwrazliwia komoérki nowotworowe na radioterapie oraz leczenie cisplatyng [Chen et al., 2010,
Liu ZG et al., 2009].
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Uszkodzenie DNA

Rozpoznanie uszkodzenia

' Rekrutacja czynnika
transkrypcyjnego TFIIH oraz
rozplecenie helisy

Rekrutacja endonukleazy ERCC1
Naciecie DNA w dwoch miejscach

Wyciecie btednej sekwencji,
odbudowa nici oraz ligacja

Ryc. 9 Mechanizm naprawy przez wyciecie nukloetydu (NER). Croteau et al. 2008, zmodyfikowany. Za rozpoznanie
uszkodzonego miejsca odpowiedzialny jest kompleks XPC-HR23B-centrin, oraz w niektorych przypadkach rowniez XPE. TFIIH
rozwija helise i umozliwia rozpoznanie uszkodzonego miejsca. Dwa komponenty TFIIH, a mianowicie XPB oraz XPD odgrywajg
zasadniczg role w udostgpnieniu uszkodzonego miejsca dla kompleksu naprawczego. XPA i RPA s3 nastepnie rekrutowane do
tego miejsca miejsca, a nukleaza XPG, odpowiedzialna za naciecie 4-8 nukleotydéw w kierunku 3’ pojawia sie w wyniku
interakcji TFIIH i XPA. Jako ostatni pojawia sig¢ heterodimer nukleaz ERCC1-XPF, ktéry wigze sig¢ do powstatego kompleksu w
wyniku interakcji z XPA, RPA i XPB. Wycinajgc ok. 20 nt fragment daje mozliwo$¢ syntezy brakujgcej sekwencji przez pol &/¢,
pol k, RFC, PCNA, RPA, oraz jego ligacji z DNA przy udziale ligazy DNA | i Il.

hMLH1 jest ludzkim homologiem genu MutL u E.coli, zlokalizowanym na chromosomie 3p21.3,
zaangazowanym w naprawe btednie sparowanych zasad (MMR, ang. mismatch repair). Ten rodzaj
naprawy odgrywa najwiekszg role w usuwaniu btedéw powstatych w trakcie replikacji. Oprocz tego
MMR odgrywa role w odpowiedzi na modyfikacje DNA powstate pod wptywem substancji takich jak

czynniki alkilujgce, utleniajgce, cis i karboplatyne, oraz 5-fluorouracyl [Martin et al., 2010].
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Mutacje w tym genie prowadzg do dziedzicznego, niezwigzanego z polipowatoscig raka jelita grubego.
Predysponujg réwniez do innych nowotworéw. Mutacje lub wyciszenie hMLH1 skutkujg czesto
niestabilnoscig mikrosateliarng z uwagi na czeste btedy pojawiajgce sie w trakcie replikacji sekwencji

mikrosatelitarnych.

A
| MLH1 | PMS2/1
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A
c Ll
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MSH2 | MSHSE MSH2 | MSH3

™
T

Maty IDL (1-2 nukleotydy) Duzy IDL

© 2010 American Association for Cancer Research
CCR Molecular Pathways AR

Ryc. 10 Rodzaje uszkodzen rozpoznawanych przez system MMR, w tym biatko hMLH1 [Martin et al., 2010,
zmodyfikowane]. A i B Heterodimer MSH2/MSH6 rozpoznaje pare btednie sparowanych zasad oraz matg - jedno-
dwunukleotydowg petle IDL (ang. insertion/deletion loop). C Heterodimer MSH2/MSH3 rozpoznaje zaréwno mata, jak i duzg
(ok. dziesiecionukleotydows) petle IDL. MLH1 bierze udziat we wszystkich trzech rodzajach naprawy, tworzac heterodimer z
biatkiem PMS.

Gen ATM zlokalizowany jest na chromosomie 11g22-g23. Na gen ten skiada sie 66 egzondéw
zlokalizowanych w obszarze ok. 150 kpz [Platzer et al., 1997]. Analiza sekwencji promotorowej jak
réwniez mapowanie cDNA do locus ATM ujawnito istnienie drugiego genu, a mianowicie E14/NPAT
(ang. nuclear protein mapped to the AT-locus), 0,5 kpz powyzej ATM [Platzer et al., 1997].
Transkrypcja genu E14/NPAT zachodzi w przeciwnym kierunku anizeli ATM, prowadzgc ostatecznie
do powstania biatka ztozonego z 1421 aminokwasach [Platzer et al., 1997]. Ekspresja zarowno ATM
jak i E14/NPAT regulowana jest przy udziale wspdlnego promotora, majgcego dtugos¢ 520 pz, i
mogacego ulegaé¢ odczytowi w dwdch przeciwnych kierunkach (ang. bi-directional promoter) [Platzer

et al., 1997, Kim et al., 2002]. Potencjalnie jeden dodatkowy promotor zlokalizowany jest w obrebie
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intronu 3 genu ATM, tuz przed pierwszym egzonem kodujgcym. Razem z miejscami niepodlegajgcymi
translacji ( 5 i 3’ UTR) elementy struktury genu wskazujg na skomplikowane mechanizmy regulaciji
ekspresji ATM.

ATM, to kluczowe dla naprawy DNA biatko o funkcji kinazy serynowo-treoninowej. Poprzez
fosforylacje odpowiednich biatek docelowych bierze udziat w naprawie podwaéjnych peknie¢ DNA (ang.
DSB - double strand breaks). Oprocz tego wykazuje dziatanie proapoptotyczne oraz bierze udziat w
Sciezkach sygnatowych warunkujgcych homeostaze komodrkowg. U ludzi mutacje w genie ATM
skutkujg zespotem ataksja-teleangiektazja (zespdt AT), bedacym chorobg genetyczng
charakteryzujgcg sie m.in. ataksjg moézdzkowg, niedoborem immunologicznym oraz teleangiektazjami
w obrebie skory i gatki ocznej [Kim et al., 2002]. Charakterystyczne jest rowniez znaczne zwiekszenie
ryzyka zachorowania na nowotwory, tj. 70. krotnie wieksze ryzyko biataczki oraz 250. krotnie wieksze
ryzyko zachorowania na chtoniaka, w poréwnaniu do oséb zdrowych, wykazujgcych funkcjonalne ATM
[Kim et al., 2002]. W zespole AT ataksji mézdzkowej towarzyszy neurodegeneracja pozostatych
obszaréw mozgu, co sugeruje neuroprotekcyjng role prawidtowo funkcjonujgcego ATM. W odpowiedzi
na uszkodzenie DNA, ATM jest rekrutowane do miejsca pekniecia, gdzie formowany jest kompleks
MRE11-RAD50-NBS1 inicjujgcy naprawe, a samo ATM ulega acetylacji przy udziale
acetylotransferazy Tip60 [Xu et al., 2012, van Gent, 2001]. Epigenetyczna regulacja struktury
chromatyny w miejscu pekniecia DNA ma znaczenie dla funkcjonowania ATM, z uwagi na to, ze
acetylotransferaza Tip60 aktywowana jest poprzez interakcje z lizyng 9 histonu H3, w wariancie z
potréjng metylacjg (H3K9me3) [Xu et al., 2012]. Owa acetylacja domeny regulacyjnej jest kluczowa
dla funkcji ATM, a mianowicie fosforylacji docelowych biatek, w tym m.in. biatek supresorowych p53,
BRCAT1, kinazy CHK2, regulatorow cyklu komérkowego RAD17, RAD9, czy biatka naprawczego NBS1
[Kastan & Lim, 2000, Marinoglou, 2012, Xu et al., 2012,www?2]. ATM odgrywa roéwniez role w
homeostazie OUN poprzez regulacje struktury chromatyny [Kim et al., 1999, Marinoglou, 2012], oraz
recykling pecherzykdéw synaptycznych [Li et al., 2009, Marinoglou, 2012, Herrup, 2013]. Neurony
Atm—/— wykazujg znacznie mniejszy spontaniczny wyrzut pecherzykdw synaptycznych, co moze byc¢
uzasadnione koniecznoscig uformowania kompleksu synapsyny | z ATR (kinaza ,siostrzana” ATM),
oraz synaptobrewing (VAMP2), po fosforylacji tej pierwszej przez ATM [Li et al., 2009, Herrup, 2013].
Dodatkowo rowniez ATM zaangazowane jest w podtrzymanie kodu histonowego w genomach
neuronow, zapobiegajgc globalnej deacetylacji histonéw poprzez wptyw na cytoplazmatyczng
lokalizacje HDAC4, co zapewnia neuronom przezycie i prawidtowe funkcjonowanie [Herrup, 2013].
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Ryc.11 Funkcje ATM, w tym udzial w $ciezce naprawy peknig¢ podwdjnej nici DNA, jak réowniez w regulacji cyklu

komoérkowego oraz apoptozy [van Gent et al., 2001].

5.2.2 Geny kontrolujace cykl komérkowy: Locus INK4B-ARF-INK4A (p15INK4B, pl4ARF,
p16INK4A), RASSF1A

Locus INK4B-ARF-INK4A obejmuje ok. 35 kb na chromosomie 9p21 i koduje geny pl5INK4B
(réwniez nazywane CDKN2B), p14ARF oraz pl6INK4A (dwa ostatnie wspdlnie okreslane réwniez
jako CDKN2A) [Gil & Peters, 2006]. O ile p15INK4B kodowany jest niejako oddzielnie, o tyle p14ARF
oraz p16INK4A posiadajg wspolny drugi i trzeci egzon. Regulacja transkrypcji p14ARF oraz p16INK4A

odbywa sie jednakze z udziatem dwéch oddzielnych promotorow.

ANRIL INK4b ARF INK4a

ANRIL p15INKab p14ARF p16/NKda

Ryc.12 Organizacja locus INK4B-ARF-INK4A i powigzane z chorobami polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw (SNP).
Strzatki ,D” wskazujg SNP-y powigzane z cukrzyca typu 2, ,H” z chorobami uktadu sercowo-naczyniowego. Egzony kodujgce
zaznaczone sg na kolorowo, niekodujgce na szaro (jasnoszaro — sekwencja ANRIL, ciemnoszaro - pozostate geny w tym
locus). [Popov & Gil, 2010].

Locus INK4B-ARF-INK4A koduje dwa inhibitory kinaz cyklinozaleznych, p15INK4B i p16INK4A, oraz
regulator sciezki p53, p14ARF [Popov & Gil, 2010]. Dodatkowym produktem transkrypcji tego locus
jest réwniez niekodujgce RNA - ANRIL. p14ARF, p15INK4B i p16INK4A sg genami supresorowymi, 0
dobrze poznanej roli w regulacji cyklu komoérkowego, ktérych nieprawidtowa ekspresja czesto

obserwowana jest w nowotworach u ludzi [Herman et al., 1996 b]. Delecje lub mutacje locus INK4B-
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ARF-INK4A na chromosomie 9p21 nalezg do najczestszych zmian obserwowanych w nowotworach,
wigczajgc w to glejaki [Jen et al., 1994, Schmidt et al., 1994, Simon et al.,1999, Rasheed et al., 2002].
Locus INK4A koduje produkty dwéch gendw zaangazowanych w regulacje cyklu komoérkowego
poprzez inhibicje zaleznej od CDK4 fosforylacji biatka pRB (p16INK4A) i wigzanie MDM2 do p53
prowadzgce do jego destabilizacji (p14ARF). Produkty gendéw supresorowych p16INK4A i p15INK4B
sg zdolne do wigzania sie do kinaz biatkowych CDK4 i CDK®6, co uniemozliwia wigzanie sie tych kinaz
do cyklin typu D, ktére to kompleksy sg odpowiedzialne za fosforylowanie biatka pRB umozliwiajgce
przejscie z fazy G1 cyklu komérkowego do fazy S. Forforylacja pRB jest uwazana za krytyczny etap w
przejsciu punktu kontrolnego G1/S. Zwigzanie si¢ inhibitoréw INK4 do CDK4/6 hamuje aktywnos¢ tych

kinaz i tym samym zatrzymuje cykl komoérkowy w fazie G1 [Gil & Peters, 2006].

Zahamowanie ekspresji locus INK4B-ARF-INK4A odbywa sie przy udziale komplekséow Polycomb
(ang. PRCs - Polycomb repressive complexes), co zniesione moze by¢ poprzez udziat biatkowych
kompleksoéw aktywatorowych z rodziny Trithorax, np. kompleks remodelujgcy chromatyne SWI/SNF .
Innymi epigenetycznymi czynnikami modyfikujgcymi to locus sg demetylazy histonow JMJD3 i
JHDM1B, oraz metylotransferazy DNA. Niekodujgce RNA o nazwie ANRIL (réowniez znane jako
CDKN2B antisense lub CDKN2BAS) najprawdopodobniej odgrywa rowniez funkcje regulacyjng

[Popov & Gil, 2010]. Szczegdty tych zaleznosci przedstawia ponizsza rycina.
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Ryc.13 Regulacja epigenetyczna locus INK4B-ARF-INK4A. W zdrowych komodrkach zachodzi przy udziale kompleksow

i
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remodelujgcych chromatyne z rodziny Polycomb (PRCs), o dziataniu wyciszajacym, oraz biatek Thrithorax, w tym SWI/SNF5,
ktore przeciwdziatajg represji. W komorce nowotworowej dochodzi do czgstej metylacji promotorow INK4A i INK4B. Demetylaza
histonéw Jhdm1b reguluje ekspresjg p15INK4B, natomiast JMJD3 znosi wyciszajgcy efekt trimetylacji lizyny 27 histonu H3
(H3K27me3) oraz komplekséw Polycomb. Fosforylacja Bmi1 z udziatek kinazy MAPKAP skutkuje oddzieleniem kompleksu
Polycomb PRC1 z rejonu chromatyny. Najprawdopodobniej réwniez niekodujgce RNA, takie jak ANRIL regulujg epigenetycznie

to locus. Linie czarne pokazujg zaleznos$¢, czerwone — inhibicje, zielone — aktywacje [Popov & Gil, 2010].
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Gen RASSF1, zlokalizowany na krotkim ramieniu chromosomu 3 (3p.21.3) sktada sie z o$miu
egzondéw (1a, 1B, 2aB, 2y, 3, 4, 5 i 6) [Richter et al., 2009]. Wyréznia sie siedem réznych izoform
RASSF1 (RASSF1A do RASSF1G), ktérych powstanie warunkowane jest uzyciem jednego z dwéch
promotoréw, lezgcych w odlegtosci 3,5 kpz, oraz alternatywnego splicingu [Richter et al., 2009].
Najwieksze biologiczne znaczenie przypisuje sie dwém izoformom, mianowicie RASSF1A oraz
RASSF1C [Richter et al., 2009]. Izoforma A transkrybowana jest przy uzyciu gérnego promotora (A),
podczas gdy izoforma C dolnego promotora (C) [Richter et al., 2009]. Oba promotory lezg w obrebie
wysp CpG, z czego tylko ta lezgca w rejonie gérnego promotora jest czesto zmetylowana w raku
[Dammann et al.,, 2000, Dammann et al., 2005]. Obie izoformy RASSF1A i RASSF1C ulegajg
ekspresji w zdrowych tkankach, natomiast w tkankach nowotworowych i liniach komodrek
nowotworowych ekspresja jest czesto ograniczona na skutek metylacji promotora [Agathanggelou et
al., 2005, Dammann et al., 2005]. Poszukiwanie mutacji w egzonach RASSF1A w réznych typach
nowotworéw wykazato istnienie tylko nielicznych zmian, z czego wiekszo$¢ stanowity polimorfizmy

[Dammann et al., 2003].

RASSF1 locus
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Ryc.14 Struktura locus RASSF1 na chromosomie 3p21.3. Biate prostokgty symbolizujg egzony, natomiast czarna linia
introny. Warianty RASSF1A, RASSF1B i RASSF1C powstajg przy uzyciu dwdch réznych promotoréw (wskazane strzatkami).
Warianty RASSF1D, E, F, G sg produktami alternatywnego splicingu RASSF1A. Dwie wyspy CpG zwigzane z promotorem
RASSF1: wyspa A (737 pz, 85 CpG) obejmuje rejon promotorowy RASSF1A, D, E, F i G, natomiast wyspa C (1365 pz, 139
CpG) obejmuje region regulatorowy RASSF1B oraz RASSF1C [Malpeli et al., 2011].

Udziat RASSF1A w regulacji cyklu komodrkowego polega na hamowaniu akumulacji cykliny D1
[Shivakumar et al., 2002] co prowadzi do zahamowania cyklu w fazie G1. Najnowsze badania
wskazujg, ze SKP2, kluczowy regulator wejscia w faze S, bedacy onkogenng podjednostkg
kompleksu ligazy ubikwityny, powoduje degradacje RASSF1A w punkcie restrykcyjnym G1/S cyklu
komérkowego [Song et al., 2008]. RASSF1A wykazuje tez interakcje z CDC20 podczas wczesnej
prometafazy, co dziata hamujgco na tworzenie kompleksu ligazy ubikwityny APC/C-CDC20 ( ang.
anaphase-promoting complex/cyclosom-cell division cycle 20 homolog) [Song et al., 2004a, Song et
al., 2004b]. Zahamowanie tworzenia tego kompleksu uniemozliwia degradacje cyklin A i B, oraz
degradacje inhibitora separazy, co pozwala na rozdzielenie chromatyd siostrzanych w trakcie anafazy.
Zaobserwowano rowniez interakcje pomiedzy RASSF1A, a siecig mikrotubul wrzeciona

kariokinetycznego [Liu et al., 2003, Song et al., 2004b]. RASSF1A dziata stabilizujgco na mikrotubule
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regulujgc w ten sposéb progresje mitozy [Rong et al., 2004, Liu et al., 2003, Vos et al., 2004, Dallol et
al., 2004]. Nadekspresja RASSF1A prowadzi do zahamowania cyklu komoérkowego na etapie
metafazy [Liu et al., 2003], fazy G1 [Agathanggelou et al., 2003], G1 i G2/M [Rong et al., 2004] i
prometafazy [Song et al., 2004b]. RASSF1A oddziatywuje takze z MAP1B (ang. microtubule-
asssociated protein 1B), biatkiem cytoszkieletu zwigzanym ze wzrostem neurondéw i komorek

glejowych [Riederer et al., 2007].

RASSF1A posiada domene wigzacg Ras, co potencjalnie wskazuje na mozliwos¢ interakcji z tg
onkoproteing. Wykazano jednak, ze o ile RASSF1A jest zdolny do tworzenia z RASSF5
heterodimeréw wigzacych sie do GTPaz typu Ras (ang. Ras-like GTPases), to samodzielnie wigzanie
RASSF1A do RAS jest stabe [Ortiz-Vega et al., 2002]. Potwierdzajg to badania wskazujace, ze
RASSF1 wykazuje niskie powinowactwo do GTPaz typu Ras, co nie wyklucza mozliwosci interakgciji
niebezposrednich [Avruch et al., 2006]. Przyktadowo kompleks RASSF1A-MST wigze sie do biatka
cytoszkieletu CNK1, dzieki czemu kompleks ten uczestniczy w kaskadzie proapoptotycznej
inicjowanej przez aktywne RAS. [Rabizadeh et al., 2004]. Udziat w regulowaniu apoptozy przez
RASSF1A jest rowniez szeroko opisywany w literaturze. Sugeruje sie, ze RASSF1A przyczynia sie do
zmian konformacyjnych proapoptotycznego biatka BAX indukujgcego szlak wewnagtrzpochodny
apoptozy [Baksh et al., 2005]. RASSF1A bierze réwniez udziat w apoptozie inicjowanej pobudzeniem
receptorow $smierci [Foley et al., 2008]. Po stymulacji TNFa i zwigzaniu MOAP-1 do receptora TNF-R,
RASSF1A przytgcza sie do kompleksu tego receptora z czynnikami [Foley et al., 2008]. Wykazano, ze
komorki raka piersi niewykazujgce endogennego RASSF1A, ktéorym przywrocono ekspresje tego

supresora, ulegaty apoptozie indukowanej pobudzeniem receptoréw $mierci [Baksh et al., 2005].

5.2.3 Czynniki transkrypcyjne: RUNX3, GATAG6

Gen RUNX3 (ang. runt-related transcription factor 3) po raz pierwszy zidentyfikowany zostat w roku
1994 przez zespodt Levanon i wsp. [Levanon et al., 1994]. Gen ten zlokalizowany jest na chromosomie

1p36. Liczy ok. 67 kb i zawiera dwa promotory: P1 oraz P2, jak réwniez 6 egzondw [Yu et al., 2012].

Rodzine biatek RUNX tworzg RUNX1, RUNX2, oraz RUNX3 [Lee, 2011]. Biatka te spetniajg role
czynnikow transkrypcyjnych uczestniczac w takich procesach jak hematopoeza, neurogeneza oraz
osteogeneza [Lee, 2011]. W os$rodkowym uktadzie nerwowym RUNX3 funkcjonuje jako czynnik
transkrypcyjny biorgcy udziat w neurogenezie; istotna jest réwniez jego rola w funkcjonowaniu uktadu
odpornosciowego, a w szczegdlnosci w tymopoezie oraz dojrzewaniu komérek dendrytycznych [Lee,
2011]. Zdolnosci katalityczne wszystkich trzech izoform ujawniajg sie poprzez heterodimeryzacje z
(CBF)-B (ang. core-binding factor B) [lto, 2004]. Heterodimer RUNX3 wigze sie do motywu 5'-
PYGPYGGT-3' obecnego w wielu sekwencjach promotorowych i wzmacniajgcych, co moze

wzmacniaé, lub hamowac transkrypcje [www3].
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Istniejg doniesienia, ze RUNX3 moze spetnia¢ role supresora nowotworowego w nowotworze zotadka,
trzustki, przewodow zétciowych, pecherza moczowego, okreznicy, ptuc, watroby, piersi, prostaty oraz
w raku kolczystokomérkowym skory [Lee, 2011, Chuang & Ito, 2010], w szczegdlnosci poprzez swojg
role w szlaku sygnatowym TGFp (transformujacy czynnik wzrostu ). Z drugiej jednak strony RUNX3
moze spetnia¢ funkcje onkogenu, jesli ulega nadekspresji. W nowotworach gtowy i szyi nadekspresja
RUNXS3 prowadzi do zahamowania apoptozy [Kudo et al., 2011]. Sugeruje sie, ze w przypadku raka
zotadka hipermetylacja RUNX3 moze by¢ efektem stresu oksydacyjnego towarzyszgcego infekc;ji

Helicobacter pylori [Katayama et al., 2009].
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Ryc. 15 Schemat ilustrujagcy powigzanie komplekséw RUNX-CBF z mechanizmami mogacymi mie¢ wptyw in indukcje
kancerogenezy [Blyth et al., 2005]. Bloki szare — znane podzbiory genéw docelowych dla RUNX, wybrane pod wzledem ich
powigzania z kancerogenezg; blok czerwony — aktywno$¢ RUNX promujgca proliferacje komérek; blok fioletowy — aktywnos$¢
RUNX hamujaca proliferacje; BMP — ang. bone morphogenic protein; C/EBPd — ang. CCAAT/enhancer binding protein-o; FGF
— ang. fibroblast growth factor; GM-CSF — ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; IgA1 — ang. immuniglobulin
A1l; IL-3 — interleukina 3; M-CSFR — ang. macrophage colony-stimulating factor; MPO — mieloperoksydaza; PI3K — kinaza 3-
fosfatydyloinozytolowa; PKC - biatkowa kinaza C; TCRa — ang. T-cell receptor-a; TGFBR1 — typ | receptora TGF.

Gen GATAG o lokalizacji 18q11.1-q11.2, nalezy do rodziny genéw GATA kodujgcych szes¢ czynnikdw
transkrypcyjnych, a jego produkt cechuje wielkos¢ 45 kDa [Morrisey et al., 1997]. Wszystkie te
czynniki zawierajg wysoce konserwatywng domene skladajgcg sie z motywow dwdch palcow
cynkowych i wigzacg zgodng z nig sekwencje DNA (A/T)GATA(A/G). Dzigki obecnosci tej domeny,
oraz mozliwosci interakcji z innymi regulatorami transkrypcji zawiaduje on ekspresjg genéw w trakcie
réznicowania komaérek i organogenezy kregowcow. Ulega ekspresji podczas wczesnej embriogenezy
odgrywajac role w rozwoju narzgdéw powstatych z endo- i mezodermy takich jak jelita, ptuca, czy
serce. W embriogenezie razem z biatkiem Nanog odpowiada za formowanie w jamie blastocysty
komorek epiblastu i endodermy oraz warunkuje ich wtasciwe — warstwowe — utozenie [Oron &
Ivanova, 2012]. Mutacje w tym genie zwigzane sg z licznymi wadami wrodzonymi, a knock-out GATA6
u myszy na etapie zarodkowym jest letalny [Maeda et al., 2005]. U myszy w 11. i 15. dniu wzrostu

embrionu obserwuje sie wptyw GATA6 na rozwdj moézgu, a u dojrzatych osobnikéw ekspresje w
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komérkach nabtonka splotu naczynibwkowego i $rodbtonka, neuronach oraz astrocytach
[Kamnasaran & Guha, 2005].Transkrypcja GATA6 u ludzi zachodzi w komérkach serca, przewodu
pokarmowego oraz ptuc u zarodka, jak réwniez w sercu, ptucach, watrobie, nerkach, trzustce,
jajnikach oraz jelicie cienkim u os6b dorostych [Suzuki et al., 1996, Maeda et al., 2005]. GATA6
zostalo réowniez wykryte w osrodkowym uktadzie nerwowym u ludzi [Kamnasaran & Guha, 2005,
Maeda et al., 2005].

1 443
GATA-6 Zn| |Zn nlsl

Ryc. 16 Domeny strukturalne GATA6. Zn — palec cynkowy; nls — ang. C-terminal nuclear localization sequence, sekwencja

ktora razem z motywami palcéw cynkowych warunkuje wigzanie DNA i interakcje biatko-biatko [Molkentin, 2000].

Differential
adhesion

Ryc. 17. ,,Segregacja” komérek epiblastu i endodermy w jamie blastocysty w czasie embriogenezy [Oron & Ivanova,
2012]. Kolorem czerwonym zaznaczono komérki wykazujgce ekspresje biatka GATA-6, formujgce endoderme; zielonym -
komorki wykazujgce ekspresje biatka Nanog, formujgce epiblast; Kazda z grup komoérek dzieki produkciji odpowiednich biatek
posiada odmienne wtasciwosci adhezyjne, ktére warunkujg tgczenie sie jednego typu w wieksze skupiska. Wypadkowg tych

zalezno$ci jest prawidtowa ,segregacja” komérek.

5.2.4 Geny NDRG2, PTEN, RARS

NDRG2

Do rodziny NDRG nalezg cztery biatka, a mianowicie NDRG1, NDRG2, NDRG3 oraz NDRG4.
Badania filogenetyczne klasyfikujig NDRG1 i NDRG3 do jednej podgrupy, natomiast NDRG2 i NDRG4
do drugiej. Gen NDRG2, o lokalizacji 14q11.2 koduje biatko cytoplazmatyczne, nalezgce do
superrodziny hydrolaz a/ff. U ludzi mRNA kodujgce NDRG2 wykryto w komdrkach miesniowych, w

sercu, mozgu, watrobie, i w mniejszym stopniu réwniez w nerce, natomiast niewykrywalnym
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poziomem charakteryzowaty sie grasica, szpik kostny, jadra oraz leukocyty. Profil ekspresji sugeruje
zatem odwrotng korelacje ze stopniem proliferacji komoérek [Yao et al.,, 2008]. Rozmieszczenie
NDGR2 w mozgu jest zréznicowane. Szczegdlnie wysokie poziomy obserwowano w srédmoézgowiu,
mozdzku, rdzeniu kregowym oraz we wzgoérzu [Shen et al.,, 2008]. NDRG2 zostat zlokalizowany w
astrocytach mdézgowia, oraz w gleju Bergmanna w mézdzku [Okuda et al., 2008, Shen et al., 2008,
Yao et al.,, 2008]. Istniejg doniesienia o wzroscie ekspresji NDRG2 w trakcie odréznicowywania
astrocytéw z ich glejowych prekursorow [Yao et al., 2008], oraz o roli roli biatka NDRG2 we wzroécie i
formowaniu neurytéw. Wiadomo, ze transkrypcja NDRG2 moze byé zahamowana pod wptywem Myc,
natomiast podwyzszona ekspresja towarzyszy hipoksji [Liu N et al., 2008]. Endogenne ligandy takie
jak biatko WT1 oraz glukokortykosteroidy prowadzg do zwiekszenia ekspresji tego genu [Yao et al.,
2008]. Dokfadna funkcja NDRG2 nie jest znana, niemniej jednak obecno$¢ domeny wigzacej p53 w
sekwencji pierwszego intronu NDRG2 sugeruje udziat tego biatka w zaleznym od p53 szlaku apoptozy
[Liu N et al., 2008]. Teze te potwierdza ograniczenie apoptozy towarzyszace wyciszeniu NDRG2 jak
réwniez zahamowanie wzrostu komérek nowotworowych towarzyszgce nadekspresji tego genu [Liu N
et al., 2008]. Z uwagi na liczne doniesienia o niskiej ekspresji NDRG2 w tkankach nowotworowych,
m.in. mozgu, piersi, watroby, zotgdka, czy skéry sugeruje sie, ze gen ten moze pemié¢ funkcje
supresorowg [Yao et al., 2008]. Najwiekszy udziat w wyciszeniu ekspresji NDRG2 przypisuje sie
hipermetylacji jego promotora [Liu et al., 2007]. Postulowana jest szczegdlnie rola wyciszenia NDRG2
w kancerogenezie GBM. Najnowsze dane wskazujg, ze potencjalnym mechanizmem regulacji wzrostu

glejaka przez NDRG2 moze by¢ wplyw na poziom acetylacji histonéw [Li L et al., 2012].

Gen PTEN zlokalizowany jest na chromosomie 10923 i zawiera 9 egzondw [Li et al., 1997, Krawczyk
et al., 2006, Song et al., 2012]. Budowe promotora genu PTEN przedstawia ponizsza rycina (Ryc. 18).
W regionie promotorowym genu, pomiedzy -2233 a +1 pz znajdujg sie liczne sekwencje CpG, miejsca
wigzgce czynniki transkrypcyjne: Egr-1,NF-kB, p53, RXR i CREB, oraz potencjalne miejsca wigzace
czynniki transkrypcyjne AP-2, AP-4, E2F i Spl. Regiony od -2233 do -1775 pz i od -1018 do -104 pz
sg wyjatkowo bogate w dinukleotydy CpG. Stwierdzono réwniez istnienie w sekwencji promotorowe;j
PTEN miejsca wigzania dla p53, sugerujagc mozliwos¢ oddziatywania tego supresora na ekspresje
PTEN [Krawczyk et al., 2006, Stambolic et al., 2001]. Istotnym faktem jest rowniez to, iz gen PTEN
posiada swoj pseudogen (PTENP1, psiPTEN). Sekwencja PTEN jest w 98% identyczna z sekwencja
pseudogenu; homologia tych dwoéch sekwencji dotyczy 841 par zasad i obejmuje region promotorowy.
Istniejg doniesienia o transkrypcji, ale nie translacji pseudogenu psiPTEN w szeregu tkanek i linii
komorkowych [Yokoyama et al., 2000, Zhang et al., 2000, Garcia et al., 2004]. Przeciwne stanowisko,
Swiadczace o braku ekspresji pseudogenu pojawiato sie rowniez w literaturze [Hamilton et al., 2000].
Dane dostarczone przez Zysman’a i wsp. swiadczg o tym, Ze to pseudogen psiPTEN ulega metylaciji,
podczas gdy sam PTEN jest niezmetylowany w liniach komoérkowych raka endometrium, piersi oraz

okreznicy, jak i w tkance raka endometrium [Zysman et al., 2002].
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Ryc. 18 Budowa promotora PTEN [Krawczyk et al., 2006].

Mechanizmy regulujgce ekspresje genu i aktywnos¢ biatka PTEN warunkujg zmiany genetyczne w

sekwencji genu, mechanizmy epigenetyczne, modyfikacje potranslacyjne biatka oraz zmiany jego
konformacji. Szczegoty przedstawiono na Ryc. 19.
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Ryc.19 Molekularne mechanizmy regulujace ekspresje PTEN [Song et al., 2012]. (a) Modyfikacje genetyczne PTEN. Locus
10923, bedgce miejscem lokalizacji PTEN, jest wyjgtkowo podatne na mutacje genetyczne, w tym mutacje punktowe,
wypadnigcia czesci genu lub delecje catego fragmentu kodujacego PTEN. (b) Regulacja ekspresji PTEN na poziomie
transkrypcyjnym polega na wyciszeniu epigenetycznym sekwencji promotorowej, lub oddziatywaniu biatek hamujgcych
transkrypcje, takich jak: SALL4 (ang. sal-like protein 4), SNAIL, ID1 (ang. inhibitor of DNA binding 1 ), BMI1, c-JUN, EVI1 (ang.
ecotropic virus integration site 1 protein) oraz MYC. Biatka aktywujgce transkrypcie PTEN to PPARy (ang. peroxisome
proliferator-activated receptor-y), EGR1 (ang. early growth-response protein 1), p53 czy CBF1 (ang. C-repeat binding factor).
NOTCH1 hamuje transkrypcje PTEN poprzez MYC lub CBF1. (c) Potranskrypcyjna regulacja aktywnosci PTEN wskutek
dziatania miRNA. Pseudogen PTENP1 na skutek homologii sekwencji z genem PTEN dziata jak ,putapka” dla miRNA.
Transkrypt pseudogenu stanowi przyktad ceRNA (ang. competitive endogenous RNA), ktéry poddawany jest degradacji przez
miRNA przeznaczone dla mRNA pochodzgcego od PTEN. (d) Modyfikacje potranslacyjne biatka PTEN. Fosforylacja Ser229,
Thr321, Tyr336, Thr366, Ser370, Ser380, Thr382, Thr383 oraz Ser385 warunkuje funkcje supresorowe, mozliwo$¢ wigzania do
btony komérkowej oraz stabilno$¢ PTEN. PCAF (ang. p300/CREB-binding protein (CBP)-associated factor) promuje acetylacje
Lys125 i Lys128, podczas gdy CBP acetyluje Lys402. Sirtuina SIRT1 deacetyluje w/w miejsca. Z kolei biatko TXNIP (ang.
Thioredoxin-interacting protein) i PRDX1 (ang. peroxiredoxin 1) chronig przed zalezng od acetylacji inaktywacjg PTEN.
Utworzenie wigzania bisulfitowego pomiedzy Cys124 and Cys71 réwniez redukuje aktywnos$¢ katalityczng PTEN. Ubikwitynacja
PTEN na Lys13 i Lys289 reguluje funkcje supresorowe oraz stabilno$¢ PTEN. (e) Regulacja konformacyjna PTEN. Fosforylacja
C-konca PTEN powoduje interakcje elektrostatyczng znoszacg aktywnosé katalityczng.
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PTEN dziata jako fosfataza o podwodjnej specyficznosci, zarébwno w stosunku do substratow
lipidowych, jak i biatkowych [Krawczyk et al., 2006]. Jako fosfataza lipidowa, defosforyluje
fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan (PIP-3), co prowadzi do zaburzenia $ciezki sygnatowej: czynniki
wzrostu/PI3K/AKT/mTOR [Krawczyk et al., 2006]. Jako fosfataza biatek PTEN defosforyluje kinaze
biatkowg FAK (ang. Focal adhesion kinase) i biatko Shc, co zaburza szlak sygnatowy
Shc/Ras/Raf/MAPK. Oba szlaki odgrywajg role w takich procesach jak wzrost, apoptoza,

przezywalnos¢ komorek, adhezja, migracja oraz metabolizm komérkowy.

Przytgczenie ligandu (np. insuliny, czynnikéw wzrostu) do receptora petnigcego jednoczesnie funkcje
kinazy tyrozynowej prowadzi do rekrutacji biatek adaptorowych (w tym biatka G-ras) co w efekcie
prowadzi do aktywacji kinazy Pi3K (3-kinaza fosfatydyloinozytolu). Kinaza ta fosforyluje PIP2
(fosfatydyloinozytolo-4,5-bifosforanu) do PIP3 (fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan), ten za$
niezbedny jest do aktywacji biatka Akt. PTEN defosforylujgc PIP-3 uniemozliwia dziatanie Akt.
Konsekwencjg zablokowania aktywacji Akt jest zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G1 (czemu
towarzyszy wzrost stezenia biatka p27), aktywacja genéw kodujgcych biatka proapoptotyczne takie
jak: FasL, IGBP-1 i Bim, oraz zahamowanie fosforylacji i aktywacji biatka CBP (ang. Cyclic AMP-
response element Binding Protein), ktére zwieksza transkrypcje genéw antyapoptotycznych, takich jak
Bcl-2, Mcl-1, jak i samego Akt. Wiadomo rowniez, ze PTEN kontroluje cykl komoérkowy w punkcie
przejscia G1/S, m.in. poprzez oddziatywanie na p27 (Kip1), bedacy inhibitorem kinaz cyklinozaleznych
CDK. PTEN moze takze regulowac¢ adhezje i migracje komérek poprzez bezposrednig defosforylacje

B-kateniny [Krawczyk et al., 2006].

Istniejg dwie subfrakcje PTEN, tj. cytoplazmatyczna i jgdrowa. Translokacja PTEN z cytoplazmy do
jadra odgrywa wazng role w regulacji cyklu komérkowego, w punkcie kontrolnym G1/S [Lian & Di
Cristofano, 2005, Krawczyk et al., 2006]. O ile rola cytoplazmatyczna PTEN to w duzej mierze funkcja
fosfatazy lipidowej i kontrola $ciezki PI3K/AKT/mTor, o tyle jego funkcja w jadrze komoérkowym polega
na niezaleznej od AKT supresji wzrostu komorki, a doktadne mechanizmy tego oddziatywania nie sg
poznane. Wiadomo natomiast, ze PTEN pojawia sie w jgdrze komérkowym zaréwno komorek
prawidtowych jak i nowotworowych i by¢ moze wiasnie z tg lokalizacjg wigze sie jego funkcja jako
supresora nowotworowego [Koul, 2008]. Istniejg dane méwigce o defosforylacji PIP3 réwniez w jadrze
komoérkowym [Déléris et al., 2006], ale takze o niezaleznej od funkcji fosfatazy zdolnosci do
oddziatywania typu biatko-biatko z p53 [Lian & Di Cristofano, 2005, Li et al., 2006]. Oddziatywania te
majg modulowac¢ aktywnos$¢ oraz stabilizowaé p53. Supresja nowotworowa ktérej udziatem jest PTEN
moze réwniez polega¢ na niwelowaniu sygnatéw generowanych przez PI3K w lokalizacji jadrowej
[Ahn et al., 2004].

Utrata aktywnosci PTEN jest czesto obserwowana w glejaku i przypisuje jej sie udziat w uzyskaniu
takich cech komérki nowotworowej jak niekontrolowany wzrost, angiogeneza, unikanie apoptozy, oraz

wysoka inwazyjnos¢ [Knobbe et al., 2002].
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Gen RAR zlokalizowany jest na chromosomie 3p24.2, i koduje receptor dla kwasu retinowego (ang.
retinoic acid receptor B). Jgdrowy receptor RAR wigze kwas retinowy, aktywng pochodng witaminy A,
biorgca udziat w procesie embriogenezy, oraz odréznicowania tkankowego. Oprécz dziatania poprzez
wigzanie do heterodimerycznych receptoréw jgdrowych RAR i RXR (ang. retinoid x receptor), kwas
retinowy wigze sie réwniez do biatek wigzacych retinoidy RBP (ang. retinol-binding proteins), biatka
CRBP (ang. cellular retinol binding protein), oraz CRABP (ang. cellular retinoic acid-binding protein)
[Bushue & Wan, 2010]. Receptory RAR mogg by¢ aktywowane zaréwno przez kwas trans retinowy,
jak i przez kwas 9-cis retinowy, podczas gdy receptory RXR sg wytgcznie aktywowane przez kwas 9-
cis retinowy [Bushue & Wan, 2010, Baer-Dubowska, 2003]. Receptory dla kwasu retinowego
zaliczane sg do superrodziny receptoréw jgdrowych, dziatajgcych jako zalezne od ligandu czynniki
transkrypcyjne, wigzgce sie do elementéw regulatorowych oddziatujgcych z sekwencjami
promotorowymi DNA [Laudet & Gronemeyer, 2002, Alvarez et al., 2007]. Doktadny mechanizm tej

interakcji przedstawiono na Ryc. 20.
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Ryc. 20 Schemat dziatania heterodimeréw RAR-RXR [Clarke et al., 2004]. (a) Receptory RAR tworzg z biatkami RXR
heterodimery, wigzgce sie do sekwencji regulatorowych genéw targetowych poprzez sekwencje odpowiedzi na kwas retinowy
(RARE, ang: retinoic acid response elements). (b) W sytuacji braku liganda, np. kwasu retinowego heterodimery RAR-RXR
(apo-heterodimery) wigza sie do sekwencji RARE genoéw targetowych razem z korepresorami transkrypcji N-CoR (ang. nuclear
receptor corepressor) lub SMRT (ang. silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptor), ktére z kolei rekrutujg
deacetylazy histonédw HDAC. Uwaza sig, ze mechanizm ten odpowiada za kondensacje chromatyny i wyciszenie ekspresji
towarzyszacg formowaniu apo-heterodimeréw. Zwigzanie liganda powoduje uwolnienie komplekséw HDAC i rekrutacje
koaktywatoréw acetylotransferaz histonéw (HAT), takich jak CBP (ang. CREB-binding protein) i p160. Nastepujgca po tym
relaksacja chromatyny spowodowana acetylacjg histonéw uwazana jest za etap niezbedny, aczkolwiek niewystarczajgcy do
aktywacji ekspresji genu. Ostatnim etapem, warunkujgcym inicjacje transkrypcji jest rekrutacja holoenzymu polimerazy RNA I,
wraz z biatkiem TBP (ang. TATA-binding protein) i czynnikami TAF (ang. TBP-associated factors), oraz kompleksami MED

(ang. mediator complexes).
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Trzy podtypy RAR, a mianowicie RARa (NR1B1), RARB (NR1B2), and RARy (NR1B3) kodowane s3g
przez trzy rézne geny. Domena wigzgca sie do DNA zawiera dwa motywy palca cynkowego,
natomiast domena wigzaca ligand jest wysoce konserwatywna w obrebie wszystkich trzech podtypéw
[Alvarez et al., 2007]. Zidentyfikowano wiele izoform zaréwno RAR jak i RXR. Izoformy RAR powstajg
albo z uzyciem dwdch réznych promotoréw, albo na drodze alternatywnego splicingu [Bushue & Wan,
2010]. Opisano dwie gtéwne izoformy RARa (a1 i a2), oraz RARy (y1 i y2), jak réwniez 5 izoform
RARB (B1-B, oraz p1’) [Bushue & Wan, 2010]. Izoformy RAR mozna podzieli¢ na te, powstajgce z
udziatem promotora P1 (klasa I: RARa1, 81, i B3, y1) lub promotora P2 (klasa Il: RARa2, B2 i B4, y2).
Promotory klasy Il majg domene odpowiedzi na kwas retinowy i sg aktywowane przez kwas retinowy.
Ekspresja RAR oraz RXR jest tkankowo specyficzna, co pozwala na wywieranie efektow
plejotropowych na réznych stadiach rozwoju organizmu. Heterodimery RXRa/RARa, RXRa/RARPB
oraz RXRa/RARYy wigzac kwas retinowy zawiadujg transkrypcjg znacznej ilosci genéw nieodzownych
podczas embriogenezy [Mark et al.,, 2009]. Doswiadczenia na myszach wykazaty, ze mutanty
pozbawione izoform Rara, Rarb, czy Rarg sg co prawda zywe, ale wykazujg szereg wrodzonych wad i
nieprawidtowosci rozwojowych zaréwno na etapie rozwoju embrionalnego jak i w pozniejszych
etapach zycia [Mark et al., 2009]. Poprzez wptyw na ekspresje gendw homeotycznych, kwas retinowy
zawiaduje prawidlowym ksztattowaniem organdéw powstajgcych z poszczegdlnych listkdw
zarodkowych. Receptory RAR sg m.in. zaangazowane w rozwoj oka, w tym histogeneze siatkéwki,
oraz kontrole fizjologicznej apoptozy komorek siatkéwki [Mark et al., 2009]. Na etapie tworzenia
przewodow moczowo-piciowych, receptory RAR zawiadujg interakcjg epitelialno-mezenchymalng,
poprzez kontrole ekspresji receptora kinazy tyrozynowej Ret [Mark et al., 2009]. Warunkujg réwniez

odréznicowanie kardiomiocytéw.
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Il Zatozenia i cel pracy

Nowotwory osrodkowego ukfadu nerwowego, cho¢ nalezg do stosunkowo rzadko wystepujgcych, w
wigkszosci przypadkéw wigzg sie z bardzo ztym rokowaniem. Okresy przezycia chorych z
nowotworami moézgu, pomimo wdrozenia intensywnego leczenia, czesto nie przekraczajg 1 roku.
Jedng z przyczyn sg istniejace lub rozwijajgce sie w trakcie terapii mechanizmy opornosci na leczenie
farmakologiczne lub radiologiczne. Z tego powodu wczesna i trafna diagnoza nowotworéw maézgu jest
szczegOlnie wazna, aby leczenie bylo bardziej skuteczne. Dotychczas stosowane markery genetyczne
nie sg dostatecznie specyficzne, aby mogtyby by¢é stosowane w klinice przy wyborze
zindywidualizowanej formy leczenia, szczegdlnie w przypadku najbardziej ztosliwych nowotwordéw
mozgu, ktérych patogeneza na ogét nie jest znana. W ostatniej dekadzie zintensyfikowano badania
majgce na celu poszukiwanie i optymalizacje epigenetycznych markeréw nowotworowych. Do celéw

diagnostycznych szczegolnie przydatna moze byc¢ analiza profilu metylacji DNA.
Celem badanh podjetych w niniejszej pracy doktorskiej byta zatem:

e Analiza metylacji genéw MGMT, ERCC1, hMLH1, ATM, CDKN2B (p15INK4B), pl4ARF,
CDKN2A (p16INK4A), RASSF1A, RUNX3, GATA6, NDRG2, PTEN, oraz RARB w materiale

klinicznym pobranym w trakcie zabiegéw operacyjnych guzéw OUN.

e Okreslenie korelacji miedzy wynikami analizy metylacji badanych gendéw i rozpoznaniem
histopatologicznym wg klasyfikacji WHO, a takze takimi parametrami jak wiek, ple¢, czas
wolny od wznowy i okres przezycia pacjentdw, a na ich podstawie préba wytonienia markeréow

diagnostycznych, prognostycznych, bgdz wskazujgcych na agresywnosé guza.

e W odniesieniu do wyselekcjonowanych genéw poréwnanie wynikdw uzyskanych technikg

metylospecyficznej tarncuchowej reakcji polimerazy (MSP) i na drodze pirosekwencjonowania.

e Poréwnanie profilu metylacji wybranych genéw w DNA izolowanym z guzéw OUN z metylacjg

tych samych genéw w wolnokrgzagcym DNA wyizolowanym z surowicy pacjentéw.
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M. Materiaty i metody

1. Pacjenci

Materiat do badan stanowity probki guzéw moézgu pozyskane podczas operacji resekcji guza od 163
pacjentow Katedry i Kliniki Neurochirurgii i Neurotraumatologii Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu. Prébki bezposrednio po resekcji bylty zamrazane w -20°C, a nastepnie
rozmrazane jednokrotnie bezposrednio przed procedurg izolacji DNA. Sposréd 163 probek, 103
stanowity guzy glejowe, 50 stanowity oponiaki, a 10 to guzy przerzutowe do OUN. Analizowano
réwniez surowice 33 pacjentow leczonych w tej samej Klinice, z czego 16 posiadato swoje odniesienie
w postaci probki guza pozyskanej od tego samego pacjenta (9 guzéw glejowych i 7 innego typu).
Sposrod 33 probek surowicy okoto potowe (17/33) stanowity probki od pacjentéw ze zdiagnozowanymi

guzami pochodzenia glejowego, zas$ pozostalg czes¢ (16/33) stanowity oponiaki i guzy przerzutowe.

Materiat poréwnawczy stanowita probka tkanki pochodzgca ze zdrowego moézgu (pozyskana od

pacjenta z krwiakiem).

Materiat kliniczny otrzymano dzieki uprzejmosci prof. dr hab. med. Stanistawa Nowaka oraz dr n. med.
Anny-Marii  Barciszewskej. Uchwatg nr 505/12 Komisja Bioetyczna wyrazita zgode na

przeprowadzenie powyzszych badan.

2. Odczynniki

e Zestaw do izolacji DNA z tkanek ludzkich i zwierzecych, wersja zestawu 5.2 - GeneMATRIX
Tissue DNA Purification Kit (EurX Ltd., Gdansk, Polska)

e Enzyme Reaction Solution: 1.43% SDS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 7.15mM EDTA
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 14.3mM Tris (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), pH
8.0

e Proteinaza K, (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA)

e Glikogen, molecular biology grade, (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Pittsburgh, PA,
USA)

¢ Nal (Chmes, Poznan, Polska)

e Alkohol izopropylowy 45% i 100% (POCH, Gliwice, Polska)

e Zestaw EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research Corp., Irvine, CA, USA), Catalog Nos.
D5002

e Polimerazy DNA: FastStart Taqg DNA Polymerase 5U/ul (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Niemcy); TrueStart Tag DNA Polymerase 5U/ul (Fermentas, Thermo Fisher
Scientific, Pittsburgh, PA, USA); Perpetual Tag DNA Polymerase (1,25 U/25ul mix) (EurX Ltd.,
Gdansk, Polska); My Tag HS DNA Polymerase 5U/ul (Bioline, London, UK)

48



e Bufory do PCR: 10 x PCR buffer (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Niemcy); 10x
TrueStart™ Taq Buffer 1ml (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA); 5x
My Tag Reaction Buffer (Bioline, London, UK)

e Chlorek magnezu: 25mM MgCl, (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Niemcy); 25mM
MgCl, (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA)

e Trifosforany deoksyrybonukleozydéw (dNTP): 10 mM roztwér dNTP, (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Niemcy); 10 mM roztwér dNTP (Fermentas, Thermo Fisher Scientific,
Pittsburgh, PA, USA)

e Oligonukleotydy starterowe: Pracownia Sekwencjonowania DNA Instytutu Biochemii | Biofizyki
PAN (Oligo.pl, Warszawa; Polska), (Genomed Sp. z 0. 0. Serwis Sekwencjonowania i Syntezy
Oligonukleotydéw Diagnostyka Genetyczna, Warszawa, Polska)

e Catkowicie zmetylowane ludzkie DNA - CpG Methylated HeLa Genomic DNA (New England
Biolabs. Ipswich. MA, USA)

e Catkowicie niezmetylkowane ludzkie DNA - EpiTect Control DNA, unmethylated (Qiagen,
Hilden, Niemcy)

e Agaroza: AGAROZA do biologii molekularnej (wolna od DNaz/RNaz), (Blirt, Gdansk, Polska)

e Bufor TBE: 9 mM kwas borowy do elektroforezy (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 9 mM
Trizmabase (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) i 0,1 mM EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

e Roztwér bromku etydyny: Ethidinum Bromide Solution, 10 mg/ml, Molecular Biology Grade,
(Q-BIO gene, MP Biomedicals, Irvine, CA, USA)

e Bufor obcigzajgcy: 6x DNA Loading Dye Buffer Double Blue, (Solis BioDyne, Tartu, Estonia)

e Wzorzec masy: 100 bp DNA Ladder (0,1 pg/ul; 100 — 3000 pz), (Solis BioDyne, Tartu,
Estonia)

e Zestaw PyroMark PCR Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy): element zestawu PyroMark PCR Master
Mix zawiera HotStartTaqg DNA Polymerase, 1x PyroMark PCR Buffer, 1,5 mM MgCl, i ANTP

e PyroMark Q24 MGMT (Qiagen, Hilden, Niemcy): zawiera startery dla nici wiodacej i
opodznionej oraz starter sekwencyjny

e Streptawidyna: Streptavidin Sepharose High Performance (GE Healthcare, Little Chalfont, UK)

e Bufor wigzgcy do pirosekwencjonowania: Binding Buffer (Qiagen, Hilden, Niemcy)

e Bufor wigzacy starter sekwencyjny w reakcji pirosekwencjonowania: Annealing Buffer
(Qiagen, Hilden, Niemcy)

e Zestaw odczynnikbw do sekwencjonowania w czasie rzeczywistym: PyroMark Gold Q96
Reagents (Qiagen, Hilden, Niemcy), zawierajgcy enzymy: fragment Klenowa polimerazy DNA
I, sulfurylaze ATP, lucyferaza, apiraze; oraz substraty: adenozynofosfosiarczan (APS),
lucyferyna oraz dNTP (dATPaS, dGTP, dCTP, dTTP).

Pozostate odczynniki o mozliwie najwiekszej czystosci byty dostarczone przez Polskie Odczynniki

Chemiczne, Gliwice, Polska.
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3. Izolacja DNA z materiatlu operacyjnego

DNA z materiatu operacyjnego izolowano metodg kolumienkowg. Do izolacji uzywano ok. 25
miligramowy wycinek tkanki, ktéry umieszczano w proboéwce typu Eppendorff wraz z 350 ul buforu
Lyse T, 2 yl RNazy A oraz 20 pl proteinazy K. Nastepnie prowadzono kilkugodzinng inkubacje probek
w temp. 56°C w termomikserze z wytrzgsaniem. Po catkowitej lizie tkanek przygotowywano kolumny
dodajgc do kazdej z nich 40 pl buforu aktywacyjnego Buffer T. Nastepnie do lizatéw dodawano 350 pl
Sol T, a po ogrzaniu mieszaniny przez 10 min. w temp. 70°C, dodawano 350 ul 96% etanolu.
Kolejnym etapem byto przeniesienie 600 pl lizatu do zaktywowanej kolumny (umieszczonej w
probéwce odbierajgcej) i odwirowanie z predkoscig 10 500 rpm przez 1,5 min. Po odwirowaniu
przesgcz usuwano, a na kolumnie umieszczano kolejng porcje lizatu, aby zaadsorbowac¢ caty zawarty
w roztworze DNA. Nastepnie oczyszczano zawarte na powierzchni membrany kwasy nukleinowe,
dodajgc kolejno 500 pl buforu ptuczacego Wash TX1 (wirowanie 10 500 rpm/ 1,5 min.) oraz 500 ul
buforu ptuczagcego Wash TX2 (wirowanie 10 500 rpm/ 3 min.). Elucji DNA dokonywano przy uzyciu
200 pl buforu Elution (10 mM Tris-HCI, pH 8,5), ogrzanego uprzednio do temperatury 70°C. Po 3.
minutowej inkubacji w temp. pokojowej odwirowywano roztwér przy 10 500 rpm/ 2 min. do jatowej
probowki typu Eppendorf. DNA byto gotowe do dalszego postepowania i mogto byé przechowywane w
temp. -20°C. Stezenie i czysto$¢ otrzymanego preparatu DNA oceniane byly przy pomocy
spektrofotometru NanoDrop (Spectrophotometer ND-1000; NanoDrop Technologies, USA). Probka
DNA wykazujgca stosunek absorbanciji A260/A280, swiadczacy o stopniu zanieczyszczenia biatkami,
uznana byta za dostatecznie czystg, gdy warto$¢ ta przekraczata 1,7. DNA przechowywane bylo w

temperaturze -20°C.

4. 1zolacja DNA wolnokrazacego z surowicy

DNA wolnokrgzgce izolowano z surowicy zgodnie z protokotem opisanym przez Fong’a i wsp. [Fong
et al. 2009]. Surowice uzyskiwano poprzez odwirowywanie elementéw morfotycznych krwi obwodowej
w cyklu dwdch wirowan — 10 min./1 600 rpm/4°C oraz 15 min./14 600 rpm/4°C. Tak otrzymywana
surowica przechowywana byta do czasu analizy w temp -20°C. Do 2 ml surowicy dodawano 2 ml 1x
Enzyme Reaction Solution (zawierajgcy SDS, EDTA oraz Tris), oraz 70 pul proteinazy K. Mieszanine
poddawano 2-godzinnej inkubacji w tazni wodnej w 56°C. Nastepnie dodawano 6 pl glikogenu i po
wymieszaniu oraz 3 minutach inkubacji w temp. pokojowej, uzupetniano 4,076 ml 9M Nal oraz 8,152
ml 100% izopropanolu. Funkcjg glikogenu byto wigzanie DNA, co przyczyniato sie do zwigkszenia
wydajnosci izolacji kwasu nukleinowego, zas wysokie, 9M stezenie Nal powodowato rozpuszczenie
polipeptydéw surowicy; izopropanol zas powodowat wytrgcenie DNA. Po 15. minutach ponownej
inkubacji proby odwirowywano z predkoscig 9 500 x g/25 min. Osad przemywano z uzyciem 12 ml
45% izopropanolu i odwirowywano (10 000 x g/20 min). Osad ponownie oczyszczano, dodajgc 9 ml
75% etanolu i po zworteksowaniu, odwirowywano (10 000 x g/15 min.). Po 10. minutowym suszeniu w
temp. pokojowej osad DNA rozpuszczano w buforze TE (Tris/HCI-EDTA o pH=7,6), a nastepnie

50



pozostawiano w termomikserze na ok. 10h do maksymalnego rozpuszczenia. Stezenie i czysto$¢ prob

sprawdzono jak w pkt. 3.

5. Chemiczna konwersja DNA w reakcji z wodorosiarczanem (IV) sodu

Zastosowana metoda rdznicowania sekwencji zmetylowanych od niezmetylowanych polega na
konwersji niezmetylowanej cytozyny do uracylu na drodze oksydacyjnej deaminacji, podczas gdy
cytozyna zawierajgca w pozycji 5’ podstawnik metylowy pozostaje w tej reakcji niezmieniona. Tak
wprowadzona zmiana w sekwencji DNA umozliwia na dalszym etapie wykonanie analizy metylacji
opartych na reakcji PCR (m. in. MSP oraz pirosekwencjonowania). W samym procesie konwersji DNA

wyrézni¢ nalezy trzy etapy: denaturacje, konwersje oraz desulfonacje DNA.

Denaturacji ok. 300 ng DNA dokonywano poprzez zmieszanie odpowiedniej ilosci DNA z 5 ul
odczynnika M-Dilution Buffer oraz z woda ultraczystg (Millipore System) do objetosci 50 ul.
Mieszanine reakcyjng inkubowano w termomikserze przez 15 min. w temp. 37°C. Po zakonczeniu
inkubacji dodawano po 100 pl odczynnika konwertujgcego (Conversion Reagent) zawierajgcego
wodorosiarczan (IV) sodu - NaHSOj;. Odczynnik ten przygotowywano ex tempore poprzez
rozpuszczenie w wodzie oraz M-Dilution Buffer (na kazde 10 reakcji uzywano 750 ul wody ultraczystej
i 210 pl M-Dilution Buffer). Nastepnie przeprowadzano 16 godzinng konwersje w temperaturze 50°C
(w temomikserze), chronigc prébki od sSwiatta. Po tym czasie probki inkubowano w lodzie,
pozostawiajgc je w tych warunkach przez 10 min., po czym przenoszono mieszanine reakcyjng do
zaktywowanych uprzednio kolumn umieszczonych w probéwkach odbierajgcych. Aktywacja kolumn
odbywata sie poprzez dodanie 400 pl buforu wigzgcego M-Binding Buffer. Po naniesieniu roztworéw
na kolumny mieszano zawarto$¢ poprzez kilkukrotne odwracanie kolumieniek do gory dnem.
Nastepnie dokonywano odwirowania (11 000 x g/30 s), podczas ktérego DNA wigzane byto do
membrany znajdujgcej sie w kolumnie, podczas gdy pozostate elementy mieszaniny reakcyjnej
zostawaty odwirowane. Kolumne przemywano za pomocg 100 pl buforu M-Wash Buffer i ponownie
odwirowywano (jw.). Nastepnie dokonywano desulfonacji poprzez 15 minutowg inkubacje 200 pl
buforu M-Desulphonation Buffer. Po odwirowaniu (jw.) dwukrotnie przemywano kolumne 200 pl M-
Wash Buffer. Ostatnim etapem byto wymycie DNA z kolumny poprzez dodanie 20 pl buforu
wymywajgcego M-Elution Buffer i odwirowanie (jw.) do jatowej probowki typu Eppendorf. Tak

otrzymany roztwér DNA uzywano bezposrednio do reakcji lub przechowywano w temp. -20°C.

6. Metylospecyficzna reakcja PCR (MSP)

Metylospecyficzna reakcja PCR (MSP) jest najczesciej stosowang technikg wykorzystywang do
badania metylacji DNA. Rézni sie ona tym od standardowej reakcji PCR, ze przeprowadza sie

réwnolegle dwie reakcje, tj. ze starterami specyficznymi wzgledem sekwencji zmetylowanej oraz
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specyficznymi wzgledem sekwencji niezmetylowanej. Poniewaz jednak polimeraza DNA uzyta do
reakcji nie rozréznia cytozyny zmetylowanej od niezmetylowanej, MSP jest zawsze poprzedzone
reakcjg z wodorosiarczanem IV sodu. W ten sposoéb uzyskuje sie DNA zmodyfikowane w ten sposéb,
ze mozliwe staje sie rozréznienie, przy uzyciu odpowiednio dobranych starterow, sekwenciji
zmetylowanej od niezmetylowanej. Produkty obu reakcji uwidacznia sie na zelu agarozowym

wybarwiajgc DNA bromkiem etydyny.

Reakcje MSP przeprowadzano w termocyklerach 170-9713 MyCycler Thermal Cycler with Gradient,
(Bio-Rad), badz T100 Thermal Cycler (Bio-Rad). Sklady mieszanin reakcyjnych zalezne od rodzaju
uzytej polimerazy, parametry reakcji, oraz rodzaj uzytego termocyklera zamieszczono w ponizszych

tabelach (Tab. 4- 7). Sekwencje starteréw uzywane do reakcji MSP przedstawiono w Tab. 8.

Tab. 4 FastStart Tag DNA Polymerase firmy Roche

Odczynnik [ml] Parametry reakcji | Termocykler
10 x PCR buffer 15
MgCl, Solution [25 mM] 2,4
dNTP [10 mM 0,3 B%C4
[10 mM] ’ 95°C 30" MyCycler BioRad
Fast Start Tag DNA Polymerase [5 U/ul] 0,2 Ta 30" 38x | lub
5 x GC-RICH Solution 3,0 72°C 45" T100 BioRad
H,0 7.4 Z?CCJ
Starter MF / UF [10 yM] 0,6
Starter MR /UR [10 uM] 0,6
DNA deaminowany 2,0
> 18,0

Tab. 5 TrueStart Hot Start Tag DNA Polymerase firmy Fermentas.* 10x TrueStart Hot Start Taq Buffer zawiera 200mM

Tris-HCI (ph 8,3 w 25°C), 200mM KCI, 50mM (NH,),SO,.

Odczynnik [mi] Parametry reakcji | Termocykler

10x TrueStart Hot Start Taq Buffer* 3,0

MgCl, [25 mM 3,0

AT 10 ] os 802 o
yCycler BioRad

TrueStart Hot Start Tag DNA Polymerase [2 U/ul] 0,2 T, 30" 38x | lub

H,O 14,9 72°C 30" T100 BioRad

Starter MF / UF [10 pM] 3.0 7420Cf

Starter MR /UR [10 uM] 3,0

DNA deaminowany 2,0

> 30,0
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Tab. 6 Perpetual Tag DNA Polymerase firmy EurX. * Perpetual Tag PCR Master Mix (2x) zawiera Perpetual Taq DNA
Polymerase, 2x Pol Buffer B, 3 mM MgCl, i 0,4mM kazdego z dNTP.

Odczynnik [ml] Parametry reakcji | Termocykler

2 x Perpetual Tag PCR Master Mix* 12,5

H,O 9,5 95:0 4' . '
Starter MF / UF [10 pM] 05 %i’ 3%.30 } 35 mgcyc'er BioRad
Starter MR /UR [10 puM] 0,5 72°C 45" T100 BioRad
DNA deaminowany 2,0 72°CT

3 25.0 4°C =

Tab. 7 My Tag HS DNA Polymerase firmy Bioline. * 5x My Taq Reaction Buffer zawiera 5mM kazdego z dNTP, 15 mM

MgCl. i substancje stabilizujace i wzmacniajace, w optymalnych stezeniach.

Odczynnik [ui] Parametry reakcji | Termocykler

5x My Taq Reaction Buffer* 5,0

MyTaq HS DNA Polymerase [5 U/pl] 0,2 95°C 1’ ,

0.0 158 95°C 15" MyCycler BioRad
2 ' T, 15" 35x | lub

Starter MF / UF [10 pM] 1,0 72°C 10" T100 BioRad

Starter MR /UR [10 pM] 1,0 4°C

DNA deaminowany 2,0

2 25,0
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Tab. 8 Sekwencje starterow uzytych do analizy MSP dla poszczegdélnych genéw, wraz z warunkami reakcji, temperaturg

hybrydyzacji starteréw (T.), rodzajem uzytej polimerazy, wielkoscig spodziewanego produktu (podang jako liczba par

zasad — pz) oraz zrodiem literaturowym w ktérym réwniez wykorzystano te sekwencje. pz — liczba par zasad w tancuchu

DNA, MF — starter przedni, specyficzny dla sekwencji zmetylowanej, MR — starter wsteczny, specyficzny dla sekwencji

zmetylowanej, UF — starter przedni, specyficzny dla sekwencji niezmetylowanej, UR — starter wsteczny, specyficzny dla

sekwencji niezmetylowane;.

Gen Startery Sekwencja [5' - 31 Produkt| TA i zastosowana polimeraza | Zrédto literaturowe
MGMT MFE__ |TTTCGACGTTCGTAGGTITTCGC 81 pz 60°C Roche Esteller et al., 1999
MR |GCACTCTTCCGAAAACGAAACG Malley et al., 2011
UF  [TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTITTTIGT 93 pz Dong et al., 2005
UR |AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA
ERCC1 MF [CGCGTTATCGCGGTTAAGT 223 pz 60°C Fermentas, Roche Liu et al., 2009
MR |ACCTTCCCCTCCTCTCAACTT
UF  [TGGGTTGTGTGTTATIGTGGTTA 230 pz
UR |ACCTTCCCCTCCTCTCAACTT
hMLH1 MF  |ACGTAGACGTTTTATTAGGGTCGC 124 pz 60°C Roche Ren et al., 2012
MR CCTCATCGTAACTACCCGCG
UF  [TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTIGT 118 pz
UR ACCACCTCATCATAACTACCCACA
ATM MF  [GGTATGTTTATGCGTATTTAGTATTACGC | 121 pz M => 60°C Fermentas Grgnbaek et al., 2002
MR [AACGCTAAATCGCTAACCATTAATAA
UF TGGTATGTTTATGTGTATITAGTATTATGT | 123 pz U => 56°C Fermentas
UR |AAACACTAAATCACTAACCATTAATAAA
RASSF1A MF GTGTTAACGCGTTGCGTATC 94 pz 60°C Roche, Fermentas, EurX Pizzi et al. 2005
MR |AACCCCGCGAACTAAAAACGA Malpeli et al., 2011
UF TTTGGTTGGAGTGTGTTAATGTG 108 pz
UR |CAAACCCCACAAACTAAAAACAA
pl4ARF MF  |GTGTTAAAGGGCGGCGTAGC 122 pz M => 60°C Roche Dong et al., 2005
MR |AAAACCCTCACTCGCGACGA
UF TTTTTGGTGTTAAAGGGTGGTGTAGT 132 pz U => 58°C Roche
UR CACAAAAACCCTCACTCACAACAA
p15INK4B MF  |GCGTTCGTATTTTGCGGTT 148 pz 60°C Roche Herman et al., 1996
(CDKN2B) MR |CGTACAATAACCGAACGACCGA
UF _ [TGTGATGTGTTTGTATTTIGTGGTT 154 pz
UR CCATACAATAACCAAACAACCAA
p16INK4A ME  |TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC 150 pz M => 65°C Roche Herman et al., 1996
(CDKN2A) MR |GACCCCGAACCGCGACCGTAA
UF__ [TTATTAGAGGGTGGGGGTGGATIGT 151 pz U => 60°C Roche
UR CAACCCCAAACCACAACCATAA
NDRG2 MF  |AGAGGTATTAGGATTTTGGGTACG 123 pz 55°C Roche, Bioline Piepoli et al., 2009
MR |GCTAAAAAAACGAAAATCTCGC
UF  [AGAGGTATTAGGATTTTGGGTATGA 125 pz
UR CCACTAAAAAAACAAAAATCTCACC
RUNX3 MF  |TTACGAGGGGCGGTCGTACGCGGG 220 pz M => 66°C, Roche Song et al., 2008
MR |AAAACGACCGACGCGAACGCCTCC
UF  [TTATGAGGGGTGGTTGTATGTGGG 220 pz U => 63°C, Roche
UR |AAAACAACCAACACAAACACCTCC
PTEN MF _ |TTCGTTCGTCGTCGTCGTATTT 207 pz 62°C Roche, Bioline Hino et al., 2009
MR |GCCGCTTAACTCTAAACCGCAA
UF  [GTGTTGGTGGAGGTAGTTIGTIT 162 pz
UR |ACCACTTAACTCTAAACCACAACCA
RARB MF  |[TGTCGAGAACGCGAGCGATTC 148 pz 60°C Fermentas King-Batoon et al., 2008
MR |CGACCAATCCAACCGAAACGA
UF  [TTGGGATGTTGAGAATGTGAGTGATIT 154 pz
UR |CCTACTCAACCAATCCAACCAAAACAA
GATAG6 MF  |CGGGGTAGATITCGGATTCGC 116 pz 60°C Roche Cecener et al., 2012
MR |CAACCGAACCTCGAACGAACG Guo et al., 2004
UF  [GTGTGGGGTAGATTTTGGATTTIGT 122 pz
UR |AAACAACCAAACCTCAAACAAACA
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Kazdorazowo wykonujgc reakcje dla prob badanych przeprowadzano réwniez reakcje kontrolne z
uzyciem DNA catkowicie zmetylowanego (przy pomocy metylazy Sssl), pochodzgcego z linii
komorkowej HeLa [CpG Methylated HeLa Genomic DNA, New England Biolabs], DNA catkowicie
niezmetylowanego [EpiTect Control DNA, unmethylated, Qiagen], oraz proby $lepej pozbawionej
matrycy DNA. Kazdy z badanych genéw analizowany byt rowniez w odniesieniu do tkanki zdrowego
mozgu; po potwierdzeniu niezmetylowanego statusu analizowanych gendéw w tej kontroli,

przystepowano do analizy prébek guzéw/surowicy.

Obecnosé produktu reakcji MSP sprawdzano za pomocg rozdziatu elektroforetycznego z uzyciem 2%
zelu agarozowego z dodatkiem 0,5 pg/ml bromku etydyny. Za niezmetylowane uznawano te geny, w
analizie ktérych uzyskano prgzek w reakcji z uzyciem starterow wigzgcych sie do sekwencji
niezmetylowanej. W przypadku genéw zmetylowanych prazek uzyskiwano zaréwno w analizie z
uzyciem starteréw specyficznych dla sekwencji zmetylowanej, jak i w analogicznej reakcji z
wykorzystaniem starteréw wigzacych sie¢ do sekwencji niezmetylowanej. Fakt ten wynika z obecnoéci
w analizowanej prébce DNA guza réwniez DNA pochodzgcego z leukocytow, komérek nabtonka
naczyn, komérek zdrowego mézgu badz prawidtowych astrocytéw i jest prawidtowoscig obserwowang

réwniez przez innych badaczy.

7. Ocena metylacji genéw technika pirosekwencjonowania

Pirosekwencjonowanie jest metodg sekwencjonowania w czasie rzeczywistym, pozwalajgcg na
uzyskanie informacji o sekwencji krétkich fragmentéw DNA. Podstawg rozréznienia sekwenciji
zmetylowanej od niezmetylowanej w tej metodzie, podobnie jak w MSP, jest chemiczna konwersja
cytozyn niezmetylowanych do uracylu, w reakcji z wodorosiarczanem IV sodu. Po konwersji DNA
amplifikowane jest w reakcji PCR, z uzyciem pary starterow, z ktérych jeden wyznakowany jest
biotyng. Bezposrednio przed samym sekwencjonowaniem, DNA ulega chemicznej denaturaciji,
oczyszczeniu oraz zwigzaniu ze starterem sekwencyjnym, tgczgcym sie bezposrednio do tego
fragmentu sekwencji, ktéry ma zosta¢ zanalizowany. Reakcje pirosekwencjonowania katalizuje zestaw
czterech enzymow: fragment Klenowa polimerazy DNA |, sulfurylaza ATP, lucyferaza oraz apiraza.
Zasada metody polega na tym, ze do jednoniciowego DNA dobudowywana jest zgodnie z zasadami
komplementarnosci druga ni¢. Do mieszaniny reakcyjnej wigczane sg pojedycze dNTP, zgodnie z
zaprogramowang kolejnoscig. Zaznaczy¢ nalezy, iz oprocz dGTP, dCTP oraz dTTP stosuje sie
réowniez zmodyfikowany a-tio trifosforan deoxyadenozyny (dATPaS), jako substytut dATP.
Kazdorazowo witgczeniu komplementarnego nukleotydu towarzyszy uwolnienie pirofosforanu, ktory
nastepnie z wykorzystaniem adenozyno-5-fosfosiarczanu (APS) uzywany jest przez sulfurylaze do
wytworzenia ATP. Nastepnie ATP, w obecnosci lucyferyny i tlenu, wykorzystany jest przez lucyferaze
jako zrodio energii do wytworzenia oxylucyferyny, ktéra emituje fotony Swietlne rejestrowane przez
fotokamere CCD. Niewtgczone nukleotydy degradowane sg przez apiraze, natomiast zastosowanie
dATPaS zamiast dATP pozwala na wigczenie tego pierwszego przez polimeraze, pozostajgc

niewidocznym dla lucyferazy. Tak wiec emisja Swiatta Swiadczy o inkorporacji danego nukleotydu,
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natezenie za$ Swiatta jest wprost proporcjonalne do ilosci wigczonych nukleotydéw. Zebrane dane

nastepnie sg podstawg do obliczen i tworzenia tzw. pirogramu.

Za pomocg reakcji PCR amplifikowano docelowy fragment genu (szczegéty w podrozdziatach 7.1 i
7.2). Nastepnie, w celu uzyskania pewnosci, ze reakcja przebiegta prawidtowo, przeprowadzano
elektroforeze z uzyciem 4 pl otrzymanego produktu stosujgc 2% zel agarozowy z dodatkiem 0,5 pug/ml
bromku etydyny. Wizualizacji prazkéw dokonywano w Swietle UV w aparacie G:BOX (Syngene).
Nastepnie przygotowywano mieszaning ztoza sefarozowego optaszczonego streptawidyng
(Streptavidin Sepharose High Performance, GE Healthcare) z buforem wigzgcym (Binding Buffer,
Qiagen) w stosunku 3 pl ztoza i 37ul buforu wigzgcego na jedng probke. Nastepnie do kazdego
produktu PCR dodawano wode do objetosci 40 ul oraz 40 ul uprzednio przygotowanej mieszaniny
ztoza sefarozowego z buforem wigzgcym. Plytke z prébkami wytrzgsano przez 5 min. w temp.
pokojowej. W miedzyczasie przygotowywano roztwory do stacji z pompg (PyroMark Q96 Vacum Prep

Workstation; Qiagen, Hilden, Germany).

Starter sekwencyjny (PyroMark Q24 MGMT, Qiagen) rozpuszczano w buforze wigzgcym (Annealing
Buffer, Qiagen) uzyskujgc stezenie 10 yM. Rozpipetowano starter sekwencyjny do odpowiednich
dotkéw na plytce do sekwencjonowania (PSQ 96 Plate Low). Kolejnym etapem byto uzyskanie w
kazdej z analizowanych prébek jednoniciowego DNA. W tym celu uruchamiono pompe i ptukano
urzadzenie zasysajgce wodg, w pozycji parkingu. Nastepnie zasysano mieszanine DNA ze zlozem
sefarozowym i przechwycone na filtrze zioze ze zwigzanym produktem PCR przeptukiwano 70%
etanolem. Denaturacji DNA dokonywano poprzez zanurzenie kohcowek z filtrami w buforze
denaturujgcym zawierajgcym NaOH (Denaturation Solution, Qiagen). Niezwigzane 2z filtrem
pozostatosci odptukiwano zasysajgc przez 5” bufor przemywajgcy (Washing Buffer, Qiagen), po czym
suszono koncéwki filtréw trzymajgc urzadzenie przez 5” pod katem prostym. Wytgczano ssanie i
uwalniano jednonicowy produkt DNA z koncowek z filtrem do wczesniej przygotowanej piytki z
buforem do przylgczania starterow i starterem sekwencyjnym. Inkubowano ptytke z probkami w temp.
80°C przez 2’ (ostaniajgc przed parowaniem), po czym wychiadzano ptytke do temp. pokojowej.
Stacje roboczg w miedzyczasie przeptukiwano wodg celem oczyszczenia filtrow. Nastepnie
przygotowywano dozownik (reagent cartridge) uzupetniajac poszczegdlne jego segmenty
odczynnikami z zestawu PyroMark Gold Q96 Reagents (Qiagen), a mianowicie mieszaning enzymow,
mieszaning substratéw, oraz trifosforanami deoxyrybonukleozyddéw. Mieszanina enzyméw (Enzyme
mixture) zawierata fragment Klenowa polimerazy DNA |, sulfurylaze ATP, lucyferaze oraz apiraze.
Mieszanina substratéw natomiast to adenozynofosfosiarczan (APS) oraz lucyferyna. dNTP zas, to
dATPaS, dGTP, dCTP oraz dTTP. Dozownik wraz z ptytkg umieszczano w pirosekwenatorze
PSQTM96 ID system (Biotage, Uppsala, Sweden) i uruchomiano wcze$niej zaprogramowane
sekwencjonowanie. Analize otrzymanych wynikdw przeprowadzano przy uzyciu oprogramowania

PyroQ CpG software (Biotage, Uppsala, Sweden).
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Ustalenie linii odciecia dla rozréznienia prébek zmetylowanych od niezmetylowanych

Technika pirosekwencjonowania umozliwia dokfadny odczyt procentowej zawartosci zmetylowanych
alleli w badanej prébie, niemniej jednak istotne jest, czy to w praktyce klinicznej, czy celem
poréwnania z MSP, zintepretowanie danych liczbowych w systemie binarnym, tzn. jako metylacje, lub
brak obecnosci metylacji w badanej prébie. W tym celu wyznaczono warto$¢ graniczng metylacji (tzw.
linie odciecia), ponizej ktérej proby uznawano za niezmetylowane, a powyzej — zmetylowane. Warto$¢

te obliczono na podstawie wzoru [za Havik et al.2012] :
X+2SD =Y

Gdzie,
X - $rednia wartosci % metylacji wszystkich 5 CpG kontrolnej tkanki zdrowego mézgu

SD — odchylenie standardowe z X

Y - wyznaczona procentowa wartos¢ linii odciecia, rozrézniajgca prébki zmetylowane od

niezmetylowanych

Dla MGMT: 6,19 + 2*2,87 = 11,93%
Dla NDRG2: 9,13 + 2*0,94 = 11,01%

Po zaokragleniu, przyjeto zatem, ze wartos¢ graniczna rozrézniajgca probki o zmetylowanym statusie
MGMT bedzie wynosi¢ 12%, za$ dla NDRG2 bedzie to 11%.

7.1 Pirosekwencjonowanie MGMT

Konwersje przeprowadzano przy uzyciu zestawu odczynnikow EZ DNA Methylation Kit (Zymo
Research), zgodnie z opisem w rozdziale 5. Do amplifikacji fragmentu promotora MGMT uzywano
zestawu odczynnikéw firmy Qiagen - PyroMark PCR Kit. W sktad zestawu wchodzity: PyroMark PCR
Master Mix, zawierajgcy HotStartTaqg DNA Polymerase, 1x PyroMark PCR Buffer, 1,5 mM MgCl, oraz
dNTP. Uzyte startery pochodzity z zestawu PyroMark Q24 MGMT (Qiagen). Starter wsteczny zostat

wyznakowany biotyng. Reakcje PCR prowadzono zgodnie z nastepujgcym protokotem:

Tab.9 Protokot dla amplifikacji sekwencji promotorowej genu MGMT.

Odczynnik [mi] Parametry reakcji | Termocykler
PyroMark PCR Master Mix 12,5

Starter F 0,5 95:C 15:' )
Starter R 0,5 ggog 28 45x Il\leE)/Cycler BioRad
H,O 10,5 72°C 30" T100 BioRad
DNA deaminowany 2 72°C10'

3 26 4°C
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Analizowany fragment genu MGMT obejmowat 5 dinukleotydéw w egzonie 1

OTTHUMTO00000051009):

T/ICGTTTTGT/CGTTTT/CGAT/CGTTT/CGT/CAGG

(Ensemble ID:

Ostatnie badane miejsce, gdzie za wariantem T/C jest adenina A to wewnetrzna kontrola konwersiji.

CG nr73,
poczgtek

DMR2

CG nr25,
poczgtek
DMR1

CGCGCTCCGGGCTCAGCGTAGCCGCCOCGAGCAGGACCGGGATTCTCACTAWNGCG
GGCGCCGTCCTACGACCCCCGCGCGCTTITCAGGACCACTCGGGCACGTG GGT
CGCTTGCACGCCCGCGGACTATCCCTGTGACAGGAAAAGGTACGGGCC GGC
AAACTAAGGCACAGAGCCTCAGGCGGAAGCTGGGAAGGCGCCGCCCG GTA
CCGGCCGAAGGGCCATCCGGGTCAGGCGCACAGGGCAGCGGCGCTGCCGGAGGA
CCAGGGCCGGCGTGCCGGCGTCCAGCGAGGATGCGCAGACTGCCTCAGGCCCGG
CGCCGCCGCACAGGGCATGCGCCGACCCGGTCGGGUGGGAACACCCCGCCCCTC
CCGGGCTCCGCCCCAGCTCCGCCCCCGLGLCGCCCCGGECCCCGCCCCCGLGlalTIC
TCTTGCTTITTCTCAGGTCCTCGGCTCCGCCCCGCTCTAGACCCCGCCCCACGCCGC
CATCCCCGTGCCCCTCGGCCCCGCCCCCGCGCCCCGGATATGCTGGGACAGCCCG
CGCCCCTAGAACGCTITGCGTCCCGACGCCCGCAGGTCCTCGOCGGTGCGCACCG
TITGCGACTTGGTGAGTGTCTGGGTCGCCTCGCTCCCGGAAGAGTGCGGAGCTCT
CCCTCGGGACGGTGGCAGCCTCGAGTGGTCCTGCAGGCGCCCTCACTTICGCCGTC
GGGTGTGGGEGCCGCCCTGACCCCCACCCATCCCGGGCGAGCTCCAGGETGCG

Ryc. 21 Fragment promotora MGMT, niekonwertowany. Na zo6tto zaznaczono dinukleotydy CpG, egzon 1 zaznaczony jest

na niebiesko, pierwsza niebieska tymina jest miejscem startu transkrypcji (TSS). Zaznaczono réwniez regiony DMR1 i DMR2,
zdefiniowane przez Malley i wsp. [Malley et al., 2011]. DMR1 — to CpG odpowiednio 25-50 w przedstawionym fragmencie;
DMR2 zas$ to CpG 73-90. Pie¢ CpG analizowanych przez pirosekwencjonowanie jest podkreslone — sg to CpG 74-75-76-77-78.

Dla poréwnania na rycinie zaznaczono réwniez CpG analizowane technikg MSP. Sg to CpG 76-77-78-79-80 i 84-85-86-87
(wyttuszczone). Obie techniki zatem analizujg region DMR2.

Kolejno$¢ wigczanych w trakcie reakcji trifosforanéw deoksyrybonukleozyddéw byta nastepujgca:

ATCAGTTGTCAGTCTGATCAGTCAGTCGA

rl Iy vl vl | r L
ATCAGTTGTCAGTCTGATCAGTCAGTCGA
5 10 15 20 5

Ryc. 22 Histogram dla analizy metylacji genu MGMT.
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7.2 Pirosekwencjonowanie NDRG2

Konwersje przeprowadzano przy uzyciu zestawu odczynnikdbw EZ DNA Methylation Kit (Zymo

Research), zgodnie z opisem w rozdziale 5. Amplifikacje fragmentu promotora NDRG2 prowadzono

wykonujgc PCR z uzyciem polimerazy FastStart Tag DNA Polymerase firmy Roche Diagnostics.

Startery do reakcji PCR, jak réwniez starter sekwencyjny zostaty zaprojektowane z uzyciem

oprogramowania PyroMark Assay Designe SW 2.0 software, a wykonane zostaly przez firme

Genomed SA. Starter wsteczny przy koncu 5’ wyznakowany zostat biotyna.

Tab. 10 Charakterystyka stosowanych starterow.

Gen Startery Sekwencja [5' - 3'] Wielkos¢ produktu
F GGGCGGTGTGATTGATTC
NDRG2 R Biotin-CCCACAATCTTCTCCCGTTCT | 327 pZ

sekwencyjny

GGGGGAAAGGGTTAGTA

Tab. 11 Protokot dla amplifikacji sekwencji promotorowej genu NDRG2.

Odczynnik [ml] Parametry reakcji | Termocykler

10 x PCR buffer 2,5

MgCl, Solution [25 mM] 5,0

dNTP [10 mM 0,5 B%C4

[10 mM] ’ 95°C 30" MyCycler BioRad

Fast Start Tag DNA Polymerase [5U/l] 0,2 58°C 30" 38x | lub

H,O 13,3 72°C 45" T100 BioRad
72°C 7'

Starter F [10uM] 1,0 4°C =

Starter R biotynylowany [10uM] 0,5

DNA deaminowany 2,0

> 25

Analizowany fragment genu NDRG2 obejmowat 5 dinukleotydéw CpG:

T/ICGGAGT/CGGGT/CGTTT/CGGTTGTTGT/ICGTATAAAGGT

Kolejnosé wigczanych w trakcie reakcji trifosforanéw deoksyrybonukleozyddw byta nastepujgca:

[

GTCGATGTCAGTCTGTCGTGTAGTCGTA

L.
G‘l T
-

g
T
S
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Ryc. 23 Histogram dla analizy metylacji genu NDRG2. Pomaranczowa litera T oznacza wewnetrzng kontrole konwersji -

pole, w ktérym powiniem pojawi¢ sie pik.
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Ponizej przedstawiono fragment promotora NDRG2 z zaznaczong sekwencjg poddang analizie za
pomocg pirosekwencjonowania. Obejmuje ona 5 dinukleotydow CpG. Zaznaczono dla poréwnania
réwniez sekwencje badang MSP (4 dinukleotydy). Warto zauwazy¢, ze analizowane sekwencje nie

pokrywajg sie, cho¢ sg w bliskim sgsiedztwie (643 nt).

GGTTTTTTGGGTTTTAGTTTAGGATATTGCGTTTTTTTTAAGTTTTTATTTTATTTTCGT
AGGGTTAATTTCGTTTTTGCGTTTGTTTATTTAGGAGTTAGAGTTTTTGGGGGTTTTCGG
TTTTTTTTTCGCGTTTTTTGAGGTATTGATTTTAGAGTTTTTGTTGGTTATTTTTTTTTT
ATTTTTCGTTTGTTCGCGATCGTTTTTTATTTATAGCGGTTTTTCGTATTTTTCGTTTTT
ATTTTTTCGTTTTGTTGTTTAATTTTTTTCGGAGTAGTCGGAGAGTAGGCGTCGGGACGT
AGTAAAGAGAGGAGAGGTATTAGGATTTTGGGTACGAGGGAGTCGGAATTTTTGCGTTTT
CGACGTTTTTTCGTGTTTTTTTTCGGCGTTAGTATATTTGTTTTTGTTAGTCGGCGAGAT
TTTCGTTTTTTTAGCGGCGGTTTCGTTTATTTTTTTTTTTTTTAATTTAGTTTTTTGTGT
TCGGGCGGGGGGAGTCGAATTCGTGGGGTGTTAGTATTTCGGGTTCGTTTTTTTATTATT
GGTTTTTATTATTGAGTTTGGGGGCGAAGGAAGGAGTTAGAGTGTAATTGTAGATTTAGG
TCGTGGATGGGGCGGTGTTGAGGGTAGTCGAGGGATTTTTTTTAGGGTTGAGGGATTTTT
GTATTTTTTATATCGTTTTAATGCGGGGAGGGGGTGGTGGAATGTTTTGGTGAGTCGAGT
AGAGTTTGGAAGCGTTTAGTCGTTCGTTTTTCGTTTTTCGGTTTTAGTATAATTTTTTTT
TGAGCGGTAGTTTGGGCGGGGTGAAAGGGGGGGCGTGTTTATTGGGGGTTTGGGGCGGGET
TTGCGGGGAGTTTAGCGTTCGTGGGCGGGTTGGGGCGGGTCGGGGGCGGGTTTGCGGGAA
GTTCGAGTCGGGGCGGGTTCGAGTTAAAGGTAAGTGAAGGTGGAAGCGGTCGCGGCGGTA
GTAGGTAGGGGGAGGGGTAGGCGAGGGGTCGTAGGGTTTGGAAGGCGTTAGTCGGGTCGG
CGGGCGGTGTGATTGATTCGCGTTTTTTGGAGT TGGAGGTTCGGGGGAAAGGGTTAGTALC
GGAGCGGGCGTTCGGTTGTTGCGTATAAAGGT TGAGGTTTTAAGAGTTGTAGGGCGTGTT
TGGGGTGCGCGCGAGGTTGTGTGTAAGGTTCGGGGCGTTTGGTATCGGTTACGTAAGGGT
GTTAGTTTTTACGCGGACGGGTTGCGTAGGGATTCGTAGGGACGGGTTTCGGGTGTTGGG

Ryc. 24 Fragment promotora genu NDRG2. Sekwencja zaczerpnieta z bazy Ensembl [www4], konwertowana. Na
niebiesko zaznaczono sekwencje analizowang za pomocg pirosekwencjonowania. Dla porodwnania na zétto zaznaczono

fragment do ktérego wigzg sie startery uzyte do MSP (wersja MF i MR). Analizowane dinukleotydy CpG zostaty podkreslone.

Optymalizacja metody

Rycina 25 przedstawia optymalizacje temparatury hybrydyzacji starterow T, dla reakcji PCR
poprzedzajgcej pirosekwencjonowanie NDRG2. Wykorzystanie gradientu temperatury umozliwito

wytonienie najbardziej optymalnej T, @ mianowicie 57°C (wskazane strzatkq).

|

Produkt 327 pz

CTHNDTRD

Ta=52,7°C 53,9°C 55,7°C 58,1°C 60°C 61,2°C 62°C

Ryc. 25 Ustalenie optymalnej temperatury hybrydyzaciji starterow dla reakcji PCR amplifikujacej fragment genu NDRG2.
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8. Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej wykorzystano program css Statistica, wersja 10.

e Testu Fishera uzyto do oceny korelacji czestosci metylacji poszczegdinych gendéw w
zalezno$ci od stopnia ztosliwosci wg klasyfikacji WHO (program Stat Exact).

e Za pomocg korelacji porzadku rang Spearmana dokonano analizy zaleznosci pomiedzy
wspotczynnikiem metylacji (WM), a stopniem ztosliwosci wg klasyfikacji WHO, oraz wiekiem.
Ten test wykorzystano rowniez w celu sprawdzenia czy istnieje zalezno$¢ pomiedzy metylacjg
MGMT, liczong jako $rednia z pieciu dinukleotydow CpG, oraz w kazdym dinukleotydzie
osobno, a niezaleznym od leczenia operacyjnego przezyciem chorych oraz czasem wolnym
od wznowy.

e Testu t-Studenta uzyto do oceny istotnosci wspétczynnika korelacji R.

e Analizy Chi-kwadrat wraz z okresleniem wspotczynnika korelacji Pearsona uzyto w celu
zbadania korelacji wynikéw metylacji z picia.

e Testu Kruskala-Wallisa uzyto w celu zbadania zalezno$ci pomiedzy rozpoznaniem
histopatologicznym a WM, oceny réznic w poziomach metylacji uzyskanych technikg
pirosekwencjonowania, pomiedzy guzami réznych stopni ztosliwosci wg WHO, jak réwniez w
celu analizy zaleznosci metylacji w poszczegodlnych dinukleotydach CpG, od wieku pacjentéw.

e Test U Manna-Whitney’a zastosowano do oceny znamiennosci statystycznej warto$ci
procentowej metylacji w poszczegoélnych dinukleotydach CpG genu MGMT w zaleznosci od

pici pacjentow.
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IV. Wyniki

1. Dane kliniczne

1.1 Charakterystyka guzéw glejowych

Analizie poddano 103 probki pozyskane od pacjentéw z guzami glejowymi sklasyfikowanymi wg
czterostopniowej skali ztosliwosci WHO. Ich charakterystyke kliniczng (wiek, pte¢, rozpoznanie)
przedstawiono w Tab. 12 zamieszczonej w Aneksie. Ponad potowe (60/103; 58,25%) stanowity guzy
IV stopnia, zatem najbardziej zlosliwe, z czego zdecydowang wiekszos$¢ stanowity glejaki
wielopostaciowe (GBM) oraz ich wznowy (GBM recidivans). W catej badanej populacji glejakow, te
dwa typy guzéw stanowity 55,34% wszystkich nowotworow (57/103). Drugg co do czestosci grupg
guzow byly gwiazdziaki anaplastyczne oraz ich wznowy (anaplastic astrocytoma oraz anaplastic
astrocytoma recidivans). Stanowity one 18,45% catkowitej liczby badanych préb (19/103). Rozktad pici
w poszczegoélnych grupach o réznym stopniu ztosliwosci byt idealnie symetryczny (w grupie guzéw
stopnia V), lub prawie symetryczny, co potwierdza populacyjng obserwacje, ze zasadniczo na guzy
glejowe zapadajg w réwnym stopniu kobiety jak i mezczyzni. Podobnie zachowana zostata
prawidiowos¢ dotyczgca wieku zachorowan. Zgodnie z ponizszg analizg struktury wieku badanej
populacji [Tab. 15], najwiekszy odsetek chorych (41/103; 39,81%) stanowili pacjenci miedzy 51-60
rokiem zycia, a druga co do czestosci grupe stanowili chorzy do 50 roku zycia (31/103; 30,10%).
Mniejsza liczba przypadkéw powyzej 70. roku zycia wynika z mniej licznej populacji w tym wieku
(8/103; 7,77%). Sredni wiek zachorowania to 54 lata. W obrebie kategorii wiekowych analizowanych w
kontekscie klasyfikacji wg WHO, najliczniej reprezentowana byta kategoria 51-60 lat — dla grupy
pacjentow z guzem IV stopnia wg WHO (45,00%; 27/60), oraz kategoria <50 lat dla pozostatych

guzéw o nizszych stopniach ztosliwosci.

Tab. 13 Ogélna charakterystyka pacjentéw z guzami glejowymi.

GUZY GLEJOWE
Wiek (lata) zakres 16-83
Sredni 54
Pte¢ mezczyzni 55
kobiety 48
Klasyfikacja WHO IV° WHO 60
l°wWHO 27
[/111° WHO 1
I1° WHO 8
I/1I° WHO 1
I° WHO 3
brak danych 3
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Tab. 14 Zestawienie stopnia ztosliwosci glejakow z ptcig pacjentow.

GUZY GLEJOWE
Kobiety | Mezczyzni

IV° WHO 30 30
l° WHO 13 14
[/11° WHO 1 0
II° WHO 2 6
I/1I° WHO 1 0
I° WHO 1 2
*b.d. 0 3

* b.d. — brak danych

Tab. 15 Zestawienie stopnia ztosliwosci glejakow z wiekiem pacjentow.

‘WHO WIEK Razem
<50 51-60 61-70 >70
I 3 1 0 0 4
Il 5 3 1 0 9
1 10 8 5 4 27
v 13 27 16 4 60
Ogot 31 39 22 8 100*
*Z powodu braku informacji o stopniu ztosliwosci probek T55, T58 oraz T59 nie uwzgledniono tych trzech pacjentéw w niniejszej
tabeli.
Podsumowanie WIEK
K-5 d=,12778, p<,10 ; Lilliefoss p<,01 Wyfres normalnodci: WIEK
— Oczekiwana normalna 2
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£ e
I 15 =
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¥ #= Granica klasy Wartosc

‘Warunek wazglednisnia: v3=g
0

Statystyki:-WIEK

N waznych=103,000000 50
Srednia=54,126214
Mediana=57,000000 D

Minimum= 16,000000

L]

Maksimum= 83000000 £
Odch.std= 13,481054 =5
40
0 [ &
T Srednizt1,36°0d
20 = (27,7033, 80,5451)

Ryc. 26 Dane statystyczne przedstawiajace powigzanie wieku pacjentéw z zapadalnoscig na guzy glejowe w badanej

populacji.
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Tab.16 Liczebnos$¢ pacjentow w odniesieniu do grupy guzéw glejowych.

ROZPOZNANIE HISTOPATOLOGICZNE (guzy glejowe) Liczba Pacjentow | Odsetek
GBM 28 27,18%
Giant cell glioblastoma 2 1,94%
GBM recidivans 24 23,30%
Giant cell gioblastoma recidivans 1 0,97%
GBM recidivans z elementami PNET 1 0,97%
GBM recidivans, partim anaplastic astrocytoma 1 0,97%
Pierwotny glejowy nowotwor ztosliwy 1 0,97%
Glioma anaplasticum NOS 1 0,97%
Glioma anaplasticum recidivans 1 0,97%
Neoplasma malignum anaplasticum 1 0,97%
Neoplasma malignum anaplasticum polymorphum 1 0,97%
Subependymal giant cell astrocytoma 1 0,97%
Astrocytoma fibrillare 2 1,94%
Astrocytoma fibrillare partim protoplasmaticum 1 0,97%
Astrocytoma fibrillare partim gemistocyticum 1 0,97%
Astrocytoma pilocyticum partim dedifferentiatum 1 0,97%
Anaplastic astrocytoma 19 18,45%
Astrocytoma pilocyticum 1 0,97%
Anaplastic astrocytoma recidivans 3 2,91%
Asytocytoma gemistocyticum 1 0,97%
Astrocytoma gemistocyticum in astrocytoma angioplasticum vertens 1 0,97%
Oligoastrocytoma anaplasticum 2 1,94%
Oligodendroglioma isomorphum 1 0,97%
Clear cell ependymoma 1 0,97%
Ganglioglioma 3 2,91%
Gliosarcoma 2 1,94%
Gliosarcoma recidivans 1 0,97%

1.2 Charakterystyka oponiakéw

Analizie poddano 50 prébek pozyskanych od pacjentéw z oponiakami sklasyfikowanymi jako |
(oponiaki fagodne) lub Il (oponiaki atypowe) stopien ztoSliwosci w skali WHO. Ich doktadng
charakterystyke kliniczng (wiek, pteé, rozpoznanie) przedstawiono w Tab.17 zamieszczonej w Aneksie
do niniejszej pracy. Zdecydowang wiekszos¢ (76%; 38/50) stanowity guzy tagodne (I. stopnia ), dwie
préby oceniono na pograniczu | i |l stopnia, a 10 zdiagnozowano jako guzy Il. stopnia (guz atypowy).
Niemal jedng czwartg probek (24%; 12/50) stanowity oponiaki wtdkniste (meningeoma fibrosum). Taki
sam odsetek stanowity oponiaki meningotelialne (meningeoma meningotheliale) i wraz z réznymi
odmianami ten ostatni typ oponiaka stanowit najwiekszg analizowang grupe. Najrzadszych, a
jednoczesnie najbardziej ztosliwych oponiakéw anaplastycznych nie analizowano w niniejszej pracy.
Kobiety stanowity 70% (35/50) badanej populacji, co odzwierciedla tendencje populacyjng. Sredni
wiek pacjentéw wynosit 57 lat, a zakres wieku oscylowat w granicach 31-87 lat. W obrebie kategorii
wiekowych, najliczniej reprezentowana byta kategoria 61-70 lat (32,5% 13/40 — pacjenci z | stopniem

ztosliwosci w skali WHO) oraz kategorie do 60 lat (80%; 8/10 - pacjenci z Il stopniem w skali WHO).
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Tab. 18 Ogélna charakterystyka pacjentéw z oponiakami.

OPONIAKI
Wiek (lata) zakres 31-87
Sredni 57
Pteé mezczyzni 15
kobiety 35
Klasyfikacja WHO °IV WHO 0
°lIl WHO 0
°1I/ll1 WHO 0
°ll WHO 10
°I/11 WHO 2
°l WHO 38
brak danych 0

Tab. 19 Zestawienie stopnia ztosliwosci oponiakéw z ptcig pacjentow

OPONIAKI
Kobiety | Mezczyzni
IV° WHO 0 0
I° WHO 0 0
I1/111° WHO 0 0
I1° WHO 2 8
I/11° WHO 2 0
1° WHO 31 7

Tab. 20 Zestawienie stopnia ztosliwosci oponiakéw z wiekiem pacjentow

‘WHO WIEK Razem
<50 51-60 61-70 >70
I 13 7 13 7 40
I 4 4 1 1 10
Ogot 17 11 14 8 50
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Podsumowanie WIEK
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Srednia=56,660000
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Minimum= 31,000000
Maksimum=87,000000
Odch.std= 13,133553 50

WIEK

Ryc. 27 Dane statystyczne przedstawiajace powigzanie wieku pacjentéw z zapadalnoscia na oponiaki w badanej

populacji.

Tab. 21 Liczebnos$¢ pacjentéw w odniesieniu do grupy oponiakéw.

ROZPOZNANIE HISTOPATOLOGICZNE (oponiaki) Liczba Pacjentow | Odsetek
Meningeoma fibrosum 12 24,00%
Meningeoma fibrosum psammomatosum 1 2,00%
Meningeoma transitionale 7 14,00%
Meningeoma angiomatosum 2 4,00%
Meningeoma angiomatosum, partim clarocellulare 1 2,00%
Meningeoma angiomatosum recidivans, partim clarocellulare 1 2,00%
Meningeoma meningotheliale 12 24,00%
Meningeoma meningotheliale, partim cellulare 1 2,00%
Meningeoma meningotheliale, partim fiborosum partim cellulare 1 2,00%
Meningeoma meningotheliale, partim necroticans et 1 2.00%
psammomatosum

Meningeoma meningotheliale, partim metaplasticum o
(xantomatosum) et psammomatosum L 2,00%
Meningeoma meningotheliale, partim microcysticum 1 2,00%
Meningeoma meningotheliale psammomatosum 1 2,00%
Meningeoma meningotheliale psammomatosum, partim necroticans 1 2 00%
et hyalinisans et
Meningeoma meningotheliomatosum, partim secretans et partim 1 2 00%
psammomatosum '
Meningeoma meningotheliomatosum, partim oxyphylicum 1 2,00%
Meningeoma cellulare, partim microcysticum 1 2,00%
Meningeoma cellulare recidivans 2 4,00%
Meningeoma/Solitary fibrous tumor 1 2,00%
Meningeoma atypicum 1 2,00%
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1.3 Dane na temat przezycia pacjentow z glejakami i oponiakami oraz krzywe przezycia
Kaplana-Meiera

Dane na temat przezycia pacjentéw z guzami glejowymi dostepne byty dla 49 osdéb, zas z oponiakami

dla 25 oséb. Zestawiono je w Tab. 22 i 23 w Aneksie do niniejszej pracy.

Za pomocg testu Manna-Whitney’a stwierdzono istnienie statystycznie istotnej zaleznosci pomiedzy

°*WHO pacjentéw, a wznowg (p=0,0008) oraz °"WHO pacjentéw, a czasem po ktérym pojawia sie

wznowa (p=0,04). Zatem wyzszy °WHO wskazywat wieksze prawdopodobienstwo pojawienia sie

wznowy, oraz krétszy czas pomiedzy operacjg, a wznowa.

Sporzadzono krzywe prawdopodobienstwa przezycia Kaplana-Meiera (Ryc. 28). Uwzgledniono

réowniez czas wolny od progresiji, czyli okres pomiedzy pierwotng diagnozg, a pojawieniem sie wznowy

guza (Ryc. 29).
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Ryc. 28 Prawdopodobienstwo przezycia pacjentéw z guzami glejowymi (linia niebieska) w poréwnaniu z oponiakami

(linia czerwona). Czas podano w miesigcach.
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Prawdopodobienstwo przezycia(bez wznowy) Kaplana-Meiera
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Ryc. 29 Prawdopodobienstwo przezycia bez wznowy pacjentéow z guzami glejowymi (linia niebieska) w poréwnaniu z

oponiakami (linia czerwona). Czas podano w miesigcach.

1.4 Charakterystyka guzéw przerzutowych

Populacja z guzami przerzutowymi obejmowata 10 pacjentéw, u ktérych guz pierwotny stanowit
nowotwor ptuca (u 7 pacjentéw), piersi (2 pacjentki) lub czerniak (1 pacjent). Dane na temat stadium
ztodliwosci guza przerzutowego do OUN nie byty znane. Najmiodszy pacjent miat 38, a najstarszy 74
lata, natomiast srednia wieku wynosita 59 lat. W niniejszej grupie kobiety stanowity 30% (3/10), zas
mezczyzni 70% (7/10). Szczegdtowe zestawienie analizowanych prob, wraz z charakterystykg
demograficzng poszczegdlnych pacjentéw, od ktérych zostaty pobrane zamieszczono w Aneksie do

niniejszej pracy (Tab. 24)

Tab. 25 Ogélna charakterystyka pacjentéw z guzami przerzutowymi.

GUZY PRZERZUTOWE
Wiek (lata) zakres 38-74
Sredni 59
Pte¢ mezczyzni 7
kobiety 3
Klasyfikacja WHO *b.d.

*b.d. brak danych
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Podsumowanie WIEK
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Ryc. 30 Dane statystyczne przedstawiajgce powigzanie wieku pacjentéw, z przerzutami do OUN.

2. Profil zmian metylacji w nowotworach OUN uzyskany technikag MSP

Celem okreslenia profilu zmian metylacji w wybranym panelu gendéw, DNA wyizolowany z tkanek
guzéw pobranych od pacjentéw operowanych z powodu nowotworow OUN, poddawano konwers;ji i
reakcjom MSP z zastosowaniem starteréw specyficznych dla tych genéw. Szczegdtowe wyniki analizy
metylacji wszystkich genéw wykonanej technikg MSP zamieszczone sg w Aneksie do niniejszej pracy
w Tab. 26 (wyniki analizy MSP dla guzéw glejowych), oraz w Tab. 27 (wyniki dla oponiakéw). Reakcje
uznawano za przeprowadzong prawidtowo, gdy: 1) proba kontrolna M (ang. methylated) dawata
prazek odpowiedniej wielkosci w reakcji ze starterami specyficznymi wzgledem sekwenc;ji
zmetylowanej, a nie dawata produktu w reakcji ze starterami dla sekwencji niezmetylowanej, 2) proba
kontrolna U (ang. unmethylated), wzglednie B (ang. brain) dawata wynik przeciwny, tzn. prazek
pojawiat sie tylko w reakcji ze starterami rozpoznajgcymi sekwencje niezmetylowang, 3) prdba Bl

(ang. blank) bez matrycy DNA nie dawata w obu reakcjach zadnego produktu.

Na Ryc. 31 i 32 przedstawiono przyktadowe elektroforegramy uzyskane tg technikg dla genu MGMT.

—
-

Wz M U Bl T91 T13T89T55T74 T18 T44 T7 T21 T45 T36 T39 T41T19 T60 T59

Ryc. 31 Badanie metylacji obszaru promotorowego genu MGMT — Reakcja ze starterami specyficznymi wzgledem

sekwencji zmetylowanej. Objasnienie skrétow: Wz — wzorzec masy, M — DNA kontrolne, catkowicie zmetylowane, U — DNA
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kontrolne catkowicie niezmetylowane, Bl — préba $leba, pozbawiona matrycy DNA. Numery oznaczaja kolejne préby. Prazek na
wysokosci odpowiadajgcej 81 pz wskazuje produkt amplifikacji badanej sekwencji promotorowej i $wiadczy o jej metylacji

(numer préby pisany czcionkg czerwong). Prazki ponizej to dimery starteréw.

41!

Wz M U Bl T91 T13T89T55T74 T18 T44 T7 T21 T45 T36 T39 T41T19T60 T59

Ryc. 32 Badanie metylacji obszaru promotorowego genu MGMT — Reakcja ze starterami specyficznymi wzgledem
sekwencji niezmetylowanej. Objasnienie skrotéw: Wz — wzorzec masy, M — DNA kontrolne, catkowicie zmetylowane, U — DNA
kontrolne catkowicie niezmetylowane, Bl — préba $leba, pozbawiona matrycy DNA. Numery oznaczajg kolejne préby. Prazek na
wysokosci odpowiadajgcej 93 pz wskazuje produkt amplifikacji badanej sekwencji promotorowej i $wiadczy o braku metylaciji

(numer préby pisany czcionkg niebieskg). Prazki ponizej to dimery starteréw.

2.1 Profil metylacji badanych genéw w guzach glejowych
2.1.1 Ocena czestosci metylacji genéw w powiazaniu z klasyfikacja guzéw wg WHO

Badaniu technikg MSP poddano 95 probek guzéw pochodzgcych od pacjentéw z glejakami. Dziesie¢
sposrod 13 badanych gendéw wykazywato metylacje u co najmniej jednego pacjenta. Najczesciej
zmetylowany okazat sie gen RASSF1A - 60,00% (57/95) probek, a kolejno RUNX3 - 54,74% (52/95) i
GATAG6 - 44,68% (42/94). Metylacje genu MGMT stwierdzono w 34,04% préb badanych (32/94),
P14ARF w 21,27% (20/94), CDKN2B (p15INK4B) w 14,89% (14/94), a CDKN2A (p16INK4A) w
12,63% (12/95). ATM zmetylowany byt w zaledwie dwéch prébkach - 2,11% (2/95), natomiast brak
metylacji we wszystkich probkach badanych wykazywaty geny ERCC1 - 0% (0/95), hMLH1 - 0%
(0/95), oraz NDRG2 - 0% (0/95). Oceny korelacji czesto$ci metylacji poszczegdlnych genéow w
zaleznosci od stopnia ztosliwosci wg klasyfikacji WHO dokonano na podstawie testu Fishera. Istotng
korelacje pomiedzy metylacja, a stopniem zlosliwosci guzéw glejowych stwierdzono tylko dla RUNX3
(Tab. 29).
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Czestos¢ metylacji badanych genéw w populacji pacjentow z guzami
glejowymi
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Ryc. 33 Diagram ilustrujacy czestos¢ metylacji badanych genéw w populacji pacjentow z guzami glejowymi.

Tab. 28 Zestawienie wynikéw reakcji MSP dla prébek guzow glejowych w powigzaniu z klasyfikacja WHO wraz z

wynikami testu Fishera.

Procent Status Test
Gen smetylowanych prob | mecyiagi|'VOWHO [ IOWHO | loWHO | towHO | ¢ 8
MGMT 34,04% (32/94) M 20 8 2 0 0= 0,43
U 35 15 7 4
M 0 0 0 0
ERCC1 0% (0/95
6 (0/95) U 56 23 9 4 -
hMLH1 0% (0/95) M 0 0 0 0 _
U 56 23 9 4
M 2 0 0 0
ATM 2,11% (2/95 0,99
b (2/99) U 54 23 9 4 P
CDKN2A M 8 3 1 0
12,63% (12/95 =09
(P16INK4A) 6 (12/95) U 48 20 8 4 P
p14ARF 21,27% (20/94) M 12 4 3 0 =06
U 43 19 6 4
CDKN2B M 9 1 2 1
14,89% (14/94 =025
(p15INK4B) 6 (14/94) U 46 22 7 3 P
RASSF1A 60,00% (57/95) M 33 15 6 L p=05
U 23 8 3 3
RUNX3 54,74% (52/95) M 35 12 2 O | ,-0,0173*
U 21 11 7 4
GATA 6 44,68% (42/94) M 28 8 1 2 p=01
U 27 15 8 2
NDRG2 0% (0/95) M 0 0 0 0 ~
U 56 23 9 4
PTEN 8,42% (8/95) M > 2 1 0 p=0,98
U 51 21 8 4
RARB 5,56% (5/90) M 3 1 1 0 0=07
U 48 22 8 4
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*Kolorem czerwonym zaznaczono wartos¢ statystycznie znamienna.

2.1.2 Ocena wspolwystepowania metylacji badanych genéw na podstawie wspoétczynnika
metylacji i jego powigzanie ze stopniem ztosliwosci guzéw i wiekiem pacjentéow

W celu oceny wspoétwystepowania metylacji rejonéw promotorowych analizowanych genéw obliczono
wspotczynnik metylacji (WM), bedacy ilorazem liczby zmetylowanych genéw dla danej préby (x) do
catkowitej liczby gendéw (13) poddanych analizie (x/13). Dane dla poszczegdlnych gendéw przedstawia
Tab.29. Metylacje obszaru promotorowego przynajmniej w jednym genie wykazywato 18,95%
wszystkich prob badanych. Najwyzszy zanotowany WM = 0,62 oznaczajgcy wyciszenie 8 genow
dotyczyt 1,05% wszystkich prob. Wsrdd glejakow 1V. stopnia wg WHO liczba zmetylowanych genéw
wahata sie od 0 do 8, z czego najliczniejsza grupa probek (21,43%) wykazywata metylacje 3 gendw.
Podobnie dla glejakéw Il stopnia w skali WHO, najliczniejsza (30,43%) grupe stanowity probki majace
3 zmetylowane geny. Glejaki nizszych stopni miaty znaczaco nizszg liczbe zmetylowanych gendw,

tym samym nizszy wspotczynnik metylacii.

Tab. 29 Zestawienie liczby zmetylowanych genéw u pacjentéw z guzami glejowymi w powigzaniu ze stopniem

ztosliwosci wg klasyfikacji WHO.

Liczba

zmetylowanych 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9-13
genow

Wspétczynnik 0 0,08 0,15 0,23 0,31 038 | 046 | 054 | 062 | 069-1
metylacji [WM]

S‘,{,ﬂg"&’;’;ysmmh 11,58% | 18,95% | 17,89% | 23,16%* | 15.79% | 9,47% | 2,11% | 0,00% | 1,05% | 0,00%
Glejaki IV'WHO [256] | g 300 | 17,869 | 17,86% | 21.43% | 19.64% | 8.93% | 3,57% | 0,00% | 1,79% | 0,00%
Glejaki PWHO [223] | 15 (404 | 13,049 | 26,09% | 30.43% | 13,04% | 4.35% | 0,00% | 0,00% | 0,00% | 0,00%
Glejaki WIPWHO 1] | 1000, | 0.009% | 0,00% | 000% | 0,00% | 0,00% | 0,00% | 0,00% | 0,00% | 0,00%
Glejaki IIP'WHO [8] 12,50% | 37,50% | 0,00% | 25,00% | 0,00% | 25,00% | 0,00% | 0,00% | 0,00% | 0,00%
Glejaki IIPWHO 1] | 4 5096 | 100% | 0,00% | 000% | 0,00% | 0,00% | 0,00% | 0,00% | 0,00% | 0,00%
Glejaki I'WHO [3] 33,33% | 33,33% | 33,33% | 0,00% | 0,00% | 0,00% | 0,00% | 0,00% | 0,00% | 0,00%

Poniewaz w zadnej z badanych préb nie stwierdzono metylacji wiecej niz 8 genéw (WM=>0,62), wyniki dla 9-13 gendéw zebrano

zbiorczo w jednej kolumnie. *Kolorem czerwonym zaznaczono warto$¢ statystycznie znamienng.

Za pomocg korelacji porzadku rang Spearmana dla kazdego z pacjentéw dokonano statystycznej
analizy zalezno$ci pomiedzy wspétczynnikiem metylacji (WM), a stopniem ztosliwosci wg klasyfikaciji
WHO, jak réwniez pomiedzy wspoétczynnikiem metylacji (WM), a wiekiem. Stosujgc test t-Studenta do
oceny istotnosci wspétczynnika korelacji R w obu przypadkach uzyskano znamiennos$¢ statystyczng
(odpowiednio p = 0,03 oraz p = 0,01; Tab. 30) Zatem wyzszy wspotczynnik metylacji (WM), tym
samym wieksza liczba zmetylowanych gendéw charakteryzowat guzy bardziej ztosliwe, jak rowniez

pacjentéw o bardziej zaawansowanym wieku.
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Tab. 30 Powigzanie wspétczynnika metylacji ze stopniem ztosliwosci guza i wiekiem pacjentow.

WSPOLCZYNNIK METYLACJI Wartos¢ p
WSPOLCZYNNIK METYLACJI & "WHO 0,03
WSPOLCZYNNIK METYLACJI & WIEK 0,01

2.1.3 Analiza wynikéw metylacji poszczegélnych genéw w powigzaniu z wiekiem pacjentéw

Dokonano réwniez analizy zaleznosci pomiedzy wynikami metylacji dla poszczegdinych gendw, a
wiekiem pacjentéw w 4 kategoriach wiekowych (<50, 51-60, 61-70 oraz >70 lat). Poziomy istotnosci
statystycznej p zestawiono w Tab. 31. Uzyskano znamiennosé¢ statystyczng w przypadku genu
RUNX3, dla ktérego % zmetylowanych préb relatywnie wzrastat w kolejnych grupach wiekowych, co

obrazuje ponizsza tabela (Tab. 32)

Tab. 31 Zaleznos$¢ pomiedzy wynikami metylacji poszczegoélnych genéw, a wiekiem Pacjentéw, w 4 kategoriach
wiekowych, tj. <50, 51-60, 61-70 oraz >70 lat. W analizie uwzgledniono tylko te geny, dla ktérych czestos¢ metylacji byta >0%.

Metylacja vs. wiek pacjenta
MGMT p= 0,09
ATM p= 0,65
CDKN2A (p16INK4A) p=0,31
pl4ARF p= 0,30
CDKN2B (p15INK5B) p= 0,65
RASSF1A p=0,14
RUNX3 p=0,03*
GATA 6 p= 0,50
PTEN p= 0,56
RARRB p=0,42

*Kolorem czerwonym zaznaczono warto$c¢ statystycznie znamienna.

Tab. 32 Rozklad wynikow metylacji dla genu RUNX3 w poszczegodlnych grupach wiekowych

Wyniki metylacji RUNX3 w powiagzaniu z wiekiem pacjentéw
Wynik WIEK
MSP <50 51-60 61-70 >70 Razem

M 12 19 15 6 52

U 17 20 5 1 43
Ogot 29 39 20 7 95
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2.1.4 Analiza wynikéw metylacji poszczegélnych genéw w powigzaniu z ptcig pacjentéw

Analiza wynikéw metylacji w powigzaniu z ptcig (analiza Chi-kwadrat oraz okreslenie wspotczynnika
korelacji Pearsona) wykazata, iz w populacji glejakéw metylacja poszczegdlnych gendéw nie jest

powigzana z picig pacjentéw.

Tab. 33 Zestawienie wynikéw metylacji z ptcig pacjentow.

Metylacja vs. pte€ pacjenta
MGMT p= 0,47
ATM p=0,92
CDKN2A (p16INK4A) p=0,13
pl4ARF p=0,16
CDKN2B (p15INK5B) p= 0,08
RASSF1A p= 0,80
RUNX3 p=0,11
GATA 6 p= 0,55
PTEN p= 0,60
RARRB p= 0,79

2.1.5 Ocena korelacji metylacji regionéw promotorowych poszczegélnych genéw z
rozpoznaniem histopatologicznym

Analiza testem Chi-kwadrat, w obrebie 5 najwiekszych liczebnie podtypéw glejakéw, tj. GBM, GBM
recidivans, anaplastic astrocytoma, anaplastic astrocytoma recidivans oraz astrocytoma fibrillare nie
wykazata metylacji specyficznej dla Zzadnego z nich i tym samym mozliwosci ich rozrézniania. Wartosé
p na podstawie testu Kruskala-Wallisa dla zaleznosci rozpoznanie vs. WM wynosita p = 0,40. Nie
stwierdzono zatem powigzania WM, a tym samym liczby zmetylowanych genéw z rozpoznaniem

histopatologicznym.

Tab. 34 Analiza powigzania metylacji poszczegdlnych genéw z rozpoznaniem histopatologicznym

Rozpoznanie histopatologiczne vs. metylacja
MGMT p= 0,65
ATM p= 0,47
CDKN2A (p16INK4A) p= 0,80
pl4ARF p= 0,56
CDKN2B (p15INK5B) p=0,45
RASSF1A p=0,98
RUNX3 p=0,23
GATA 6 p=0,23
PTEN p= 0,59
RARRB p=0,34
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Dokonano réwniez analizy poréwnawczej dwéch grup pacjentéw z rozpoznaniem GBM i GBM
recidivans (glejak wielopostaciowy wzgledem jego wznowa) oraz anaplastic astrocytoma versus
anaplastic astrocytoma recidivans (gwiazdziak anaplastyczny versus jego wznowa), pod wzgledem
metylacji poszczegdinych gendw. Nadmieni¢ nalezy, iz prébki guza pierwotnego i wznowy pochodzity
od réznych pacjentéw. Celem tej analizy byto sprawdzenie, czy metylacja ktérego$ z gendw réznicuje
dwie w/w grupy. Wykazano brak statystycznie istotnych zaleznosci. Przy przyjeciu za statystycznie
istotny poziomu p<0,05, Zzaden z gendw nie rozrézniat tych guzéw. Wyniki testu Chi-Kwadrat

przedstawiono w Tab. 35 i 36.

Tab. 35 Analiza powigzania metylacji poszczegélnych genéw w dwéch typach GBM.

GBM vs. GBM recidivans
MGMT p=0,75
ATM p=0,16
CDKNZ2A (p16INK4A) p=0,51
pl4ARF p= 0,38
CDKNZ2B (p15INK5B) p=0,17
RASSF1A p= 0,82
RUNXS3 p=0,14
GATA 6 p= 0,69
PTEN p=0,19
RARRB p=0,11

Tab. 36 Analiza powigzania metylacji poszczegélnych genéw w dwoéch typach gwiazdziakéw.

Anaplastic astrocytoma vs. anaplastic
astrocytomarecidivans
MGMT p=0,99
CDKN2A (p16INK4A) p= 0,50
pl4ARF p=0,31
CDKN2B (p15INK5B) p= 0,65
RASSF1A p=0,67
RUNX3 p=0,28
GATA 6 p=0,28
PTEN p= 0,65
RARRB p= 0,65

2.2 Profil metylacji badanych genéw w oponiakach

2.2.1 Ocena czestosci metylacji genéw w powigzaniu z klasyfikacjg guzéw wg WHO

Analizie MSP poddano 44 oponiaki. Osiem sposréd 12 badanych gendw wykazywato metylacje u co
najmniej jednego pacjenta (Ryc.34). Najczesciej zmetylowany okazat sie supresor pl4ARF -
zmetylowany w 31,82% (14/44) probek, a kolejno RASSF1A w 27,27% (12/44) i CDKN2B (p15INK4B)
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w 25,00% (11/44). Kolejne najczesciej zmetylowane geny to czynniki transkrypcyjne RUNX3 i GATAG,
zmetylowane odpowiednio u 15,91% (7/44) oraz 13,64% (6/44) pacjentow. Metylacje genu CDKN2A
(p16INK4A) stwierdzono w 9,09% prob badanych (4/44), ATM w 6,82% (3/44), natomiast RARB w
2,38% (1/42). Brak metylacji we wszystkich probkach badanych wykazywaty geny ERCC1 - 0% (0/44),
hMLH1 - 0% (0/44), oraz NDRG2 - 0% (0/44) i PTEN — 0% (0/44). Oceny korelacji czestosci metylacji
poszczegodinych gendéw w zaleznosci od stopnia ztosliwosci wg skali WHO dokonano na podstawie
testu Fishera (Tab. 37). Istotna statystycznie okazata sie korelacja pomiedzy metylacja RUNX3, a
stopniem ztosliwosci oponiakéw (stopien Il wzgledem stopnia |i I/Il w skali WHO), wskazujgc, ze guzy

bardziej ztosliwe charakteryzuje czestsza metylacja tego genu.

Czestos¢ metylacji badanych genéw w populacji pacjentéw z oponiakami
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90%

80%

70%

60%

50%
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30% 25,00% 27,27%
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Ryc. 34 Diagram ilustrujacy czestos¢ metylacji badanych genéw w populacji pacjentéow z oponiakami.
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Tab. 37 Zestawienie wynikow reakcji MSP dla probek oponiakéw w powiagzaniu z klasyfikacja WHO wraz z wynikami

testu Fishera.

Procent Status Test
GeN | Jmetylowanych prob | macragi| 1PWHO [IMIOWHO | 1owHO | (R
ERCC1 0% (0/44) M 0 0 0 ~
U 9 2 33
hMLH1 0% (0/44) M 0 0 0 ~
U 9 2 33
ATM 6,82% (3/44) M 0 0 3 p =099
U 9 2 30
CDKN2A . M 1 0 3 ~
(p16INK4A) 9,09% (4/44) U s 5 30 p=0,74
M 4 1 9
14ARF 31,82% (14/44 =038
P 6 (14/44) U 5 1 24 P
CDKN2B . M 3 0 8 ~
(oloiNKAB)|  25:00% (11/44) ' 6 > = =082
M 5 0 7
RASSF1A 27,27% (12/44 -01
SS 6 (12/44) U 4 2 26 p=0.15
RUNX3 15,91% (7/44) M > 0 S p = 0,03*
U 4 2 28
GATA 6 13,64% (6/44) M 0 0 6 p =049
U 9 2 27
NDRG2 0% (0/44) M 0 0 0 ~
U 9 2 33
PTEN 0% (0/44) M 0 0 0 ~
U 9 2 33
M 1 0 0
RAR 2,38% (1/42 ~02
B o (1/42) U 6 2 33 P

*Kolorem czerwonym zaznaczono warto$¢ statystycznie znamienna.

2.2.2 Ocena wspolwystepowania metylacji badanych genéw na podstawie wspoéiczynnika
metylacji (WM) i jego powigzanie ze stopniem zlosliwosci guzéw i wiekiem pacjentow

Analiza metylacji wykazata w 34,09% wszystkich préb badanych metylacje obszaru promotorowego

przynajmniej w jednym genie. Najliczniejszy wariant wspotwystepowania statusu metylacji WM = 0,33

oznaczajgcy wyciszenie 4 gendw dotyczyt 2,27% wszystkich préb. W&réd oponiakéw | stopnia

ztosliwosci w skali WHO liczba zmetylowanych gendw wahata sie od 0 do 3. Ponad potowa oponiakéw

Il stopnia w skali WHO miata zmetylowany 1 gen.
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Tab. 38 Zestawienie liczby zmetylowanych genéw u pacjentéw z guzami glejowymi w powigzaniu ze stopniem

ztosliwosci wg klasyfikacji WHO.

Liczba zmetylowanych genéw 0 1 > 3 4 5.12

Wspobtczynnik metylacji [WM] 0 0.08 017 0.25 033 0.42-1

Oponiaki wszystkich "WHO [244] 25.00% | 34,09%* | 27,27% | 11,36% | 2,27% | 0,00%

Oponiaki w I'WHO [9] 0,00% | 5556% | 22,22% | 11,11% | 11,11% | 0,00%

Oponiaki w I?/lI* WHO [2] 50,00% | 50,00% | 0,00% | 0,00% | 0,00% | 0,00%

Oponiaki w I"WHO [33] 30,30% | 27,27% | 30,30% | 12,12% | 0,00% | 0,00%

Poniewaz w zadnej z badanych préb nie stwierdzono metylacji wiecej niz 4 genéw (WM>0,33), wyniki dla 5-12 genéw zebrano

zbiorczo w jednej kolumnie.*Kolorem czerwonym zaznaczono wartos¢ statystycznie znamienng.

Za pomocg korelacji porzadku rang Spearmana dla kazdego z pacjentéw dokonano statystycznej
analizy zaleznosci pomiedzy wspotczynnikiem metylacji (WM), a stopniem ztosliwosci wg klasyfikacji
WHO, jak réwniez pomiedzy wspotczynnikiem metylacji (WM), a wiekiem. Istotno$¢ wspofczynnika
korelacji R badano testem t Studenta. W obu przypadkach nie uzyskano znamiennosci statystycznej

(odpowiednio p = 0,28 oraz p = 0,40). Szczegdtowe wyniki tej analizy przedstawiono w Tab. 39.

Tab. 39 Powigzanie WM ze stopniem ztosliwosci guza i wiekiem pacjentow.

WSPOLCZYNNIK METYLACJI Wartos¢ p
WSPOLCZYNNIK METYLACJI & "WHO 0,28
WSPOLCZYNNIK METYLACJI & WIEK 0,40

2.2.3 Analiza wynikéw metylacji poszczegélnych genéw w powigzaniu z wiekiem pacjentow

Dokonano analizy zaleznosci pomiedzy wynikami metylacji dla poszczegdlnych gendw, a wiekiem
pacjentow w 4 kategoriach wiekowych (<50, 51-60, 61-70 oraz >70 lat). Poziomy istotnosci
statystycznej p zestawiono w Tab 41. Nie uzyskano znamiennosci statystycznej dla Zzadnego z

analizowanych gendw.

Tab. 40 Zaleznos$¢ pomiedzy metylacja poszczegélnych genéw, a wiekiem pacjentéw. W analizie uwzgledniono tylko te

geny, dla ktérych czestos¢ metylacji byta >0%.

Metylacja vs. wiek Pacjenta
ATM p=0,14
CDKN2A (p16INK4A) p= 0,47
pl4ARF p= 0,58
CDKN2B (p15INK5B) p=0,46
RASSF1A p= 0,36
RUNX3 p= 0,66
GATA 6 p= 0,57
RARR p=0,19
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2.2.4 Analiza wynikéw metylacji poszczegélnych genéw w powigzaniu z picig pacjentéw

Analiza wynikéw metylacji w powigzaniu z ptcig (analiza Chi-kwadrat oraz okreslenie wspotczynnika

korelacji Pearsona — Tab.41) wykazata, iz w populacji oponiakow gen RASSF1A jest relatywnie

czesciej zmetylowany u mezczyzn anizeli u kobiet (p = 0,04). Metylacja pozostatych genéw nie jest

powigzana z ptcig pacjentow. W Tab. 42 przedstawiono szczegétowe dane liczbowe na temat tego

genu.

Tab. 41 Zestawienie wynikéw metylacji z ptcig pacjentow.

Metylacja vs. pte¢ pacjenta

ATM p=0,26
CDKN2A (p16INK4A) p= 0,89
pl4ARF p=0,95
CDKN2B (p15INK5B) p= 0,96
RASSF1A p= 0,04*
RUNX3 p= 0,51
GATA 6 p= 0,51
RARR p=0,20

*Kolorem czerwonym zaznaczono warto$¢ statystycznie znamienna.

Tab. 42 Zalezno$¢ metylacji RASSF1A od ptci pacjenta.

Wyniki metylacji RASSF1A w powigzaniu z ptcig pacjentéw

PLEC
Wynik MSP Kobieta Mezczyzna Razem
M 6 6 12
U 25 6 31
Ogot 31 12 43

2.3 Poréwnanie wynikéw analizy metylacji metodag MSP w populacjach glejakéw i oponiakéw

Stwierdzono znamienng statystycznie réznice pomiedzy wartoscig sredniego wspétczynnika metylacji

(WM) dla guzéw glejowych i oponiakéw (p = 0,004). Guzy glejowe wykazywaty wyzszy WM anizeli

oponiaki. Metylacja gendw RASSF1A, RUNX3, GATA6 oraz PTEN w sposéb istotny statystycznie

réznicowata guzy glejowe od oponiakéw. Glejaki wykazywaly istotnie czestszg metylacje tych gendw.
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Tab. 43 Poréwnanie metylacji wybranych genéw w glejakach i oponiakach. Kolorem czerwonym zaznaczono réznice
statystycznie znamienne.

Wyniki MSP glejaki vs. oponiaki
Gen Wartos¢ p
ATM p=0,16
CDKN2A (p16INK4A) p=0,57
pl4ARF p= 0,29
CDKN2B (p15INK5B) p= 0,26
RASSF1A p= 0,0005*
RUNX3 p= 0,000007
GATA 6 p= 0,002
PTEN p= 0,05
RARRB p=0,72

*Kolorem czerwonym zaznaczono warto$c¢ statystycznie znamienna.

3. Ocena metylacji genéw MGMT i NDRG2 w nowotworach OUN uzyskanej technika
pirosekwencjonowania

W celu zweryfikowania wynikéw uzyskanych technikg MSP w odniesieniu do MGMT oraz NDRG2
przeprowadzono szczegoétowg analize metylacji 5 dinukleotydéw CpG w promotorach tych genéw na
drodze pirosekwencjonowania.

Ryc. 35 — 40 przestawiajg przyktadowe pirogramy uzyskane w wyniku analizy DNA tkanki nowotworej.

B4:T/CGTTTTGT/CGTTTT/CGAT/CGTTT/CGTAGG
84% 85% | 83%| 65% | 86% |

15
10

Ryc. 35 Pirogram dla obszaru promotorowego genu MGMT préby T72 — anaplastic astrocytoma.
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F1:T/CGTTTTGT/CGTTTT/CGAT/CGTTT/CGTAGG

8% 10% 0% 0% 0%

Ryc. 36 Pirogram dla obszaru promotorowego genu MGMT préby T67 - anaplastic astrocytoma.

B6:T/CGTTTTGT/CGTTTT/CGAT/CGTTT/CGTAGG
46% 46% | 46%| 42% 14%

20

Ryc. 37 Pirogram dla obszaru promotorowego genu MGMT préby T10 — GBM.

A6 : C/TGGAGC/TGGGC/TGTTC/TGGTTGTTGC/TGTATAAAGGT

13% 14% | 19%| 31% 22%
20
15
10

Ryc. 38 Pirogram dla obszaru promotorowego genu NDRG2 proby T66 - Astrocytoma pilocyticum partim
dedifferentiatium.

B6: C/TGGAGC/TGGGC/TGTTC/TGGTTGTTGC/TGTATAAAGGT

8% 18% 13% 18% 16%
20
15
10f--

Ryc. 39 Pirogram dla obszaru promotorowego genu NDRG2 préby T3 — GBM.
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B3:C/TGGAGC/TGGGC/TGTTC/TGGTTGTTGC/TGTATAAAGGT

7% 10%| 10%| 13% 13%

15
10

Ryc. 40 Pirogram dla obszaru promotorowego genu NDRG2 préby T53 — Giant cel glioblastoma recidivans.

3.1 Analiza wynikéw metylacji MGMT na podstawie reakcji pirosekwencjonowania — guzy
glejowe

Szczegotowe wyniki analizy metylacji MGMT wykonanej technikg pirosekwencjonowania dla glejakow

przedstawione sg w Tab. 44 zamieszczonej w Aneksie do niniejszej pracy.

3.1.1 Ocena czestosci metylacji MGMT

Badaniu poddano prébki guzéw od 91 pacjentéw z glejakami, z czego 55 stanowity guzy IV° WHO, 22
Il "'WHO, 7 1ll "WHO, 1 I/ll "WHO, 3 °l WHO oraz 3 nie byly przyporzadkowane do zadnego ze stopni
ztodliwosci wg klasyfikacji WHO. Przyjmujgc jako wartos¢ graniczng Sredniej metylacji pieciu CpG
wynik 12%, stwierdzono, ze 39 pacjentéw miato zmetylowany gen MGMT, natomiast 52 wykazywato
brak metylacji tego genu. Zatem odsetek pacjentéw wykazujgcych metylacje wynosit 42,86% (39/91).
Najnizszy sredni poziom metylacji pieciu CpG reprezentowata probka T17, od pacjenta z GBM -
12,11%, natomiast najwyzszy probka T58 — Neoplasma malignum anaplasticum (prawdopodobnie
ztosliwy glejak), wykazujgca metylacje na poziomie 86,27%. Usrednione wartosci metylacji w grupie
pacjentow u ktérych stwierdzono metylacje tego genu wynosity dla kolejnych dinukleotydéw CpG1-
CpG5 odpowienio 49,07%, 52,59%, 42,72%, 39,65% oraz 35,78%. Zatem najwyzszy poziom metylacji
charakteryzowat dinukleotyd CpG2, natomiast najnizszy dinukleotyd CpG5. Zaleznos¢ ta

przedstawiona jest na Ryc. 41.
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Srednia metylacji poszczegéinych dinukleotydéw CpG [%] genu MGMT w
probkach glejakéw uznanych za zmetylowane
100%
90%
80%
70%
60% 9
0 49,07% 52,59%
50% az,1Zz% 39 65%
40% ’ 35,78%
30%
20%
10%
0% T T T
CpG1 CpG2 CpG3 CpG4 CpG5

Ryc. 41 Usredniona wartos$¢ procentowa metylacji pieciu kolejnych dinukleotydéw CpG genu MGMT obliczona dla

prébek uznanych za zmetylowane.

3.1.2 Ocena korelacji metylacji MGMT ze stopniem ztosliwosci, wiekiem oraz picig pacjentéw

Dla guzéw glejowych | stopnia w skali WHO $redni poziom metylacji wszystkich badanych CpG
wynosit 4,97%, co zgodnie z klasyfikacjg binarng uzna¢ by trzeba za probki o niezmetylowanym
statusie MGMT, podczas gdy dla guzéw bardziej ztosliwych wartosci te byty bardzo zblizone i wynosity
odpowiednio 28,11%, 21,31% oraz 22,07% dla II, Ill oraz IV stopnia wg klasyfikacji WHO. Analiza
statystyczna uwzgledniajgca wartosci metylacji w kolejnych dinukleotydach CpG nie wykazata jednak
istnienia statystycznie istotnych réznic w poziomach metylacji dla poszczegolnych dinukleotydow CpG
w odniesieniu do guzéw réznych stopni ztosliwosci, co najprawdopodobniej wynikato z matej liczby

préb w poszczegdlnych grupach (Ryc. 42, Tab. 45).
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Sredni poziom metylacji MGMT dla poszczegélnych dinukleotydéw
CpG w guzach glejowych o réznym stopniu ztosliwosci

40,00% -

35,00% -

30,00% -

25,00% -

20,00% -

15,00% -

10,00% -

5,00% -

mCpG1l

H CpG2
mCpG3
m CpG4
m CpG5

0,00%

°l +°1/Il WHO

°IlWHO °ll WHO °IV WHO

Ryc. 42 Poréwnanie srednich wartosci procentowych metylacji pieciu kolejnych dinukleotydéow CpG genu MGMT

pacjentéw z guzami glejowymi o roznym stopniu ztosliwosci wg klasyfikacji WHO.

Tab. 45 Srednie poziomy metylacji pieciu dinukleotydéw CpG w glejakach o réznym stopniu ztosliwosci.

"WHO Liczba prob Sredni poziom metylacji we wszystkich badanych CpG
I°il°/11° WHO 4 497% +1,78
II° WHO 7 28,11% +7,71
l° WHO 22 21,31% + 3,46
V¢ WHO 55 22,07% + 3,31

Wartoéci p obliczone na podstawie testu Kruskala-Wallisa przedstawiajgce zalezno$¢ pomiedzy

metylacjg w poszczegolnych dinukleotydach CpG, a klasyfikacja WHO przedstawia Tab. 46 oraz Ryc.

43.

Tab. 46 Poréwnanie wynikéw metylacji w poszczegélnych dinukleotydach CpG genu MGMT, ze stopniem ztosliwosci w

skali WHO pacjentéw z glejakami.

CpG Wartosc¢ p
CpG1 p = 0,54
CpG2 p=0,39
CpG3 p=0,55
CpG4 p=0,78
CpG5 p=0,53
Srednia ze wszystkich CpG p=0,55
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Ryc. 43 Zaleznos$ci miedzy metylacja MGMT w poszczegélnych dinukleotydach CpG, a stopniem ztosliwosci glejakow.
Kazda kolejna rycina przedstawia jeden dinukleotyd. Srodkowy kwadracik wskazuje mediane, duzy kwadrat okresla 25-75
centyl, a ,wasy” wskazujg wartos$¢ najwyzszego i najnizszego wyniku. Cyfry arabskie na osi odcietych: 1, 2, 3, oraz 4 oznaczajg

odpowiednio I, Il, Ill, oraz IV stopien ztosliwosci wg WHO.

Korzystajgc z testu Kruskala-Wallisa dokonano rowniez analizy zaleznosci metylacji w

poszczegdlnych dinukleotydach CpG od wieku pacjentéw i ustalono, ze poziom metylacji MGMT w
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dinukleotydzie CpG3 oraz CpG4 byt skorelowany z wiekiem pacjentéw z guzami glejowymi i. wzrastat
wraz z wiekiem pacjentéw. Szczegdtowe zestawienie danych z obliczen statystycznych przedstawia
Tab. 47)

Tab. 47 Poréwnanie metylacji w poszczegoélnych dinukleotydach CpG z wiekiem pacjentow.

CpG Warto$é p
CpG1 p=0,10
CpG2 p=0,15
CpG3 p =0,01*
CpG4 p = 0,05
CpG5 p=0,12
Srednia ze wszystkich CpG p=0,24

*Kolorem czerwonym zaznaczono warto$¢ statystycznie znamienna.

Analiza statystyczna wynikéw na podstawie testu U Manna-Whitney’a (Tab. 48) wykazata natomiast,
ze warto$¢ procentowa metylacji w poszczegoélnych dinukleotydach CpG genu MGMT byta niezalezna

od pici pacjentow.

Tab. 48 Poréwnanie metylacji w poszczegoélnych dinukleotydach CpG z ptcig pacjentow.

CpG Warto$¢ p
CpG1 p=0091
CpG2 p=0.32
CpG3 p =0,96
CpG4 p = 0,97
CpG5 p=0,31
Srednia ze wszystkich CpG p=0,72

3.1.3 Ocena korelacji metylacji MGMT z przezyciem pacjentéw i czasem wolnym od wznowy

Na podstawie analizy korelacji porzgdku rang Spearmana wykazano brak statystycznie istotnej
zaleznosci pomiedzy metylacjg MGMT, liczong jako srednia z pieciu dinukleotydéw CpG, oraz w
kazdym dinukleotydzie osobno, a niezaleznym od leczenia operacyjnego przezyciem chorych, jak

réwniez czasem wolnym od wznowy (Tab. 49 i 50).

Tab. 49 Powigzanie metylacji MGMT w poszczegdlnych dinukleotydach CpG, z dlugoscia zycia chorych na glejaki.

CpG Warto$¢ p
CpG1 p=0,85
CpG2 p=0,92
CpG3 p=1
CpG4 p=0,21
CpG5 p=0,79
Srednia ze wszystkich CpG p=1
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Tab. 50 Powiazanie metylacji MGMT w poszczegélnych dinukleotydach CpG, z czasem wolnym od wznowy chorych na

glejaki.
CpG Wartosc¢ p

CpG1 p=0,93
CpG2 p=0,75
CpG3 p=0,81
CpG4 p=0,34
CpG5 p =0,57
Srednia ze wszystkich CpG p=0,72

3.1.4. Porownanie wynikow uzyskanych metoda MSP i pirosekwencjonowania

Poréwnanie wynikéw uzyskanych metodg MSP i pirosekwencjonowania wykazato zgodny status
metylacji MGMT w 83 prébach badanych, réznigc sie zas w 8 przypadkach. Zatem w 91,21% obie
metody daty identyczny wynik jakosciowy. Sze$¢ z o$miu niezgodnych wynikéw stanowity przypadki,
gdy pirosekwencjonowanie wykazywato metylacje, podczas gdy MSP wskazywato na brak metylaciji
genu. W przypadku jednej probki (T51) sytuacja byta odwrotna, natomiast jedna prébka (T38) z rac;ji
braku jednoznacznego wyniku MSP réwniez zaklasyfikowana byta jako niezgodna. Szczegdtowe
zestawienie tych danych przedstawia Tab. 44 zawarta w Aneksie do niniejszej pracy.Komentujgc te
dane nalezy stwierdzic¢, ze sekwencje badane obydwiema metodami sg tylko w czesci zbiezne, tzn. z
pieciu analizowanych metodg pirosekwencjonowania dinukleotydéw CpG trzy stanowig miejsce
wigzania dla starteréw uzytych do MSP. Jednoczesnie MSP analizuje kolejne 6 CpG (w sumie 9
CpG).

3.2 Analiza wynikéw metylacji NDRG2 na podstawie reakcji pirosekwencjonowania — guzy
glejowe

Szczegotowe wyniki analizy metylacjii NDRG2 wykonanej technikg pirosekwencjonowania dla

glejakow zawarte sg w Tab. 51 zamieszczonej w Aneksie do niniejszej pracy.

3.2.1 Ocena czestosci metylacji NDRG2

Analiza metylacji genu NDRG2 zostata przeprowadzona na 82 prébkach pochodzgcych od pacjentéow
z guzami glejowymi. Ponad potowa (48/82) stanowita guzy IV "WHO, 21 probek stanowity guzy I
°*WHO, zas guzy stopnia Il, I/ll oraz | reprezentowane byty przez odpowiednio 6, 1 oraz 3 prébki.
Dodatkowo trzy prébki nie miaty przyporzgdkowanego stopnia ztosliwosci wg klasyfikacji WHO.
Przyjmujgc za linie odciecia wartos¢ 11% wykazano, ze 70,73% (58/82) probek charakteryzowato sie
metylacja powyzej poziomu reprezentowanego przez kontrolng zdrowg tkanke moézgu (Ryc. 44).
Najwyzszg metylacjg charakteryzowat sie dinukleotyd CpG4, ktérego $redni poziom metylacji

wszystkich probek wynosit 31,27%, natomiast najnizszg wartos¢ zanotowano dla CpG1 = 14,23.

87



Srednia metylacji poszczegéinych dinukleotydéw CpG [%] genu NDRG2
w prébkach glejakow uznanych za zmetylowane
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Ryc. 44 Usredniona warto$¢ procentowa metylacji pieciu kolejnych dinukleotydéw CpG genu NDRG2 obliczona dla

prébek glejakéw uznanych za zmetylowane.

3.2.2 Ocena korelacji metylacji NDRG2 ze stopniem ztosliwosci, wiekiem, oraz ptcig pacjentéow

Srednie warto$ci metylacji wszystkich dinukleotydéw CpG genu NDRG2 nie przekraczaty 20% we
wszystkich czterech kategoriach ztosliwosci glejakéw. Analiza statystyczna uwzgledniajgca
poszczegoblne dinukleotydy nie wykazata istotnych statystycznie réznic w poziomach metylacji
pomiedzy guzami I, Il, lll, oraz IV stopnia zlosliwosci wg WHO (test Kruskala-Wallisa) (Ryc. 45, 46,
Tab. 51).
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Sredni poziom metylacji NDRG2 dla poszczegélnych dinukleotydéw

CpG w guzach glejowych o réznym stopniu ztosliwosci
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Ryc. 45 Poréwnanie srednich wartosci procentowych metylacji pieciu kolejnych dinukleotydéw CpG genu NDRG2

pacjentéw z guzami glejowymi o réznym stopniu ztosliwosci wg klasyfikacji WHO.

Tab. 52 Srednie poziomy metylacji pigciu dinukleotydéw CpG genu NDRG2 w glejakach o réznym stopniu ztosliwosci.

‘WHO Liczba prob Sredni poziom metylacji we wszystkich badanych CpG
[°+1°/1I° WHO 4 13,71% £ 4,15
II° WHO 6 12,13% + 2,74
l° wHoO 21 17,16% + 4,68
IV° WHO 48 17,85% + 5,74

Tab. 53 Poréwnanie wynikéw metylacji w poszczegdélnych dinukleotydach CpG genu NDRG2, ze stopniem ztosliwosci

w skali WHO pacjentéw z glejakami.

CpG Wartos¢ p
CpGH1 p =054
CpG2 p=0,72
CpG3 p=0,63
CpG4 p=0,42
CpG5 p = 0,69
Srednia ze wszystkich CpG p=0,53
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Ryc.46 Zaleznosci miedzy metylacja NDRG2 w poszczegoélnych dinukleotydach CpG, a stopniem ztosliwosci glejakow.
Kazda kolejna rycina przedstawia jeden dinukleotyd. Srodkowy kwadracik wskazuje mediane, duzy kwadrat okresla 25-75
centyl, a ,wasy” wskazujg wartos$¢ najwyzszego i najnizszego wyniku. Cyfry arabskie na osi odcietych: 1, 2, 3, oraz 4 oznaczajg

odpowiednio odpowiednio I, I, lll, oraz IV stopien ztosliwosci wg WHO.

Test Kruskala-Wallisa zastosowany do badania zaleznosci miedzy wynikami metylacji w
poszczegolnych dinukleotydach CpG genu NDRG2, a wiekiem pacjentéw z guzami glejowymi nie
wykazat istotnych statystycznie zaleznosci. Szczegdétowe wartosci pozioméw istotnosci p zestawiono

w ponizszej tabeli (Tab. 54).
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Tab. 54 Poréwnanie metylacji w poszczegélnych dinukleotydach CpG genu NDRG2 z wiekiem pacjentéw z guzami

glejowymi.

CpG Wartosc¢ p
CpG1 p=0,82
CpG2 p=0,66
CpG3 p=0,89
CpG4 p=0,49
CpG5 p=0,78
Srednia ze wszystkich CpG p=0,74

Wykorzystujgc test U Manna-Whitney’a okreslono réwniez wartosci p dla relacji wynik metylacji w
poszczegolnych CpG, a pte¢ pacjentdéw z glejakami. Nie wykazano istnienia relacji znamiennych

statystycznie.

Tab. 55 Poréwnanie metylacji w poszczegéinych dinukleotydach CpG genu NDRG2 z picig pacjentéw z guzami

glejowymi.

CpG Wartos¢ p
CpG1 p=0,38
CpG2 p=0,21
CpG3 p=0,94
CpG4 p=0,81
CpG5 p=0,34
Srednia ze wszystkich CpG p=0,42

3.2.3 Ocena korelacji metylacji NDRG?2 z przezyciem i czasem wolnym od wznowy

Na podstawie analizy korelacji porzgdku rang Spearmana wykazano brak statystycznie istotnej
zaleznosci pomiedzy metylacja NDRG2, liczong jako $rednia z pieciu dinukleotydéw CpG, oraz w

kazdym dinukleotydzie osobno, a przezyciem chorych, jak réwniez czasem wolnym od wznowy.

Tab. 56 Powigzanie metylacji NDRG2 w poszczegoélnych dinukleotydach CpG, z dtugoscia zycia chorych na glejaki.

CpG Wartosc¢ p
CpG1 p =0,08
CpG2 p =0,96
CpG3 p=0,21
CpG4 p=0,25
CpG5 p=0,86
Srednia ze wszystkich CpG p =0,56
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Tab. 57 Powigzanie metylacji NDRG2 w poszczegolnych dinukleotydach CpG, z czasem wolnym od wznowy (tzn.

okresem od operacji do momentu pojawienia sie¢ wznowy) chorych na glejaki.

CpG Wartosc¢ p
CpG1 p=0,15
CpG2 p=0,81
CpG3 p=0,38
CpG4 p=0,45
CpG5 p=0,51
Srednia ze wszystkich CpG p=0,33

3.2.4 Poréwnanie wynikow uzyskanych metoda MSP i pirosekwencjonowania

Poréwnanie wynikéw uzyskanych metodg MSP i pirosekwencjonowania wykazato zgodny status
metylacji NDRG2 w 25 prébach badanych, réznigc sie zas w 57 przypadkach. Szczegotowe
zestawienie tych danych przedstawia Tab. 51 zawarta w Aneksie do niniejszej pracy. Zaznaczy¢ przy
tym nalezy, iz sekwencje badane obydwiema metodami nie pokrywaty sie, tzn. 5 analizowanych
metodg pirosekwencjonowania dinukleotydow CpG lezy w odlegtosci 643 nt w kierunku 3’ wzgledem

ostatniego z 4 dinukleotydéw badanych przez MSP.

3.3 Analiza wynikéw metylacji NDRG2 na podstawie reakcji pirosekwencjonowania — oponiaki

Szczegotowe wyniki analizy metylacji NDRG2 wykonanej technikg pirosekwencjonowania dla

oponiakéw zawarte sg w Tab. 58 zamieszczonej w Aneksie do niniejszej pracy.

3.3.1 Ocena czestosci metylacji genu NDRG2

Analiza metylacji genu NDRG2 zostata przeprowadzona na 25 prébkach pochodzgcych od pacjentéow
z oponiakami. Wiekszos¢ stanowity guzy tagodne w | oraz /1l stopniu ztosliwosci wg klasyfikacji WHO
(72,00%; 18/25). Pozostate 7 guzow sklasyfikowano jako stopien Il. Przyjmujgc za linie odciecia
warto$¢ 11% wykazano, iz 84,00% prébek (21/25) wykazywato metylacije powyzej poziomu
stwierdzonego w DNA zdrowej tkanki mézgu. Najwyzszg metylacjg charakteryzowat sie dinukleotyd
CpG4, ktérego Sredni poziom metylacji wszystkich prébek wynosit 27,60%, natomiast najnizszg

wartos¢ zanotowano dla CpG1 = 8,17% (Ryc. 47).
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Srednia metylacji poszczegéinych dinukleotydéw CpG [%] genu NDRG2
w prébkach oponiakéw uznanych za zmetylowane

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%

20% 14,059

8,17%
10%

o |

CpG1 CpG2 CpG3 CpG4

27,60%

17,14%

Ryc. 47 Usredniona warto$¢ procentowa metylacji pieciu kolejnych dinukleotydéw CpG genu NDRG2 obliczona dla

prébek oponiakéw uznanych za zmetylowane.

3.3.2 Ocena korelacji metylacji NDRGZ2, ze stopniem ztosliwosci, wiekiem, oraz ptcig pacjentéw

Jak przedstawia Ryc. 48 srednie wartosci metylacji wszystkich dinukleotydow CpG genu NDRG2 nie

przekraczaty 20% w obu kategoriach zto$liwosci oponiakow.

Sredni poziom metylacji NDRG2 dla poszczegélnych dinukleotydéw
CpG w oponiakach o réznym stopniu ztosliwosci
40,00% -
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Ryc. 48 Poréwnanie srednich wartosci procentowa metylacji pigciu kolejnych dinukleotydéow CpG genu NDRG2
pacjentéw z oponiakami o roznym stopniu ztosliwosci wg klasyfikacji WHO.

93



Tab. 59 Poziomy metylacji pigeciu dinukleotydow CpG genu NDRG2 w oponiakach o roznym stopniu ztosliwosci.

‘WHO Liczba prob Sredni poziom metylacji we wszystkich badanych CpG
[°+ 1/1l° WHO 18 15,90% + 5,53
II° WHO 7 13,71% + 8,41

Wykazano statystycznie istotng korelacje (test Kruskala-Wallisa) pomiedzy metylacjg w dwdch
pierwszych badanych dinukleotydach, czyli CpG1 oraz CpG2, a stopniem ztosliwosci wg klasyfikacji
WHO. Wyzsze wartosci metylacji w tym dinukleotydzie wykazywali pacjenci z oponiakami tagodnymi
(Tab. 60, Ryc. 49).

Tab. 60 Poréwnanie wynikéw metylacji w poszczegdélnych dinukleotydach CpG genu NDRG2, ze stopniem ztosliwosci

w klasyfikacji WHO pacjentéw z oponiakami.

CpG Wartos¢ p
CpG1 p = 0,04*
CpG2 p =0,04
CpG3 p=0,69
CpG4 p=0,98
CpG5 p=0,38
Srednia ze wszystkich CpG p=0,26

*Kolorem czerwonym zaznaczono warto$c¢ statystycznie znamienna.
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Ryc. 49 Zaleznosci miedzy metylacja NDRG2 w poszczegélnych dinukleotydach CpG, a stopniem ziosliwosci
oponiakéw. Kazda kolejna rycina przedstawia jeden dinukleotyd. Srodkowy kwadracik wskazuje mediane, duzy kwadrat
okresla 25-75 centyl, a ,wasy” wskazujg warto$¢ najwyzszego i najnizszego wyniku. Cyfry arabskie na osi odcietych: 1 i 2
oznaczajg odpowiednio | WHO i Il stopien ztosliwosci wg klasyfikacji WHO.

Na podstawie testu Kruskala-Wallisa wykazano réwniez, iz Srednia metylacja wszystkich pieciu CpG
NDRG2 w populacji oponiakéw koreluje z wiekiem. Wyzsze poziomy metylacji stwierdzono u

pacjentow starszych (p=0,03). Na granicy znamiennosci statystycznej byto réwniez powigzanie
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pomiedzy metylacjiag NDRG2 w dinukleotydzie CpG2, a wiekiem pacjentéw, tj. im bardziej

zaawansowany wiek, tym wyzsza metylacja w CpG2 (p=0,06).

Tab. 61 Poréwnanie metylacji w poszczegoélnych dinukleotydach CpG genu NDRG2 z wiekiem pacjentéw z oponiakami.

CpG Wartosc¢ p
CpG1 p=0,22
CpG2 p =0,06
CpG3 p =0,65
CpG4 p=0,13
CpG5 p=0,96
Srednia ze wszystkich CpG p =0,03*

*Kolorem czerwonym zaznaczono warto$c¢ statystycznie znamienng.

Wykorzystujgc test U Manna-Whitney’a okreslono réwniez wartos¢ poziomu istotnosci p dla relaciji
wynik metylacji w poszczegélnych CpG, a pte¢ pacjentdw z oponiakami. Uzyskano znamienny
statystycznie wynik dla CpG2 oznaczajacy, ze statystycznie wyzsze poziomy metylacji miaty kobiety,
anizeli mezczyzni.

Tab. 62 Poréwnanie metylacji w poszczegoélnych dinukleotydach CpG genu NDRG2 z ptcig pacjentéw z oponiakami.

CpG Wartos¢ p
CpG1 p=0,98
CpG2 p=0,01*
CpG3 p=0,70
CpG4 p=0,84
CpG5 p=0,46
Srednia ze wszystkich CpG p = 0,66

*Kolorem czerwonym zaznaczono warto$¢ statystycznie znamienng.

3.3.3 Ocena korelacji metylacji NDRG?2 z przezyciem i czasem wolnym od wznowy

Na podstawie analizy korelacji porzadku rang Spearmana wykazano, iz poziom metylacji w
dinukleotydzie CpG5 korelowat istotnie z czasem wolnym od wznowy (p=0,04) oraz dlugoscig
przezycia chorych na oponiaki. Wyzsze poziomy metylacji w tym dinukleotydzie wskazywaty na
pdzniejsze pojawienie sie wznowy oraz dtuzsze przezycie w odniesieniu do pacjentéw o nizszych

wartosciach metylacji w tym dinukleotydzie (Tab. 63 i 64).

Tab. 63 Powiazanie metylacji NDRG2 w poszczegoélnych dinukleotydach CpG, z dtugoscia zycia chorych na oponiaki.

CpG Wartos¢ p
CpG1 p=0,68
CpG2 p=0,74
CpG3 p = 0,90
CpG4 p=0,92
CpG5 p = 0,04*
Srednia ze wszystkich CpG p=0,33

*Kolorem czerwonym zaznaczono warto$c¢ statystycznie znamienna.
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Tab. 64 Powiazanie metylacji NDRG2 w poszczegoéinych dinukleotydach CpG, z czasem wolnym od wznowy chorych na

na oponiaki.

CpG Warto$¢ p
CpG1 p =0,66
CpG2 p=0,71
CpG3 p=0,91
CpG4 p=0,96
CpG5 p = 0,04*
Srednia ze wszystkich CpG p=0,32

*Kolorem czerwonym zaznaczono warto$¢ statystycznie znamienng.

3.3.4 Poréwnanie wynikow uzyskanych metoda MSP i pirosekwencjonowania

Poréwnanie wynikéw uzyskanych metodg MSP i pirosekwencjonowania wykazato zgodny status
metylacji NDRG2 w 4 prébach badanych, réznigc sie zas w 21 przypadkach. Szczegotowe
zestawienie tych danych przedstawia Tab. 58 zawarta w Aneksie do niniejszej pracy. Zaznaczy¢ przy
tym nalezy, iz sekwencje badane obydwiema metodami nie pokrywaty sie, tzn. 5 analizowanych
metodg pirosekwencjonowania dinukleotydow CpG lezy w odlegtosci 643 nt w kierunku 3’ wzgledem

ostatniego z 4 dinukleotydéw badanych przez MSP.

3.4 Poréwnanie wynikoéw pirosekwencjonowania NDRG2 w populacjach glejakow i oponiakéw

Stwierdzono brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy srednig metylacja NDRG2 w populacjach
glejakow i oponiakéw. Usredniony wynik dla wszystkich dinukleotydéw CpG, jak réwniez dla
poszczegblnych CpG nie roznit sie w sposob statystycznie znamienny w tych nowotworach.

Zestawienie wynikow analizy statystycznej (test Manna-Whitney’'a) przedstawia Tab. 65.

Tab. 65 Analiza statystyczna zaleznosci metylacji NDRG2 w dwéch populacjach badanych, tj. glejakach i oponiakach.

Metylacja NDRG2 glejaki vs. oponiaki
CpG Wartoé¢ p
CpG1 [%] 0,27

CpG2 [%] 0,22

CpG3 [%] 0,82

CpG4 [%] 0,84

CpG5 [%] 0,29
Srednia z 5 CpG 0,41
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4. Profil zmian metylacji wybranych genéw w wolnokrazacym DNA wyizolowanym z
surowicy

Szczegotowe zestawienie wynikow analizy metylacji gendw w wolnokrgzgcym DNA z surowicy
pacjentéw z guzami glejowymi oraz innymi guzami OUN zamieszczono w Aneksie do niniejszej pracy
(Tab. 66 67).

4.1 Ocena czestosci metylacji genéw analizowanych w wolnokragzagcym DNA izolowanym z
surowicy — grupa glejakéw oraz grupa innych nowotworéw OUN

Cztery geny: MGMT, RASSF1A, p15INK4B oraz pl4ARF zostaty wytonione celem sprawdzenia, czy
DNA wolnokrgzace pozyskane z surowicy moze stanowi¢ dobrg alternatywe, jako zrédto informaciji o
statusie metylacji genéw, dla probek pozyskanych bezposrednio z tkanki guza. Zostaty one
wyselekcjonowane w oparciu o wczesniejsze wyniki badan w tkance guza, wykazujagce, ze sg one
czestym celem metylacji. DNA wolnokrazace izolowano metodag opisang w Rozdz. 4 sekcji Materiaty i
Metody, za$ analiza metylacji przebiegata analogicznie do préb bedacych fragmentami guza. Analizie
poddano probki uzyskane od pacjentow chorych na glejaki (17 probek) oraz chorych na inne
nowotwory OUN, w tym oponiaki (6) i guzy przerzutowe do OUN (10, w tym 7 bedace przerzutem z
ptuc, 2 z piersi i 1 bedacy przerzutem czerniaka). W przypadku wszystkich badanych w surowicy
gendw wykryto przynajmniej jeden przypadek metylacji. Metylacja w najmniejszym stopniu dotyczyta
promotora MGMT, zaréwno w przypadku guzoéw glejowych (17,65%; 3/17), jak i innych nowotworow
OUN (6,25%; 1/16). Wiekszg czestotliwos¢ metylacji wykazaty geny pl5INK4B (11,76%; 2/17 vs.
25,00%; 4/16) oraz p14ARF (41,18%; 7/17 vs. 25,00%; 4/16), zas najwiekszy odsetek zmetylowanych
préb oznaczono dla genu RASSF1A (47,06%; 8/17 vs. 31,25%; 5/16). Ze wzgledu na zdecydowanie
mniejszg liczebnos¢ grup badanych wartosci procentowe uzyskane w wolnokrgzgcym DNA powinny
by¢ traktowane jako nieco mniej wymierne w poréwnaniu z wynikami otrzymanymi dla probek

pozyskanych z tkanki guza.

Poréwnujagc dane z analizy tkanki guza dla RASSF1A wykazano, ze metylacja tego genu w sposob

statystycznie istotny réznicuje guzy glejowe od guzéw przerzutowych do OUN (Ryc. 50).
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Odsetek prob wykazujacych metylacje RASSF1A w DNA
izolowanym z guzoéw glejowych vs. przerzutéw do OUN
100,00%
90,00%
80,00% 77,78%
70,00% -
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% - 16,67%
0,00% - T
1 2

Ryc. 50 Wykres obrazujacy istotng statystycznie réznice w odsetku préb wykazujacych metylacje RASSF1A w grupie

glejakow (na wykresie oznaczona nr 1) oraz guzéw przerzutowych do OUN (na wykresie nr 2).

4.2 Ocena wspotwystepowania metylacji badanych genéw na podstawie wspotczynnika
metylacji

Podobnie jak dla prob pozyskanych z tkanki guza, réwniez dla DNA wolnokrgzgcego izolowanego z
surowicy dokonano analizy wspotwystepowania metylacji badanych gendéw. Wsréd guzéw glejowych
29,41% wszystkich prob badanych wykazywato metylacje obszaru promotorowego przynajmniej w
jednym genie. W tej grupie badanej najliczniejszy wariant wspétwystepowania statusu metylacji to WM
= 0,50, reprezentujgcy 35,29% prébek. Dla grupy innych guzéw OUN, WM = 0,25 oznaczajgcy
wyciszenie 1 genu byt najczestszym wspotczynnikiem i dotyczyt on potowy wszystkich prob badanych.
Zaden z pacjentow w obu grupach badanych nie wykazywat jednoczesnej metylacji wszystkich

czterech genow.

Tab. 68 Zestawienie liczby zmetylowanych genéw wraz ze wspoétczynnikiem metylacji u pacjentéw z guzami glejowymi

oraz innymi nowotworami OUN - dane z analizy wolnokrazacego DNA.

Liczba zmetylowanych genow 0 1 2 3 4
Wspélczynnik metylacji [WM] 0 0,25 0,50 0,75 1,00
Glejaki wszystkich °"WHO [Z17] |29,41% | 29,41% | 35,29%* | 5,88% | 0,00%
Inne nowotwory OUN [16] 37,50% | 50,00% | 0,00% |12,50% | 0,00%

*Kolorem czerwonym zaznaczono wartos¢ statystycznie znamienna.
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4.3 Poréwnanie wynikéw metylacji w DNA wolnokrazacym oraz DNA guza

Dla 16 prob surowicy dostepna byta rowniez tkanka guza od tego samego pacjenta, co umozliwito
analize poréwnawczg wynikéw w tych dwoch grupach odniesienia (Tab. 66, 67). Dla gendw MGMT,
RASSF1A, pl5INK4B oraz pl4ARF dla guzéw glejowych stwierdzono zgodnos$¢ na odpowiednio
poziomie 88,89% (8/9), 66,67% (6/9), 88,89% (8/9) i 77,78% (7/9). Dla innych nowotworéw OUN
wartosci te wynosity kolejno 100% (7/7) oraz trzykrotnie 71,43% (5/7). Wyniki zsumowane dla obu
grup badanych daty zgodnos¢ kolejno w 93,75% (15/16), w 68,75% (11/16), w 81,25% (13/16) oraz w
75,00% (12/16), a dla catej przeprowadzonej analizy warto$¢ ta wyniosta 79,69% (51/64).

Tabele poréwnujgce wyniki analizy metylacji DNA wolnokrazgcego oraz DNA guza umieszczona jest
w Aneksie (Tab.69).
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V. Dyskusja

Badania ostatnich lat wyraznie wskazujg na powigzanie zmian w epigenomie z patogenezag
pierwotnych nowotworéw maézgu [Lavon et al., 2010, Nagarajan & Costello, 2009 (a i b), Carén et al.,
2013]. Dane dotyczgce profilu zmian epigenetycznych charakterystycznych dla tych nowotworéw sg
jednak wcigz nieliczne i dotyczg przede wszystkim guzéw glejowych. Badania epigenetyczne glejakow
wielopostaciowych (GBM) koncentrujg sie gtdwnie na analizie hipermetylacji promotora genu MGMT,
ktéra moze mie¢ istotne znaczenie w odpowiedzi pacjentdw na leczenie cytostatykami alkilujgcymi.
Poszukiwanie markeréow epigenetycznych umozliwiajgcych wczesng diagnoze i przewidywanie
skutecznosci terapii w nowotworach OUN jest wiec ciggle aktualne. Badania przeprowadzone w
ramach niniejszej pracy doktorskiej, ktérych celem byta ocena profilu metylacji genéw o potencjalnym
znaczeniu diagnostycznym i/lub prognostycznym w nowotworach mézgu o zréznicowanej ztosliwosci,

dobrze wpisujg sie wiec w ten nurt.

W niniejszej pracy analizie metylacji poddano panel 13 gendéw: MGMT, ERCC1, hMLH1, ATM,
CDKN2B (p15INK4B), pl4ARF, CDKN2A (p16INK4A), RASSF1A, RUNX3, GATA6, NDRG2, PTEN,
oraz RARR. Za kryterium doboru gendéw przyjeto udokumentowany udziat produktow tych gendéw w
procesach takich jak naprawa DNA, regulacja cyklu komoérkowego i proliferacji oraz wczesniejsze
dane wskazujgce na powigzanie ich modyfikacji z okresem przezycia, badz okresem wolnym od

wznowy i/lub odpowiedzi na leczenie.

Jednym z elementéw oceny bylo okreslenie $redniej czestosci metylacji analizowanych genodw.
Wspodtczynnik metylacji (WM) zgodnie z danymi literaturowymi [Chen et al., 2011], okreslony zostat

jako stosunek liczby zmetylowanych genéw do catkowitej liczby gendéw badanych w kazdej prébie.

Wyzszy wspotczynnik metylacji, a tym samym wigkszg liczbe zmetylowanych genéw zaobserwowano
w guzach glejowych, w poréwnaniu z oponiakami. W odniesieniu do tych ostatnich z panelu badanych
genow wylgczono gen MGMT poniewaz w tym typie guzow nie obserwuje sie jego metylacji [de
Robles et al, 2008], co potwierdzity badania wykonane w ramach niniejszej pracy (dane

niezamieszczone).

Ponadto w odniesieniu do glejakéw wartos¢ wspoétczynnika metylacji byta powigzana ze stopniem
ztosliwosci wg. klasyfikacji WHO, a takze z wiekiem pacjentéw. Takiej zaleznosci nie stwierdzono
natomiast w oponiakach. Dane te sugeruja, ze WM badanych gendéw mogtby byé przydatny w
diagnostyce guzow, ktoérych ocena histologiczna nie jest jednoznaczna. | tak np. prébka T55 okreslona
zostata jako pierwotny glejowy guz mézgu, T58 — neoplasma malignum anaplasticum
(najprawdopodobniej ztosliwy glejak), a T59 - neoplasma malignum anaplasticum polymorphum
(najprawdopodobniej rowniez ztosliwy glejak). Analiza metylacji wykazata, ze WM dla T55 byt wyzszy
(0,38; 5 zmetylowanych gendéw), niz dla T58 (0,31; 4 zmetylowane geny), a ten z kolei byt wyzszy niz
w probce T59 (0,23; 3 zmetylowane geny). Mozna wiec przypuszczaé, ze guzy te roznity sie stopniem

ztodliwosci, a wspoétczynnik metylacji pozwolitby powigzac ich charakterystyke z klasyfikacjig WHO.
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Ocena WM moze wiec mie¢ znaczenie prognostyczne, bgdz wptywaé na decyzje odnosnie sposobu
leczenia. Zdecydowanie wyzszy WM w guzach glejowych niz w oponiakach dodatkowo potwierdza, ze

zwiekszona metylacja jest powigzana ze zlosliwoscig guzéw OUN.

Zaleznos¢ WM od wieku pacjentow potwierdza natomiast teze, ze wraz z wiekiem ilos¢
nieprawidtowosci w epigenomie narasta, co jest wynikiem zmian w aktywnosci enzymoéw
zaangazowanych w rearanzacje epigenetyczne chromatyny, modyfikacje histondw oraz metylacje

DNA typowych dla procesu starzenia [Cencioni et al., 2013].

Dodatkowym elementem réznicujgcym glejaki i oponiaki okazata sie metylacja specyficznych gendw.

Analiza technikg MSP wykazata, ze w guzach glejowych najczesciej zmetylowane byly geny
RASSF1A, RUNX3, GATA6 i MGMT, w mniejszym stopniu natomiast geny w obrebie locus INK4B-
ARF-INK4A, oraz PTEN, RARB i ATM. Geny ERCC1, hMLH1 oraz NDRG2 byly niezmetylowane.
Natomiast w oponiakach najczesciej zmetylowanym genem byt pl4ARF, a takze RASSF1A i
p15INK4B, mniejszy odsetek préb wykazywat metylacie RUNX3 i GATA6, za$ najrzadziej
zmetylowane byly p16INK4A, ATM oraz RARB. Niezmetylowane byty geny hMLH1, ERCC1, NDRG2 i
PTEN. Geny RASSF1A, RUNX3, GATA6 oraz PTEN byly jednoczesnie zdecydowanie czesciej

zmetylowane w guzach glejowych niz oponiakach.

Nieprawidlowa metylacja promotora RASSF1A prowadzgca do wyciszenia transkrypcji jest jedng z
najczestszych zmian epigenetycznych obserwowanych w nowotworach u ludzi. Hipermetylacje tego
genu, zlokalizowanego na chromosomie 3p21.3, stwierdzano m.in. w rakach przetyku [Mao et al.,
2011], trzustki [Dammann et al., 2005], niedrobnokomérkowym raku ptuc [Maruyama et al., 2004],
raku piersi [Mehrotra et al., 2004], nerki [Dulaimi et al., 2004], prostaty [Woodson et al., 2004],
tarczycy [Xing et al., 2004], a takze w guzach glejowych mézgu [Hesson et al., 2004, Horiguchi et al.,
2003, Lorente et al., 2009, Piperi et al.,, 2010]. Czesto hipermetylacja tego genu korelowata ze
stopniem zaawansowania /progresjg nowotworu. Takie powigzanie obserwowano réwniez w
przypadku guzéw glejowych mdézgu [Hesson et al., 2004]. Podsumowujgc wiec badania wiasne i
innych mozna stwierdzi¢, ze metylacja genu RASSF1A jest bardzo czestg zmiang epigenetyczng w
guzach glejowych i w zwigzku z tym moze byé uznana za potencjalny marker diagnostyczny w tej
grupie nowotworéw OUN. Z drugiej strony metylacje tego genu stwierdzono takze w oponiakach, cho¢
Zze znacznie mniejszg czestotliwoscig (27,27%) — gen ten byt relatywnie czesciej zmetylowany u
mezczyzn anizeli u kobiet. Tym samym potwierdzono wczes$niejszg obserwacje dotyczgcg matej grupy
pacjentéw (12) wykazujgcg metylacje tego genu (16,7%) w guzach oponowych [Horiguchi et al.,
2003]. Ponadto metylacja RASSF1A wydaje sie by¢ takze elementem réznicujgcym guzy glejowe i

przerzutowe do OUN.

Kolejng obserwacja, dotyczacg tym razem genu RUNX3 byt fakt, iz w obu typach guzéw metylacja w

sposoéb istotny korelowata ze stopniem zto$liwosci, a takze wiekiem pacjentéw (w grupie guzéw
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glejowych), jednak czestotliwos¢ metylacji tego genu tak jak GATA6 oraz PTEN byta zdecydowanie

wieksza w guzach glejowych.

Biatka rodziny RUNX, w tym RUNX3 sg tkankowo-specyficznymi czynnikami transkrypcyjnymi, ktére
odgrywajg istotng role w neurogenezie. Hipermetylacja promotora tego genu w obrebie wysp CpG
zostala wczesniej opisana w glejakach. Mueller i wsp .[Mueller et al., 2007], stosujac specyficzne
podejscie doswiadczalne polegajgce na powigzaniu analizy technikg mikromacierzy i farmakologiczne;j
reaktywacji genu za pomocg 5-aza-dC, zidentyfikowali dwa geny, ktére mogg by¢ wyciszone w wyniku
hipermetylacji. Jednym z nich byt RUNX3. Ostatnie badania Avci i wsp. [Avci et al., 2013] wykonanie
na niewielkiej grupie pacjentéw (10 kobiet, 11 mezczyzn) zdiagnozowanych z réznymi postaciami
guzow mozgu wykazaty hipermetylacje RUNX3 we wszystkich typach guzéw w tym oponiakach Il
stopnia wg klasyfikacji WHO. Roéznice w poziomie metylacji byly stosunkowo niewielkie, ale najwyzszy
stosunek genu zmetylowanego do niezmetylowanego stwierdzono w GBM. Co wiecej badania te
wykazaty, ze w kazdym z tych typodw nowotworéw co najmniej jeden allel jest zmetylowany. Dane
przedstawione w niniejszej pracy, bedgce wynikiem badan na znacznie liczniejszej grupie pacjentéw
nie tylko potwierdzajg metylacje RUNX3 w obydwu typach guzéw, ale wskazujg na jej powigzanie ze
stopniem ztosliwosci (zaréwno w glejakach, jak i w oponiakach) oraz z wiekiem pacjentéw (w grupie
glejakéw). Sugerujg tym samym, ze RUNX3 moze by¢ nowym markerem agresywnosci zaréwno

guzéw glejowych, jak i oponiakdw.

Locus INK4B-ARF-INK4A koduje dwa biatkowe inhibitory kinaz zaleznych od cyklin, p15INK4B i
p16INK4A, a takze regulator $ciezki sygnatowej p53, p14ARF. Sg one dobrze zdefiniowanymi genami
supresorowymi, ktérych ekspresja jest czesto nieprawidtowa w nowotworach [Popov & Gil, 2010].
Poza homozygotyczng delecjg i inaktywacjg w wyniku mutacji, czesto geny te sg wyciszone w wyniku
hipermetylacji promotora. Dotyczy to takze guzéw glejowych. Glejaki z wyzszym stopniem ztosliwosci
czesto charakteryzujg takze mutacje w innych genach zaangazowanych w $ciezki pRB i p53, co
wytgcza prawidtowe funkcjonowanie tych krytycznych dla kontroli cyklu komérkowego elementéw [He
et al.,, 1995, Ichimura et al., 1996, Ichimura et al., 2000, Fulci et al., 2000]. Wyniki badan
przedstawionych w niniejszej pracy wskazujg, ze epigenetyczne modyfikacje tych genoéw sa
charakterystyczne réwniez dla oponiakéw. Co wiecej gen pl4ARF, alternatywny produkt locus
INK4A/ARF byt najczesciej zmetylowanym genem sposrod wszystkich 12 genéw badanych — 31,82%
préb wykazywata obecnos¢ prazka w reakcji ze starterami dla sekwencji zmetylowanej (14/44). Mozna
zatem wnioskowac, ze metylacja tego genu odgrywa istotng role w tym typie guzéw OUN. Poniewaz
pl4ARF stabilizuje p53, sugeruje sie, ze jego inaktywacja jest rownowazna mutacji p53 [Nicholson et
al., 2001]. W opublikowanym niedawno artykule przegladowym [He et al., 2013] metylacja p14ARF,
obok metylacji TIMP3, jest wymieniana jako jedna z bardziej istotnych zmian epigenetycznych

charakteryzujgcych ten typ nowotworu.

Ponadto wyniki niniejszej pracy sugerujg, podobnie jak wczesniejsze badania Amatya i wsp. [Amatya
et al., 2004], ze metylacja tego genu moze by¢ powigzana ze stopniem zto$liwosci. Guzy atypowe (Il

stopien wg klasyfikacji WHO) wykazywaty czestszg metylacje p1l4ARF, anizeli guzy tagodne (I stopien
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WHO) (44,44%; 4/9 versus 27,27% (9/33). Wnioskowaé mozna zatem, ze metylacja pl4ARF
charakteryzuje guzy opon moézgowych, a w szczegdlnoéci te bardzie ztosliwe, choé wymaga to

potwierdzenia na wiekszej grupie pacjentéw.

Biorac pod uwage fakt, ze p15INK4B (CDKN2B) byt trzecim najczesciej zmetylowanym genem w
grupie oponiakow (25,00%; 11/44), zas p16INKA (CDKN2A) byt zmetylowany u 9,09% chorych (4/44)
mozna stwierdzi¢, ze metylacja locus INK4B-ARF-INK4A, a w szczegdlnosci genu pl4ARF jest
charakterystyczna dla guzéw opon médzgowych niezaleznie od wieku i ptci i moze mie¢ potencjalne

znaczenie diagnostyczne w tej grupie guzéw OUN.

W guzach glejowych odsetek pacjentéw wykazujgcych metylacje gendw pl6INK4A, pl4ARF oraz
p15INK4 byt zasadniczo zblizony do danych literaturowych, choé¢ interpretacja tych danych jest
zréznicowana. | tak badania He i wsp. sugerowaty , ze metylacja pl4ARF skutkuje wyciszeniem
epigenetycznym i moze stanowi¢ marker diagnostyczny guzoéw glejowych [He et al., 2011], a takze, ze
metylacja tego genu jest jednym z najwczes$niejszych zdarzen w kancerogenezie glejaka, a
dodatkowa inaktywacja innych genéw supresorowych i/lub aktywacja onkogendéw moze by¢ konieczna
do progresji nowotworu. Z kolei Kuo i wsp. na podstawie badah przeprowadzonych na 49
skgpodrzewiakach stwierdzili, ze 24,5% sposréd oséb badanych wykazywato metylacje p14ARF, co
korelowato z krotszym okresem wolnym od progresji (ang. shorter progression free survival) [Kuo et
al., 2009].

PTEN i RARQB nalezg do gendw, ktérych metylacja w odniesieniu do nowotworéw mozgu byta
przedmiotem nielicznych badan. PTEN jest genem supresorowym, ktérego produkt jest negatywnym
regulatorem Sciezki sygnatowej PI3K/Akt i w zwigzku z tym odgrywa wazng role w regulacji proliferacji
komorkowej, apoptozy i inwazyjnosci nowotworow [McNamara et al., 2013]. Sugeruje sie, ze jego
obnizona ekspresja, moze by¢ zwigzana z hipermetylacjg jego promotora, jednak czesciej wigze sie to
z jego mutacjg lub utratg na skutek delecji wywotanej utratg heterozygotycznosci (LOH).

Nieznaczna metylacja tego genu (8,42%; 8/95) w guzach glejowych, a takze jej catkowity brak w
oponiakach zaobserwowana w niniejszej pracy, wskazuje, Zze nie jest to gtéwny mechanizm
wyciszenia tego genu w nowotworach mézgu. W odniesieniu do glejakéw potwierdza to posrednio
obserwacje innych autoréw, ze PTEN ulega delecji na skutek LOH w chromosomie 10q zaréwno w
guzach pierwotnych jak i przerzutowych [Simpson & Parsons, 2001].

W odniesieniu do genu RARS wczesniejsze badania wskazywaty, ze ocena jego metylacji moze by¢
przydatna w diagnostyce przerzutdw raka piersi do mézgu [Mehrotra et al., 2004], w przeciwienstwie
do guzéw pierwotnych, w ktérych nie wykazano metylacji tego genu [Weaver et al.,, 2006]. Dane
uzyskane w niniejszej pracy, w odniesieniu do guzéw pierwotnych, zdajg sie to potwierdzaé. Z drugiej
strony Piperi i wsp. [Piperi et al., 2010] wykazali niedawno metylacje RARB u 70,58% (12/17)
pacjentow z GBM. W badaniach tych gwiazdziaki Il stopnia wg klasyfikacji WHO byty niezmetylowane
(0/6), co wskazywato na korelacje metylacji RARS z fenotypem bardziej agresywnym. Rozbieznosci te
wymagajg jeszcze wyjasnienia, cho¢ jedng z ich przyczyn moze by¢ stosunkowo mata grupa

pacjentéw (23) analizowana w tych ostatnich badaniach.
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Sposrod gendw, ktérych produkty biorg udziat w naprawie DNA oceniano metylacje hMLH1, ATM,
ERCC1 i MGMT. Analiza 95 badanych préobek glejakéw nie wykazata metylacji hMLH1 w Zadnej z
nich. Dane literaturowe odnos$nie metylacji tego genu, oraz jego znaczenia w odpowiedzi na leczenie
sg nieliczne i sprzeczne. Najnowsze badania grupy German Glioma Network potwierdzajg dane
uzyskane w niniejszej pracy i wskazujg, ze metylacja genéw zaangazowanych w naprawe btednie
sparowanych zasad (geny s$ciezki MMR) nie bierze udziatu w rozwoju i progresji GBM. Pomimo, iz
badania immunohistochemiczne ujawnity nizsze poziomy biatek MSH2, MSH6 i PMS2 we wznowie
GBM, to jednak zaden z w/w gendw, jak réwniez gen hMLH1 nie wykazywaty metylacji w grupie
badanej sktadajgcej sie z 43 pacjentéw z glejakiem w postaci pierwotnej, a nastepnie ze wznowg
[Felsberg et al., 2011]. Wczes$niejsze badania niektérych zespotdw sugerowaty udziat metylacji tego
genu w progresji glejakéw i odpowiedzi na terapie. Z reguty byly to jednak badania przeprowadzone
na niewielkiej grupie pacjentéw [Kanamori et al., 2000, Fukushima et al., 2005, Gémoéri et al., 2007].
W badaniach przeprowadzonych w niniejszej pracy nie stwierdzono metylacji hMLH1 réwniez w
oponiakach. Analiza metylacji tego genu w tym typie nowotworéw byta jak dotad przedmiotem badan
tylko jednej grupy [Chen et al.,, 2012]. Ich wyniki sugerowaly powigzanie metylacji tego genu ze
stopniem ztosliwosci tych guzéw. Te rozbieznosci wymagajg wyjasnienia w dalszych badaniach.
Jednym z elementéw, ktore ewentualnie powinno sie wzig¢ pod uwage jest przynaleznos¢ etniczna

pacjentow zwazywszy na fakt, ze powyzsze wyniki uzyskano w populacji azjatyckiej.

W niniejszej pracy nie stwierdzono réwniez metylacji genu ATM w zadnym z badanych typéw guzéw
(glejaki — 2,11%, oponiaki — 0%). Badania linii komorkowych wyprowadzonych z glejakow wskazywaty
wprawdzie, ze metylacja tego genu moze mie¢ znaczenie w podatnosci na radioterapie [Roy et al.,
2006], jednak brak metylacji w probkach klinicznych wyklucza mozliwo$¢ wykorzystania tego genu
jako markera radiowrazliwo$ci. Podobnie wyniki niniejszej pracy nie potwierdzity udziatu metylaciji
genu ERCC1 w patogenezie glejakéw, co sugerowaty podobnie jak w przypadku genu ATM badania z
wykorzystaniem linii komérkowych [Chen et al., 2010]. Dowodzi to jednoczesnie, Ze informacje
uzyskane z hodowli komérkowych in vitro nie zawsze znajdujg odzwierciedlenie w materiale

klinicznym.

Zgodnie z oczekiwaniami w guzach glejowych stwierdzono natomiast wysoki odsetek zmetylowanego
wariantu genu MGMT. Tym samym wykazano, ze spos$rdéd genéw kodujgcych biatka zaangazowane w
naprawe DNA, tylko MGMT posiada realny potencjat jako marker epigenetyczny. Metylotransferaza
OG—metonguaniny kodowana przez ten gen usuwa addukty DNA powstate w wyniku dziatania lekéw
alkilujgcych. Obnizona ekspresja MGMT bedaca skutkiem metylacji wysp CpG jego promotora jest
cechg wielu nowotwordéw, w tym roéwniez glejakéw [Everhard et al., 2009]. Wykorzystanie danych o
metylacji MGMT moze by¢ przydane przy wyborze schematu leczenia i dlatego jest obecnie
przedmiotem wielu badan [Hegi et al., 2008, Weller et al., 2009, Wick et al., 2012]. Zapoczgtkowata je
obserwacja Hegi i wsp. opisujgca korzystny wptyw metylacji MGMT na leczenie pacjentéw z GBM
[Hegi et al., 2005]. Epigenetyczne wyciszenie MGMT wigze sie przede wszystkim z lepszg prognozag

dla chorych na GBM leczonych lekami alkilujgcymi, takimi jak temozolomid [Paz et al., 2004, Stupp et
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al., 2005, Hegi et al.,, 2005, Watanabe et al., 2005]. Obecnie testuje sie réwniez inne schematy
terapeutyczne, np. z wykorzystaniem lekéw antyangiogennych, dla ktérych skuteczno$ci istothne moze
by¢ wyciszenie genu MGMT. Wyniki badan klinicznych fazy I/lIA dla cilengitidu (inhibitor integryn
wykazujgcy dziatanie antyangiogenne) wskazujg rowniez, ze rezultaty leczenia sg lepsze u pacjentow
ze zmetylowanym promotorem MGMT. Trwa réwniez |l faza badan klinicznych o nazwie CENTRIC
(Cilengitide, Temozolomide, and Radiation Therapy in Treating Patients With Newly Diagnosed
Glioblastoma and Methylated Gene Promoter Status), ktérych celem jest ocena skutecznosci i
bezpieczenstwa cilengitidu, w kombinacji ze standardowym leczeniem, obejmujaca tylko pacjentéw z
GBM wykazujgcych metylacie MGMT [wwwb5]. Z kolei w badaniach RTOG 0825 (The Radiation
Therapy Oncology Group) biorg udziat pacjenci z GBM i zmetylowanym promotorem MGMT, leczeni

bevacizumabem i radioterapig [Thon et al., 2013].

Wyniki badan klinicznych w wiekszosci potwierdzajg korzystny wptyw metylacji MGMT na skutecznosé
leczenia i dtugos¢ przezycia pacjentow z GBM, dowodzgc wartosci oceny metylacji tego genu jako
markera predykcyjnego, a niekiedy réwniez prognostycznego [Hegi et al., 2005; Hegi et al., 2008,
Weller et al., 2009, Wick et al., 2012]. Marker ten nie jest jednak jeszcze wykorzystywany w praktyce

klinicznej.

Do tej pory w wiekszosci badan wykorzystywano technike MSP, po raz pierwszy opisang przez zespot
Hermana w 1996 roku [Herman et al.,, 1996 a]. Technika ta jest wygodna z racji swojej prostoty,
stosunkowo niewielkich kosztow, oraz binarnego wyniku (gen zmetylowany lub niezmetylowany), co w
praktyce klinicznej jest bardzo pozgdane. Ma jednak réwniez ograniczenia. Jednym z nich jest
mozliwosé oceny tylko w wymiarze jakoSciowym, a takze brak mozliwosci analizy stopnia metylaciji
poszczegolnych dinukleotydow CpG, co moze prowadzi¢ do uzyskania nieprawidtowych wynikéw w

przypadku préb, w ktérych poziom metylacji nie jest homogenny.

W niniejszej pracy poréwnano wyniki metylacji genu MGMT uzyskane technika MSP oraz
pirosekwencjonowania. Sekwencja badana przy udziale tej ostatniej metody obejmowata trzy
dinukleotydy CpG sposréd dziewieciu badanych technikg MSP, oraz dwa dodatkowe (fgcznie 5
dinukleotydéw CpG). W ponad 90% badanych prob [91,21% 83/91] wyniki byly zgodne z tymi jakie
uzyskano metodg MSP.

Sposrod 8 prébek w ktérych uzyskano rozbiezny wynik 6 stanowity przypadki, w ktorych
pirosekwencjonowanie wykazywato metylacje, natomiast MSP wskazywato na brak metylacji genu.
Doktadniejsza analiza tych niezgodnych wynikow dostarczyta argumentéw wskazujgcych, ze
weryfikacja szczegolnie wynikow MSP s$wiadczgcych o braku metylacji, jest bardzo pozagdana.
Przyktadowo analiza metodg MSP prébki T64 (Astrocytoma fibrillare partim protoplasmaticum, I
stopieh ztosliwosci w skali WHO) wykazata brak metylacji, podczas gdy pirosekwencjonowanie
wskazywato na 18,70% udziat zmetylowanych alleli w badanej prébie. Szczegdtowe wartosci
procentowe dla kolejnych dinukleotyddw CpG wynosity odpowiednio dla CpG1 37,37%, CpG2
41,20%, CpG3 4,82%, CpG4 4,88% oraz dla CpG5 5,24%. Tym samym oznacza to, ze trzy ostatnie

dinukleotydy, badane technikg MSP, miaty status niezmetylowany. Ten przyktad ilustruje jak istotnym
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jest dobdr wiasciwych dinukleotydéw CpG do analizy i tym samym do interpretacji klinicznej. Gdyby od
wyniku analizy technikg MSP uzalezni¢ leczenie, przyktadowo pacjent T64 nie bytby zakwalifikowany
do badan CENTRIC.

Rozbiezno$¢ w wynikach uzyskanych tymi dwoma technikami wynika przede wszystkim z faktu, ze w
metodzie MSP dla reakcji ze starterami dla sekwencji zmetylowanej produkt pojawia sie zasadniczo
wtedy, gdy wszystkie z badanych CpG bedg zmetylowane. W przypadku czesciowej metylacji,
wydajnos¢ MSP jest trudna do oszacowania i trzeba =zatozy¢, Zze metylacja czesci takich
heterogennych préb nie bedzie wykryta. Tego typu problemy pozwala pokonac

pirosekwencjonowanie.

W kontekscie doniesien literaturowych warto zaznaczy¢, ze o ile znaczenie metylacji MGMT jako
czynnika predykcyjnego, jest juz do$¢ dobrze udokumentowane [Weller et al., 2012], o tyle znaczenie
tej zmiany jako czynnika prognostycznego, jest niejasne i niekiedy sprzeczne. Badania Criniére i wsp.
wykazujg, ze u pacjentow nieleczonych metylacia MGMT nie ma wptywu, bgdz jest ztym czynnikiem
rokownicznym (negative impact on survival) [Criniére et al., 2007]. Pojawiajg si¢ jednak doniesienia,
ze w populacji guzow glejowych Il stopnia w skali WHO (anaplastyczne skgpodrzewiaki), pacjenci ze
zmetylowym MGMT majg dobre rokowania niezaleznie od sposobu postepowania terapeutycznego
[van den Bent et al., 2009, Thon et al., 2013]. Tym samym obserwacja poczyniona w niniejszej pracy
dostarcza argumentu na korzys¢ tezy o braku znaczenia prognostycznego metylacji MGMT w

kontekscie przezycia niezaleznego od leczenia cytostatycznego.

Weryfikacja danych uzyskanych technikg MSP na drodze pirosekwencjonowania okazata sie tez
bardzo przydatna w odniesieniu do analizy genu supresorowego NDRG2. Cho¢ ekspresja tego
Zlokalizowanego na chromosomie 14q11.2 genu, nie byta tak intensywnie badana jak MGMT,
doniesienia kilku zespotow wskazywaty, ze produkt tego genu moze hamowacé rozwdj glejakéw, a jego
obnizona ekspresja w tych typach nowotworéw jest wynikiem hipermetylacji promotora szczegdlnie w
pierwotnych guzach glejowych, jak réwniez w oponiakach [Lusis et al., 2005, Tepel et al., 2008, Li et
al., 2011 a i b, Skiriuté et al., 2013]. Sugerowano wiec, ze metylacja NDRG2 moze stanowi¢ nowy
marker agresywnosci zarowno w odniesieniu do obu typow guzéw OUN. Analiza metylacji fragmentu
genu NDRG2 obejmujgcego cztery dinukleotydy CpG technikg MSP wykonana w ramach niniejszej
pracy nie wykazata metylacji w zadnym z badanych guzéw OUN. Natomiast analiza technikg
pirosekwencjonowania fragmentu genu zlokalizowanego w odlegtosci 643 nt od tego analizowanego
technikg MSP i obejmujgcego pie¢ kolejnych dinukleotydéow wykazata metylacje powyzej poziomu,
stwierdzanego w tym samym fragmencie DNA zdrowej tkanki mézgu, w 70,73% (58/82) prébek
glejakéw. Najwyzszg metylacjg charakteryzowat sie dinukleotyd CpG4, w przypadku ktérego sredni
poziom metylacji wszystkich prébek wynosit 31,27%, natomiast najnizszg warto$¢ odnotowano dla
CpG1 (14,23%). Srednie wartosci metylacji wszystkich dinukleotyddw CpG genu NDRG2 nie
przekraczaly jednak 20% we wszystkich czterech stopniach ziosliwosci glejakéw. W przypadku
oponiakéw odsetek zmetylowanych prébek byt jeszcze wyzszy niz w przypadku glejakéw (84,00%;

21/25) i podobnie jak w przypadku tych ostatnich najwyzszg metylacje stwierdzono dla dinukleotydu
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CpG4. Natomiast poziom metylacji dinukleotydu CpG5 korelowat z czasem wolnym od wznowy oraz
dlugoscig przezycia chorych wskazujgc, ze moze on by¢ markerem prognostycznym w tym typie
nowotworéw. Przestawione dane dowodzg wiec zaréwno koniecznosci weryfikacji stosowanych do
analizy metylacji technik, jak i wlasciwego doboru préby kontrolnej do analizy technikg
pirosekwencjonowania. Jej pozyskanie jest zawsze powaznym problemem, a szczegélnie trudnym w
odniesieniu do takiej tkanki jak mozg. Jest to jeden z powoddéw dla ktorych poszukuje sie
alternatywnego w stosunku do wycinka guza pobranego w trakcie operacji lub pochodzgcego z biopsiji

materiatu do analizy metylacji DNA.

W niniejszej pracy podjeto probe wykorzystania w tym celu wolnokragzacego DNA izolowanego z
surowicy pacjentow, od ktérych rownolegle uzyskano takze probki materialu operacyjnego. W
surowicy osob zdrowych stezenie wolnokrgzacego DNA jest bardzo niskie (1ng/ml). U pacjentow
onkologicznych wzrasta ok. 4 krotnie [Hodgson et al., 2010]. TrudnosS¢ w izolacji sprawia jednak nie
tylko mate stezenie, ale rowniez silna fragmentacja pozyskanego DNA bedgca wynikiem apoptozy lub
nekrozy. W odniesieniu do guzéw mézgu podnosi sie rowniez kwestie bariery krew-moézg jako
czynnika ograniczajgcego ilos¢ DNA wolnokrgzacego we krwi obwodowej, co jednak nie uniemozliwia

pozyskania wystarczajgcej jego ilosci do analiz molekularnych [Weaver et al., 2006].

Dzieki optymalizacji metody izolacji udato sie uzyska¢ dostateczng ilos¢ wolnokrgzacego DNA do
dalszej analiz genow, dla ktérych stwierdzono najwyzszy poziom metylacji w prébkach guzéw OUN.
Status metylacji wiekszosci analizowanych genéw w wolnokrgzgcym DNA w duzej mierze odpowiadat
temu jaki stwierdzano w DNA pochodzgcym z tkanki guza. Najwyzszy poziom metylacji stwierdzono
dla genu RASSF1A. Co wiecej metylacja tego genu umozliwiata réznicowanie pierwotnych guzéw
glejowych od guzéw przerzutowych. Dane te potwierdzajg obserwacje innych autoréw, ze bariera
krew-mo6zg umozliwia przenikanie nowotworowego DNA do uktadu krgzenia [Lavon et al., 2010,
Weaver et al., 2006]. Jednoczesnie wskazujg, ze wolnokrgzgcy DNA moze by¢ przydatny do oceny

epigenetycznych markeréw guzéw mdézgu dla celdw klinicznych.

Podsumowujgc nalezy stwierdzi¢, ze przeprowadzone badania dostarczyly dowodéw na mozliwo$é
réznicowania/diagnozowania nowotworéw mézgu o réznym stopniu ztosliwosci w oparciu o profil
metylacji wybranego do badan panelu genéw. Niektére z tych markerow mogg by¢ przydatne w
kwalifikacji do okreslonego schematu leczenia i/lub monitorowania terapii. Stosunkowo duza zgodnosé
proflu metylacji w DNA wolnokrgzacym i pochodzgcym z tkanki guza wskazuje tez na mozliwos¢ jego
wykorzystania do celow diagnostycznych. Wykorzystanie tych danych w praktyce klinicznej wymaga
jednak dalszej walidacji i potwierdzenia w odniesieniu do wiekszej grupy pacjentéw z nowotworami
OUN.
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VI.

Podsumowanie i wnioski

Przeprowadzone badania wykazaty, ze guzy glejowe charakteryzuje wyzszy wspotczynnik
metylacji (WM) analizowanych genéw w poréwnaniu z oponiakami. Ponadto w odniesieniu do
glejakow wartos¢ tego wspotczynnika jest powigzana ze stopniem zto$liwosci wg klasyfikaciji

WHO, a takze wiekiem pacjentéw. Takiej zaleznosci nie stwierdzono w oponiakach.

Analiza technikg MSP wykazata, ze w guzach glejowych najczesciej zmetylowane sg geny
RASSF1A, RUNX3, GATA6 oraz MGMT, w mniejszym za$ stopniu geny w obrebie locus
INK4B-ARF-INK4A oraz ATM. Geny ERCC1, hMLH1 oraz NDRG2 byly niezmetylowane.
Natomiast w oponiakach najczesciej zmetylowanym genem byt p14ARF, a takze RASSF1A i
p15INK4B, rzadziej zas RUNX3 i GATA6. Geny pl6INK4A, ATM oraz RARfB byly
zmetylowane w marginalnej liczbie probek, za$ niezmetylowane byty hMLH1, NDRG2 oraz
PTEN.

W obydwu typach guzéw metylacjia RUNX3 w sposob istotny korelowata ze stopniem
ztosliwosci, a takze, w grupie glejakéw, z wiekiem pacjentéw. Ponadto w oponiakach gen
RASSF1A byt relatywnie czesciej zmetylowany u mezczyzn anizeli u kobiet. Metylacja tego

genu wydaje sie by¢ takze elementem réznicujgcym guzy glejowe i przerzutowe do OUN.

Dalsza analiza genu MGMT technikg pirosekwencjonowania potwierdzita znaczacy odsetek
zmetylowanego wariantu tego genu u pacjentéw z glejakiem. Wykazata jednoczesnie, ze
najwyzszy poziom metylacji charakteryzuje dinukleotyd CpG2, natomiast najnizszy CpG5.
Natomiast poziom metylacji dinukleotydéw CpG3 i CpG4 wzrastat wraz z wiekiem pacjentow.
Te obserwacje potwierdzajg jednoczesnie przydatnos¢ oceny metylacji MGMT do

przewidywania skutecznosci terapii zwigzkami alkilujgcymi.

Poréwnanie poziomu metylacji genu NDRG2 ocenianej technikg pirosekwencjonowania
zarébwno w glejakach jak i oponiakach, z metylacja tego genu w zdrowej tkance mdzgu
wykazato znaczgco wyzszy odsetek metylacji w tkance nowotworowej. Najwyzszg wartos¢

procentowg metylacji odnotowano dla dinukleotydu CpG4, natomiast najnizszg dla CpG1.

Analiza profilu metylacji badanych genéw w wolnokrgzgcym DNA surowicy wykazata w duzej
mierze zgodnos¢ z profilem metylacji stwierdzanym w DNA guzéw pochodzacych od tych
samych pacjentéw wskazujgc, ze wolnokrgzacy DNA moze by¢ dobrg alternatywg dla

materiatu operacyjnego, badz biopsyjnego do celéw diagnostycznych.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wskazujg, ze analiza profilu metylacji catego panelu
badanych genéw jak i indywidualnych genéw, wyselekcjonowanych w toku analizy moze by¢
przydatna w diagnostyce nowotworéw ONU, szczegdlnie w odniesieniu do guzéw, ktérych

diagnoza histopatologiczna jest niejednoznaczna.
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IX. Streszczenie

Nowotwory osrodkowego ukfadu nerwowego, cho¢ nalezg do stosunkowo rzadko wystepujgcych, w
wigkszosci przypadkdéw wigzg sie z bardzo ztym rokowaniem. Okresy przezycia chorych z
nowotworami moézgu, pomimo wdrozenia intensywnego leczenia, czesto nie przekraczajg 1 roku.
Jedng z przyczyn sg istniejace lub rozwijajgce sie w trakcie terapii mechanizmy opornosci na leczenie
farmakologiczne lub radiologiczne. Z tego powodu wczesna i trafna diagnoza nowotworéw mozgu jest
szczegolnie wazna, aby leczenie byto bardziej skuteczne. Dotychczas stosowane markery genetyczne
nie sg dostatecznie specyficzne, aby mogly by¢é stosowane w klinice przy wyborze
zindywidualizowanej formy leczenia szczegdlnie, ze w przypadku najbardziej zto$liwych nowotworéw
mozgu ich patogeneza nie jest znana. W ostatniej dekadzie zintensyfikowano badania majgce na celu
poszukiwanie i optymalizacje epigenetycznych markeréw nowotworowych. Termin epigenetyka odnosi
sie do zmian fenotypowych, ktére nie sg wynikiem zmiany w sekwenciji DNA. Zmiany te zwigzane sg
przede wszystkim z metylacjg DNA, kowalencyjnymi modyfikacjami biatek histonowych oraz regulacjg
ekspresji gendw za posrednictwem niekodujgcych RNA. Do celéw diagnostycznych szczegolnie
przydatna, ze wzgledu na stabilno$¢ tej modyfikacji, jak i stosunkowo fatwe pozyskanie materiatu do

badan, moze by¢ analiza profilu metylacji DNA.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byta ocena profilu metylacji genéw o potencjalnym znaczeniu
diagnostycznym i/lub prognostycznym w nowotworach OUN o zréznicowanej ztosliwosci. Analizie
poddano geny MGMT, ERCC1, hMLH1, ATM, CDKN2B (p15INK4B), p14ARF, CDKN2A (p16INK4A),
RASSF1A, RUNX3, GATA6, NDRG2, PTEN, oraz RARB w dwodch typach guzéw, glejakach i
oponiakach, wykorzystujgc technike metylospecyficznej polimerazowej reakcji tancuchowej (MSP)
oraz pirosekwencjonowania. Poza tkankg guza w wybranej grupie pacjentdw analizowano takze
metylacje badanych genéw w wolnokrgzacym DNA surowicy krwi. W celu wylonienia potencjalnych
markeréw  epigenetycznych oceniano korelacje uzyskanych wynikbw z rozpoznaniem
histopatologicznym wg klasyfikacji WHO, a takze takimi parametrami jak wiek, pte¢, czas wolny od
wznowy i okres przezycia pacjentéw. Przeprowadzone badania wykazaty, Ze guzy glejowe
charakteryzuje wyzszy wspoétczynnik metylacji (WM) badanych genéw w poréwnaniu z oponiakami.
Ponadto w odniesieniu do glejakéw warto$¢ tego wspdtczynnika jest powigzana ze stopniem
ztosliwosci wg klasyfikacji WHO, a takze wiekiem pacjentéw. Takiej zaleznosci nie stwierdzono w
oponiakach. W guzach glejowych najczesciej zmetylowane byly geny RASSF1A, RUNX3, GATA6
oraz MGMT, w mniejszym za$ stopniu geny w obrebie locus INK4B-ARF-INK4A oraz ATM. Geny
ERCC1, hMLH1 oraz NDRG2 byly niezmetylowane. Natomiast w oponiakach najczesciej
zmetylowanym genem byt p14ARF, a takze RASSF1A i p15INK4B, rzadziej zas RUNX3 i GATAG.
Geny pl6INK4A, ATM oraz RARB byty zmetylowane w marginalnej liczbie probek, za$
niezmetylowane byty hMLH1, NDRG2 oraz PTEN.

Zaréwno w guzach glejowych jak i oponiakach metylacia RUNX3 w sposéb istotny korelowata ze
stopniem zlosliwosci, a w grupie glejakéw, takze z wiekiem pacjentéw. Gen ten zatem moze by¢

uwazany jako potencjalny marker agresywnosci w obu wymienionych typach guzéw OUN. Ponadto w
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oponiakach gen RASSF1A byt relatywnie czesciej zmetylowany u mezczyzn anizeli u kobiet.
Metylacja tego genu wydaje sie by¢ takze elementem rdéznicujgcym guzy glejowe i przerzutowe do
OUN.

W odniesieniu do gendw MGMT oraz NDRG2 poréwnano wyniki uzyskane technikg MSP i na drodze
pirosekwencjonowania. Analiza genu MGMT technikg pirosekwencjonowania potwierdzita znaczacy
odsetek zmetylowanego wariantu tego genu u pacjentéw z glejakiem. Wykazata jednoczesnie, ze
najwyzszy poziom metylacji charakteryzuje dinukleotyd CpG2, natomiast najnizszy CpG5. Natomiast
poziom metylacji dinukleotydow CpG3 i CpG4 wzrastat wraz z wiekiem pacjentéw. Te obserwacje
potwierdzajg jednoczesnie przydatnos¢ oceny metylacji MGMT do przewidywania skuteczno$ci terapii
zwigzkami alkilujgcymi. Poréwnanie poziomu metylacji genu NDRG2 ocenianej technikg
pirosekwencjonowania zaréwno w glejakach jak i oponiakach, z metylacjg tego genu w zdrowej tkance
mozgu wykazato znaczagco wyzszy odsetek metylacji w tkance nowotworowej. Najwyzszg wartosé

procentowg metylacji odnotowano dla dinukleotydu CpG4, natomiast najnizsza dla CpG1.

Analiza profilu metylacji badanych genéw w wolnokrgzgcym DNA surowicy wykazata w duzej mierze
zgodnosé z profilem metylaciji stwierdzanym w DNA guzéw pochodzgcych od tych samych pacjentow
wskazujgc, ze wolnokrgzgcy DNA moze byé dobrg alternatywg dla materiatu operacyjnego, bgdz

biopsyjnego do celéw diagnostycznych.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wskazujg, ze analiza profilu metylacji catego panelu badanych
gendéw jak i indywidualnych gendéw, wyselekcjonowanych w toku analizy moze by¢ przydatna w
diagnostyce nowotworéw ONU, szczegdlnie w odniesieniu do guzéw, ktérych diagnoza

histopatologiczna jest niejednoznaczna.
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X. Abstract

Despite the growing understanding of the mechanisms of carcinogenesis, cancers of the central
nervous system are usually associated with unfavorable prognosis. The use of an appropriate
molecular marker may improve the treatment outcome by allowing early diagnosis and treatment
susceptibility monitoring. It is now widely accepted that the deregulation of cellular homeostasis
observed in cancer cells may be a consequence of the aberrations in the epigenetic information
besides genetic mutations. Epigenetic mechanisms are responsible for the regulation of gene
expression and their frequent changes in carcinogenesis are especially attractive for investigation
because of their potential applicability in both tumor diagnostics and therapy. The hypermethylation of
CpG islands in the promoter regions of tumor suppressor genes, which leads to their silencing, can be
found at all stages of carcinogenesis. The profile of DNA methylation changes is claimed to be
relatively specific for tumor (sub)type, which makes it a promising marker for disease detection and

stratification. Evidence shows that it may also be used for both prognostic and predictive purposes.

The aim of this study was the evaluation of DNA methylation profile of genes selected on the basis of
their diagnostic and/or prognostic potential in central nervous system (CNS) tumors. The methylation
status of MGMT, ERCC1, hMLH1, ATM, CDKN2B (p15INK4B), pl14ARF, CDKN2A (p1l6INK4A),
RASSF1A, RUNX3, GATA6, NDRG2, PTEN, and RARB was determined in the subset of CNS tumors
of different grades, mainly gliomas and meningiomas, using methylation-specfic polymerase chain
reaction (MSP) and pyrosequencing. Beside tumor DNA in selected group of patients methylation
profle was assessed also in circulating tumor-derived DNA isolated from serum. The results revealed
that gliomas are characterized by higher methylation index (MIl) as compared to meningiomas.
Moreover MI of individual glioma patient correlated with tumor grade (according to WHO grading
system) and age. In glioma patients’ group, RASSF1A, RUNX3, GATA6 and MGMT were most
frequently methylated, whereas locus INK4B-ARF-INK4A and ATM gene were methylated to less
extend. ERCC1, hMLH1 and NDRG2 were unmethylated in all cases. On the other hand in
meningioma patients, pl4ARF as well as RASSF1A and pl5INK4B were the most frequently
methylated. In this group RUNX3 and GATA6 were methylated to a lesser extent, whereas p16INK4A,
ATM and RARg were found to be methylated in a marginal number of patients. The hMLH1, NDRG2

and PTEN genes were unmethylated.

Methylation analysis results were correlated with patients’ WHO classification of tumors, age, sex,
progression free and overall survival time. Both in the glioma and meningioma group RUNX3
methylation was found to correlate with the WHO grade, and in glioma group also with patients’ age.
Therefore RUNX3 methylation can be considered as a promising novel marker —indicator of the
agressivness of both gliomas and meningiomas. RASSF1A gene was found to be more frequently
methylated in men than in women. Methylation of this gene seems also to differentiate gliomas from

brain metastasis from different organs.
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In case of MGMT and NDRG2, the MSP results were validated using pyrosequencing technique. The
pyrosequencing of MGMT confirmed significant number of methylated variants in glioma group of
patients. It also revealed the highest methylation level in CpG2, and the lowest in CpG5. The
methylation level of CpG3 and CpG4 correlated with patient’s age. These observations also confirm
the utility of MGMT as a marker predicting patient’s response to alkylating agents. On the other hand
the comparison of NDRG2 methylation between normal and cancerous tissue revealed significantly
higher methylation level in the latter. The highest methylation level was found in CpG4, whereas the

lowest in CpG1.

The analysis of DNA methylation in circulating tumor-derived DNA revealed that the methylation status
is very similar to that found in tumor tissue DNA. This indicates that circulating tumor-derived DNA is a

good alternative to biopsy or surgical specimens and can be used in the diagnostic purposes.

Overall the results of this study indicate, that the status of methylation of individual genes selected in
this study, as well as the whole panel, can be useful in the diagnostics of CNS tumors, especially in

those tumors, for which the histopathological examination is unequivocal.
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XI. Aneks

Tab. 2 Klasyfikacja histologiczna nowotworéw OUN wg WHO [Louis et al. 2007 a i b]

TUMOURS OF NEUROEPITHELIAL TISSUE Neuronal and mixed neuronal-glial tumours

Dysplastic gangliocytoma of cerebellum
Astrocytic tumours (Lhermitte-Duclos) 9493/0
Pilocytic astrocytoma 9421/1" Desmoplastic infantile astrocytoma/

Pilomyxoid astrocytorma 9425/3* ganglioglioma 9412/1
Subependymal giant cell astrocytoma 9384/1 Dysembryoplastic neuroepithelial tumour  9413/0
Pleomorphic xanthoastrocytoma 9424/3 Gangliocytoma 9492/0
Diffuse astrocytoma 9400/3 Ganglioglioma 9505/1

Fibrillary astrocytoma 9420/3 Anaplastic ganglioglioma 9505/3

Gemistocytic astrocytoma 9411/3 Central neurocytoma 9506/1

Protoplasmic astrocytoma 9410/3 Extraventricular neurocytoma 89506/1*
Anaplastic astrocytoma 9401/3 Cerebellar liponeurocytoma 9506/1*
Glioblastoma 9440/3 Papillary glioneuronal tumour 8509/1*

Giant cell glioblastoma 9441/3 Rosette-forming glioneuronal tumour

Gliosarcoma 9442/3 of the fourth ventricle 9509/1*
Gliomatosis cerebri 9381/3 Paraganglioma 8680/1
Oligodendroglial tumours Tumours of the pineal region
Oligodendroglioma 9450/3 Pineocytoma 936111
Anaplastic oligodendroglioma 9451/3 Pineal parenchymal tumour of

intermediate differentiation 9362/3
Oligoastrocytic tumours Pineoblastoma 9362/3
Oligoastrocytoma 9382/3 Papillary tumour of the pineal region 9395/3"
Anaplastic oligoastrocytoma 9382/3

Embryonal tumours

Ependymal tumours Medulloblastoma 9470/3
Subependymoma 93831 Desmoplastic/nodular medulloblastoma  9471/3
Myxopapillary ependymoma 9394/1 Medulloblastoma with extensive
Ependymoma 9391/3 nodularity 9471/3*

Cellular 9391/3 Anaplastic medulloblastoma 9474/3*

Papillary 9393/3 Large cell medulloblastoma 9474/3

Clear cell 9391/3 CNS primitive neuroectodermal tumour  9473/3

Tanycytic 9391/3 CNS Neuroblastoma 9500/3
Anaplastic ependymoma 9392/3 CNS Ganglioneuroblastoma 9490/3

Medulloepithelioma 9501/3
Choroid plexus tumours Ependymoblastoma 9392/3
Choroid plexus papilloma 9390/0 Atypical teratoid / rhabdoid tumour 9508/3
Atypical choroid plexus papilloma 8350/1*
Choroid plexus carcinoma 9390/3
TUMOURS OF CRANIAL AND PARASPINAL
Other neuroepithelial tumours NERVES
Astroblastoma 9430/3
Chordoid glioma of the third ventricle 9444/1 Schwannoma (neurilemoma, neurinoma)  9560/0
Angiocentric glioma 9431/1* Cellular 9560/0
Plexiform 9560/0
Melanotic 9560/0
'BMmphubgy code of the Intemational Classification of Diseases for Oncology (ICD-0)
BI0 0 01, Sl Moot o Mokie AR, Nourofbroma 95400
or uncertain behaviour. Plexiform 9550/0

* The italicised numbers are provisional codes proposed for the dth edition of ICD-0. While they
afe expected o be incomporated into the next ICD-O edition, they currently remain subject to
change.
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Tab. 3 Klasyfikacja nowotworéw OUN zgodnie z przyporzadkowanymi stopniami ztosliwosci wg WHO [Louis et al. 2007

aib]
| I ] I Il mn v
Astrocytic tumours
Subependymal giant cell Central neurocytoma .
astrocytoma C Extraventricular neurocytoma .

Pilocytic astrocytorna

Cerebellar liponeurocytoma

Pilomyxoid astrocytoma

Paraganglioma of the spinal cord

Diffuse astrocytoma

Papillary glioneuronal tumour

Pleomorphic xanthoastrocytoma

Anaplastic astrocytoma

Rosette-forming glioneuronal
tumour of the fourth ventricle

Glioblastoma
Giant cell glioblastoma Pineal tumours
Gliosarcoma Pineocytoma .
Pineal parenchymal tumour of
Oligodendroglial tumours intermediate differentiation . .

Oligodendroglioma

Pinecblastoma

Anaplastic cligodendroglioma

Papillary tumour of the pineal region

Oligoastrocytic tumours

Embryonal tumours

Oligoastrocytoma

Medulloblastoma

Anaplastic oligoastrocytoma

Ependymal tumours

CNS primitive neuroectodermal
tumour (PNET)

Atypical teratoid / rhabdoid tumaour

Subependymoma

Myxopapillary ependymoma

Tumours of the cranial and paraspinal nerves

Chorold plexus tumours

Ependymoma * Schwannoma .
Anaplastic ependymaoma - Meurcfibroma .
Perineurioma L] . .

Choroid plexus papilloma

Malignant peripheral nerve
sheath tumour (MPNST)

Alypical chorgid plexus papilloma

Choroid plexus carcinoma

Meningeal tumours

Other neuroepithelial tumours

Meningioma

Atypical meningioma

Angiocentric glioma

Anaplastic / malignant meningioma

Chordoid glioma of
the third ventricle

Haemangiopericytorna

Anaplastic haemangiopercytoma

Neuronal and mixed neuronal-glial tumours

Haemangioblastoma

Gangliocytoma

Tumours of the sallar ragion

Ganglioglioma

Craniopharyngioma

Anaplastic ganglioglioma

Desmoplastic infantile astrocytoma
and ganglioglioma

Granular cell tumour
of the neurchypophysis

Pituicytoma

Dysembryoplastic
neurcepithelial tumour

Spindle cell oncocytoma
of the adenchypophysis
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Tab. 12 Charakterystyka pacjentow z guzami glejowymi. T - guz, S - surowica, k - kobieta, m - mezczyzna, n.b. - nie

badano, b.d. - brak danych. (i) — informacja dodatkowa: najprawdopodobniej ztosliwy glejak.

Ip. gkOBY ROZPOZNANIE HISTOPATOLOGICZNE oWHO | PLEC | WIEK
Guzy glejowe
1 T1 GBM \Y k 73
2 T2 GBM \Y m 54
3 T3 GBM \Y k 64
4 T4 GBM [\ m 62
5 T5 GBM [\ m 41
6 T6 GBM \Y m 64
7 T7 GBM v m 58
8 T8 GBM [\ Kk 70
9 T9 GBM [\ m 56
10 |T10 GBM [\ m 52
11 |T11 GBM v m 53
12 |T12 GBM v k 55
13 |T13 GBM \Y k 70
14 |T14 GBM [\ k 60
15 |T15 GBM [\ m 58
16 |T16 GBM v m 60
17 | T17 GBM v k 52
18 |T18 GBM [\ k 65
19 |T19 GBM [\ k 65
20 |T20 GBM v m 58
21 |T21 GBM v m 47
22 |T22,S10 |GBM [\ m 50
23 |T23 GBM \Y k 60
24 |T24 GBM \Y m 64
25 |T25 GBM v k 74
26 | T26 GBM \Y m 76
27 |n.b., S2 GBM [\ k 60
28 |n.b., S7 GBM \Y m 49
29 |T27 Giant cell glioblastoma v Kk 53
30 |T28 Giant cell glioblastoma v m 55
31 |T29 GBM recidivans \Y] m 48
32 | T30 GBM recidivans \Y m 60
33 |T31 GBM recidivans [\ k 59
34 |T32 GBM recidivans [\ k 58
35 |T33 GBM recidivans [\ k 52
36 | T34 GBM recidivans v m 55
37 | T35 GBM recidivans v k 46
38 |T36 GBM recidivans v k 56
39 |T37 GBM recidivans v m 59
40 |T38 GBM recidivans v k 70
41 |T39 GBM recidivans v k 54
42 |T40 GBM recidivans v m 50
43 |T41 GBM recidivans v m 57
44 | T42 GBM recidivans [\ m 62
45 | T43 GBM recidivans v k 60
46 |T44 GBM recidivans v m 31
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47 |T45 GBM recidivans I\ m 45
48 |T46,S11 | GBM recidivans v m 64
49 |T47,S15 | GBM recidivans v k 51
50 |T48,S17 | GBM recidivans [\ k 61
51 |T49 GBM recidivans [\ k 65
52 | T50 GBM recidivans (radionecrosis) I\ k 37
53 |T51 GBM recidivans v k 50
54 | T52 GBM recidivans IV (radionecorsis) v Kk 64
55 | T53 Giant cell gioblastoma recidivans I\ k 63
56 |T54 GBM recidivans z elementami PNET v k 32
57 |n.b.,, S6 GBM recidivans, partim anaplastic astrocytoma v m 56
58 | T55 Pierwotny glejowy nowotwér ztosliwy b.d. m 56
59 |T56 Glioma anaplasticum NOS Il m 58
60 |T57 Glioma anaplasticum recidivans Il m 59
61 |T58 Neoplasma malignum anaplasticum (i) b.d. m 56
62 |T59 Neoplasma malignum anaplasticum polymorphum (i) b.d. m 66
63 |T60 Subependymal giant cell astrocytoma [Tuberous sclerosis] I m 23
64 |T61 Anaplastic astrocytoma 1 m 29
65 |T62 Astrocytoma fibrillare Il k 57
66 |T63, S14 | Astrocytoma fibrillare Il k 38
67 |T64, S16 | Astrocytoma fibrillare partim protoplasmaticum Il m 51
68 |T65 Astrocytoma fibrillare partim gemistocyticum Il m 37
69 |T66 Astrocytoma pilocyticum partim dedifferentiatum I/l k 20
70 | T67 Anaplastic astrocytoma Il k 39
71 | T68 Anaplastic astrocytoma Il k 41
72 | T69 Anaplastic astrocytoma Il m 60
73 |T70 Anaplastic astrocytoma 1 m 29
74 |T71 Anaplastic astrocytoma Il m 57
75 |T72 Anaplastic astrocytoma Il k 73
76 |T73 Anaplastic astrocytoma Il k 48
77 |T74 Anaplastic astrocytoma 1 m 83
78 |T75 Anaplastic astrocytoma 1 Kk 61
79 |T76 Anaplastic astrocytoma Il m 62
80 |T77,S9 |Anaplastic astrocytoma Il m 45
81 |T78,S12 |Anaplastic astrocytoma I m 58
82 |T79 Anaplastic astrocytoma 1 Kk 66
83 | T80 Anaplastic astrocytoma 1 m 59
84 |n.b., S3 | Anaplastic astrocytoma Il k 71
85 |n.b., S4 | Anaplastic astrocytoma Il m 62
86 |n.b, S5 |Anaplastic astrocytoma Il k 49
87 |n.b, S8 |Anaplastic astrocytoma Il k 67
88 |T81 Astrocytoma pilocyticum I k 55
89 |T82 Anaplastic astrocytoma recidivans Il Kk 55
90 |T83 Anaplastic astrocytoma recidivans Il m 53
91 | T84 Anaplastic astrocytoma recidivans Il k 47
92 |T85 Asytocytoma gemistocyticum Il m 31
Astrocytoma gemistocyticum in astrocytoma angioplasticum
93 |T86 vertens /11 k 28
94 |T87 Oligoastrocytoma anaplasticum Il k 77
95 |T88 Oligoastrocytoma anaplasticum Il m 29
96 |T89 Oligodendroglioma isomorphum Il m 59
97 | T90 Clear cell ependymoma Il Kk 19
98 |T91 Ganglioglioma Il m 69
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99 |T92 Ganglioglioma Il m 37
100|193 Ganglioglioma I m 16
101 |(T94 Gliosarcoma [\ m 36
102 | T95, S13 | Gliosarcoma \Y k 75
103 | n.b., S1 Gliosarcoma recidivans v m 66

Tab. 17 Charakterystyka pacjentow z oponiakami. T - guz, S - surowica, k - kobieta, m - mezczyzna, n.b. - nie badano.

Ip. | nr PROBY | ROZPOZNANIE HISTOPATOLOGICZNE | o WHO | PLEC | WIEK
Oponiaki
1 |T96 Meningeoma fibrosum I Kk 59
2 |T97 Meningeoma fibrosum Il m 87
3 |T98 Meningeoma fibrosum I k 31
4 |T99 Meningeoma fibrosum I k 78
5 |T100 Meningeoma fibrosum I k 58
6 |T101 Meningeoma fibrosum I k 64
7 |T102 Meningeoma fibrosum I k 47
8 |T103 Meningeoma fibrosum I k 35
9 |T104 Meningeoma fibrosum I k 73
10 | T105 Meningeoma fibrosum I k 45
11 [n.b., S22 | Meningeoma fibrosum I k 71
12 | T106, S33 | Meningeoma fibrosum I k 35
13 | T107 Meningeoma fibrosum psammomatosum I k 63
15 | T108 Meningeoma transitionale I k 51
16 | T109 Meningeoma transitionale I k 48
17 |T110 Meningeoma transitionale I Kk 50
18 |T111 Meningeoma transitionale I m 64
19 |T112 Meningeoma transitionale I m 67
20 |T113 Meningeoma transitionale I k 66
21 |T114 Meningeoma transitionale I Kk 54
23 |T115 Meningeoma angiomatosum I Kk 81
24 |T116 Meningeoma angiomatosum I m 35
25 |T117 Meningeoma angiomatosum, partim clarocellulare I/l k 66
26 |n.b., S21 | Meningeoma angiomatosum recidivans, partim clarocellulare Il k 53
22 |T118 Meningeoma meningotheliale I Kk 70
27 |T119 Meningeoma meningotheliale I Kk 73
28 |T120 Meningeoma meningotheliale I k 57
29 |T121 Meningeoma meningotheliale I m 63
30 |T122 Meningeoma meningotheliale I k 64
31 |T123 Meningeoma meningotheliale I k 39
33 |T124 Meningeoma meningotheliale I Kk 71
34 |T125 Meningeoma meningotheliale Il m 37
35 | T126 Meningeoma meningotheliale I Kk 58
36 |T127 Meningeoma meningotheliale Il m 63
37 |T128 Meningeoma meningotheliale I k 45
38 |n.b., S25 | Meningeoma meningotheliale I Kk 64
39 |T129 Meningeoma meningotheliale, partim fiborosum partim cellulare I/l k 50
40 | T130 Meningeoma meningotheliale, partim necroticans et " m 59
psammomatosum

140




41 |T131 Meningeoma meningotheliale, partim metaplasticum | K 52
(xantomatosum) et psammomatosum
42 |n.b., S24 | Meningeoma meningotheliale, partim microcysticum I m 62
32 |T132 Meningeoma meningotheliale, partim cellulare I Kk 40
14 | T133 Meningeoma meningotheliale psammomatosum I k 75
Meningeom meningothelial mmomatosum rtim
Meningeoma meningotheliomatosum, partim secretans et partim
44 | T135 psammgomatosum ’ P P I m 39
45 | T136 Meningeoma meningotheliomatosum, partim oxyphylicum I k 61
46 | T137 Meningeoma cellulare, partim microcysticum Il k 46
47 | T138 Meningeoma cellulare recidivans Il m 47
48 | T139 Meningeoma cellulare recidivans Il m 48
49 | T140 Meningeoma/Solitary fibrous tumor Il m 56
50 |n.b., S19 | Meningeoma atypicum Il m 58

Tab. 22 Przezycie pacjentéw z guzami glejowymi podane w miesigcach. * orientacyjna liczba miesiecy; (i) — zgon z

przyczyn nienowotworowych (zator); (i) - pacjent chory na stwardnienie guzowate (tuberous sclerosis).

Lp.|# |ROZPOZNANIE HISTOPATOLOGICZNE |oWHO |PLEC |wiek | RZELYCIE (miesigce od
momentu operacji)

1 |T2 |GBM v m 54 16

2 |T6 |GBM v m 64 1,5

3 |T7 |GBM v m 58 10

4 |T8 |GBM v Kk 70 3

5 |T10|GBM v m 52 *nie > niz 27

6 |T11|GBM v m 53 33

7 |T16|GBM v m 60 *nie > niz 9

8 |T20|GBM v m 58 17

9 |T22|GBM v m 50 8

10 | T23 | GBM v k 60 *nie > niz 12

11 | T27 | Giant cell glioblastoma v k 53 19

12 | T30 | GBM recidivans v m 60 1

13 | T31 | GBM recidivans \% k 59 4 (i)

14 | T32 | GBM recidivans v k 58 8

15 | T33 | GBM recidivans v k 52 3

16 | T34 | GBM recidivans v m 55 16

17 | T35 | GBM recidivans v k 46 11

18 | T36 | GBM recidivans \Y% k 56 55

19 | T37 | GBM recidivans [\ m 59 3

20 | T39 | GBM recidivans [\ Kk 54 3

21 | T40 | GBM recidivans v m 50 3

22 | T42 | GBM recidivans v m 62 4

23 | T45 | GBM recidivans v m 45 po 21 m-cach nadal zyje

24 | T46 | GBM recidivans [\ m 64 8

25 | T48 | GBM recidivans [\ Kk 61 6

26 | T53 | Giant cell gioblastoma recidivans \Y% k 63 6

27 | T56 | Glioma anaplasticum NOS Il m 58 po 23 m-cach nadal zyje

28 | T57 | Glioma anaplasticum recidivans Il m 59 3

29 | T60 | Subependymal giant cell astrocytoma (i) || m 23 ;F;/?e ok. 24 m-cach nadal
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30 | T61 | Anaplastic astrocytoma Il m 29 11

31 | T63 | Astrocytoma fibrillare Il k 38 po 18 m-cach nadal zyje

32 | Tea Astrocytoma' fibrillare partim I m 51 o
protoplasmaticum po 12,5 m-cach nadal zyje

33 | T66 Qstr.ocytoma pilocyticum partim I/l k 20 po 25 m-cach nadal zyje

edifferentiatum

34 | T67 | Anaplastic astrocytoma 1 k 39 16

35 | T69 | Anaplastic astrocytoma 1 m 60 10

36 | T71 | Anaplastic astrocytoma Il m 57 6

37 | T75 | Anaplastic astrocytoma Il k 61 9

38 | T78 | Anaplastic astrocytoma Il m 58 11

39 | T81 | Astrocytoma pilocyticum I k 55 po 3 m-cach nadal zyje

40 | T82 | Anaplastic astrocytoma recidivans 1 k 55 4

41 | T84 | Anaplastic astrocytoma recidivans Il k 47 8,5

42 | T85 | Asytocytoma gemistocyticum Il m 31 po 39 m-cach nadal zyje

43 | T87 | Oligoastrocytoma anaplasticum Il k 77 3,5

44 | T88 | Oligoastrocytoma anaplasticum Il m 29 po 23 m-cach nadal zyje

45 | T89 | Oligodendroglioma isomorphum 1] m 59 6 m-cy

46 | T90 | Clear cell ependymoma Il k 19 3

47 | T91 | Ganglioglioma Il m 69 po 31 m-cach nadal zyje

48 | T94 | Gliosarcoma I\ m 36 30

49 | T95 | Gliosarcoma I\ k 75 10

Tab. 23 Przezycie pacjentow z guzami glejowymi podane w miesigcach. * orientacyjna liczba miesiecy.

Lp.|# |ROZPOZNANIE HISTOPATOLOGICZNE | oWHO |PLEC |wiek | PREZEZYCIE (miesigce od
momentu operacji)
po ok. 36 m-cach nadal
1 |[T96 |Meningeoma fibrosum I k 59 zyje
2 |T98 | Meningeoma fibrosum I k 31 po 29 m-cach nadal zyje
3 | T100 | Meningeoma fibrosum I k 58 po 24 m-cach nadal zyje
4 | T101 | Meningeoma fibrosum I k 64 po 24,5 m-cach nadal zyje
5 |T102 | Meningeoma fibrosum I k 47 po 29 m-cach nadal zyje
6 | T107 | Meningeoma fibrosum psammomatosum I k 63 po 26 m-cach nadal zyje
7 | T108 | Meningeoma transitionale I k 51 po 42 m-cach nadal zyje
8 |T110 | Meningeoma transitionale I k 50 po 37 m-cach nadal zyje
9 |T111 | Meningeoma transitionale I m 64 po 35 m-cach nadal zyje
10 | T112 | Meningeoma transitionale I m 67 po 22 m-cach nadal zyje
11 | T115 | Meningeoma angiomatosum I k 81 39,5
12 | T119 | Meningeoma meningotheliale I k 73 po 31 m-cach bez wznowy
13 | T121 | Meningeoma meningotheliale I m 63 po 41 m-cach nadal zyje
14 | T122 | Meningeoma meningotheliale I k 64 po 30 m-cach nadal zyje
15 | T123 | Meningeoma meningotheliale I k 39 po 17 m-cach nadal zyje
16 | T124 | Meningeoma meningotheliale I k 71 po 34 m-cach nadal zyje
17 | T125 | Meningeoma meningotheliale Il m 37 ;F;Fe ok. 40 m-cach nadal
18 | T126 | Meningeoma meningotheliale I k 58 po 38 m-cach nadal zyje
19 | T127 | Meningeoma meningotheliale Il m 63 ;F;Fe ok. 35 m-cach nadal
20 | T129 ;\./Ienlngeoma. meningotheliale, partim I k 50 po 35 m-cach nadal zyje
ibrosum partim cellulare
21 |T130 Meningeoma meningotheliale, partim I m 59 00 24 m-cach nadal 2yje
necroticans et psammomatosum
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Meningeoma meningotheliale, partim . i

22 | T131 | metaplasticum (xantomatosum) et|l 52 zppe ok. 33 m-cach nadal
psammomatosum y)

23 |T132 Meningeoma meningotheliale, partim | 40 po 11 m-cach nadal zyje
cellulare

o4 |T133 Meningeoma meningotheliale | 75 1
psammomatosum

25 | T137 | Meningeoma cellulare partim microcysticum | Il 46 po 40 m-cach nadal zyje

Tab. 24 Charakterystyka pacjentow z guzami przerzutowymi do OUN. W nawiasach podano lokalizacje guza

pierwotnego. T - guz, S - surowica, k - kobieta, m - mezczyzna, n.b. - nie badano, b.d. — brak danych.

Ip. |nr PROBY | ROZPOZNANIE HISTOPATOLOGICZNE | oWHO | PLEC [ WIEK
Guzy przerzutowe do OUN
1 |n.b, S18 Metastasis carcinomatosa (ptuco) b.d. k 56
2 |n.b, S20 | Metastasis carcinomatosa (ptuco) b.d. m 74
3 |n.b, S23 | Metastasis carcinomatosa (piers$) b.d. Kk 58
4 |n.b., S26 Metastasis carcinomatosa (czerniak) b.d. m 62
5 |T141, S27 | Metastasis carcinomatosa (piers) b.d. k 38
6 |T142,S28 |Metastasis carcinomatosa (ptuco) b.d. m 54
7 |T143, S29 | Metastasis carcinomatosa (ptuco) b.d. m 65
8 |T144, S30 | Metastasis carcinomatosa (ptuco) b.d. m 61
9 |T145, S31 | Metastasis carcinomatosa (ptuco) b.d. m 54
10 | T146, S32 | Metastasis carcinomatosa (ptuco) b.d. m 72
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Tab. 26 Zestawienie zbiorcze wynikow reakcji MSP wszystkich analizowanych genéw w populacji guzéw glejowych.
Kolor czerwony wskazuje metylacje (M), kolor niebieski natomiast braku metylacji (U). Pola biate, wraz z literg L wskazujg wynik

niepewny/brak wyniku. Podano liczbe zmetylowanych genéw oraz wspétczynnik metylacji (WM) dla kazdego z pacjentow.

# DIAGNOZA HISTOPATOLOGICZNA i “WHO MGMT | ERCC1 | hMLH1 ATM P16INK4A [ p14ARF |p15INK4B |RASSF1A | RUNX3 | GATA 6 | NDRG2 PTEN RARB |zm ezLyylcui?:nycn WM
genow

T1 |GBM IV 3 0,23
GBM IV 1 0,08

GBM IV 8 0,62

T4 |GBM IV [ 0,00
T5 |GBM IV 1 0,08
T6 |GBM IV 5 0,38
GBM IV 0 0,00

T8 [GBM IV 2 0,15
T9 |GBM IV 4 0,31
T10 (GBM IV 4 0,31
Ti1 (GBM IV 3 0,23
T12 [GBM IV 1 0,08
Ti3 [GBM IV 3 0,23
Ti4 (GBM IV 5 0,38
Ti5 (GBM IV 3 0,23
T16 [(GBM IV 5 0,38
T17 [GBM IV 2 0,15
Ti8 [GBM IV 4 0,31
T19 (GBM IV 4 0,31
T20 (GBM IV 3 0,23
T21 [GBM IV 2 0,15
T22 (GBM IV 4 0,31
T23 [GBM IV 2 0,15
T24 (GBM IV 1 0,08
T25 (GBM IV 4 0,31
T26 [GBM IV 6 0,46
T27 |Giant cell glioblastoma IV 2 0,15
T28 [Giant cell glioblastoma IV 0 0,00
T29 |GBM recidivans IV 4 0,31
T30 [GBM recidivans IV 4 0,31
T31 |GBM recidivans IV 1 0,08
T32 |GBM recidivans IV 1 0,08
T33 |GBM recidivans IV 3 0,23
T34 |GBM recidivans IV 3 0,23
T35 |GBM recidivans IV 1 0,08
T36 |GBM recidivans IV 3 0,23
T37 |GBM recidivans IV 5 0,38
T38 |GBM recidivans IV 2 0,22
T39 [GBM recidivans IV 1 0,08
T40 |GBM recidivans IV 2 0,15
T4l |GBM recidivans IV o 0,00
T42 |GBM recidivans IV 3 0,25
T43 |GBM recidivans IV 0 0,00
T44 |GBM recidivans IV 1 0,08
T45 |GBM recidivans IV 1 0,08
T46 |GBM recidivans IV 4 0,31
TA7 |GBM recidivans IV 3 0,23
T48 [GBM recidivans IV 4 0,31
T49 |GBM recidivans IV 6 0,46
T50 [GBM recidivans (radionecrosis) IV 2 0,15
T51 |GBM recidivans IV 5 0,38
T52 |GBM recidivans IV (radionecorsis) 2 0,15
T53 [Giant cell gioblastoma recidivans IV 4 0,31
T54 |GBM recidivans z elementami PNET IV 3 0,23
T55 [Pierwotny glejowy guz mézgu 5 0,38
T56 [Glioma anaplasticum NOS Il 2 0,15
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# DIAGNOZA HISTOPATOLOGICZNA i “WHO MGMT | ERCC1 | hMLH1 ATM P1BINK4A | p14ARF |p15INK4B |[RASSF1A [ RUNX3 | GATA 6 | NDRG2 PTEN RARB |zm ell;lculvz:nych WM
genow

T57 |Glioma anaplasticum recidivans il 1 0,08
T58 [Neoplasma malignum anaplasticum 4 0,31
T59 malignum i P pl 3 0,23
T60 ::ll;z;eir;dymal giant cell astrocytoma | [Tuberous 1 0,08
T62 |Astrocytoma fibrillare Il 1 0,08
T63 [Astrocytoma fibrillare Il 1 0,08
Te4 fibrillare partim i I 3 0,23
T65 fibrillare partim i i I 0 0,00
T66 Y i i partim i { I/II 1 0,08
T61 [Anaplastic astrocytoma Ill 3 0,23
T67 [Anaplastic astrocytoma lll 4 0,31
T68 [Anaplastic astrocytoma lll 4 0,31
T69 |Anaplastic astrocytoma il 5 0,38
T70 [Anaplastic astrocytoma Il 3 0,23
T71 |Anaplastic astrocytoma Ill 1 0,08
T72 |Anaplastic astrocytoma lll 3 0,23
T73 |Anaplastic astrocytoma lll 3 0,23
T74 |Anaplastic astrocytoma Ill 0 0,00
T75 |Anaplastic astrocytoma Ill 2 0,15
T76 [Anaplastic astrocytoma lll 2 0,15
T77 |Anaplastic astrocytoma lll 1 0,08
T78 |Anaplastic astrocytoma Ill 3 0,23
T79 [Anaplastic astrocytoma Ill 3 0,23
T80 [Anaplastic astrocytoma Ill 0 0,00
T81 [Astrocytoma pilocyticum | 0 0,00
T82 |Anaplastic astrocytoma recidivans Il 0 0,00
T83 [Anaplastic astrocytoma recidivans il 2 0,15
T84 [Anaplastic astrocytoma recidivans Il 4 0,31
T85 [Asytocytoma gemistocyticum Il 1 0,08
86 |angioplasticum vertens Wil " ° 0.00
T87 |Oligoastrocytoma anaplasticum il 3 0,23
T88 [Oligoastrocytoma anaplasticum Il 2 0,15
T89 [Oligodendroglioma isomorphum II 3 0,23
T90 [Clear cell ependymoma Il 2 0,15
T91 [Ganglioglioma I 5 0,38
T92 liogli It 5 0,38
T93 [Ganglioglioma | 2 0,15
T94 |Gliosarcoma IV 2 0,15
T95 |Gliosarcoma IV 3 0,23
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Tab. 27 Zestawienie zbiorcze wynikow reakcji MSP wszystkich analizowanych genéw w populacji oponiakéw. Kolor
czerwony wskazuje metylacje (M), kolor niebieski natomiast brak metylacji (U). Pola biate, wraz z literg L wskazujg wynik

niepewny/brak wyniku. Podano liczbe zmetylowanych genéw oraz wspétczynnik metylacji (WM) dla kazdego z pacjentow.

# DIAGNOZA HISTOPATOLOGICZNA i "WHO zmell;llift\ll]:nych WM
genow
T96 i fibrosum | 1 0,08
T97 |Meningeoma fibrosum II 4 0,33
T98 |Meningeoma fibrosum | 2 0,17
T99 [Meningeoma fibrosum | 2 0,17
T100 |Meningeoma fibrosum | 0 0,00
T101 |Meningeoma fibrosum | 0 0,00
T102 |Meningeoma fibrosum | 1 0,08
T103 |Meningeoma fibrosum | 1 0,08
T104 |Meningeoma fibrosum | 0 0,00
T105 |Meningeoma fibrosum | 0 0,00
T107 i fibrosum | 2 0,17
T108 |Meningeoma transitionale | 0 0,00
T109 |Meningeoma transitionale | 1 0,08
T110 |Meningeoma transitionale | 1 0,08
T111 |Meningeoma transitionale | 3 0,25
T112 |Meningeoma transitionale | 2 0,17
T113 |Meningeoma transitionale | 0 0,00
T114 |Meningeoma transitionale | 0 0,00
T115 |Meningeoma angiomatosum | 2 0,17
T116 |Meningeoma angliomatosum | 0 0,00
T117 i i partim I 0 0,00
T118 |Meningeoma meningotheliale | 3 0,25
T119 |Meningeoma meningotheliale | 3 0,25
T120 |Meningeoma meningotheliale | 2 0,17
T121 [Meningeoma meningotheliale | 2 017
T122 i i iale | 2 0,17
T123 |Meningeoma meningotheliale | 3 0,25
T124 [Meningeoma meningotheliale | 1 0,08
T125 |Meningeoma meningotheliale II 1 0,09
T126 |Meningeoma meningotheliale | 1 0,08
T127 |Meningeoma meningotheliale II 1 0,08
T128 |Meningeoma meningoheliale | 2 0,17
T120 cMee"r:JiIr:eef:lr:a meningotheliale, partim fibrosum partim 1 0,08
0 1y ar‘nmomatosum I parim . - : 0.8
T131 Meningeoma i iale, partim P 017
(xantomatosum) et psammomatosum |
T132 |Meningeoma meningotheliale, partim cellulare Il 2 0,18
T133 i i I I 1 0,08
st necroticans et hyalinisans | penim ° 000
p sammomatosum |

T136 |Meningecma\ i i parti ypl 1 0,08
T137 [Meningeoma cellulare partim microcysticum Il 3 0,25
T138 [Meningeoma cellulare recidivans Il 1 0,08
T139 [Meningeoma cellulare recidivans Il 2 0,17
T140 |Meningeoma/solitary fibrous tumor Il 1 0,08
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Tab. 44 Szczego6towe zestawienie wynikow pirosekwencjonowania promotora genu MGMT — guzy glejowe. Podano wartosci usrednione dla co najmniej dwoch oznaczen.

Lp. [# |ROZPOZNANIE HISTOPATOLOGICZNE i ‘WHO |PLEC|WIEK |MsP | PIRO | #890090¢ | CpG1 | CpG2| CpG3 |CpG4 | CpG5 g;egma 2 °

1 |[T1 |GBMIV K 73 |[M PIro | 1ok 17,06 |14,13 |16,92 | 11,54 | 18,15 | 15,56
(3+) M

2 |T2 |GBMIV m 54 |U [’J'ro Tak 517 |0,00 |14,17|598 |953 |6,97

3 |T3 |GBMIV K 64 |M PIFO | T2k 44,01 |58,22 |44,29 | 51,36 | 65,38 |52,65
(3+) M

4 |T4 |GBMIV m 62 |U ‘L’J'ro Tak 746 |12,09 |9,48 |8,33 [10,39 |9,55

5 |T5 |GBM IV m 41 |u ‘L’J'ro Tak 10,30 |12,36 |0,00 0,00 |0,00 |4,53

6 |T6 |GBMIV m 64 |M PIFO | T2k 65,52 |62,23 (70,40 |54,84 | 77,07 | 66,01
(34 |M

7 |77 |GBM IV m 58 |U B”O Tak 0,00 [394 (000 |227 [356 |1,95

8 |T8 |GBMIV K 70 ?:/l3+) E/'lro Tak 8,67 |37,34 (37,97 |16,12 |40,12 | 28,04

9 |T9 |GBMIV m 56 |U B”O Tak 483 |7,00 |000 |274 |7,66 |4,45

10 | T10|GBM IV m 52 (I\g+) E/'lro Tak 52,53 |52,68 | 58,37 | 45,45 |17,98 | 45,40

11 |T11|GBM IV m 53 (I\g+) E/'lro Tak 52,83 |52,34 | 55,72 | 46,79 | 61,83 | 53,90

12 |T12|GBM IV K 55 |U [’J”O Tak 586 |526 |647 |615 |7.97 |634

13 | T13|GBM IV K 70 M PIFO 1 1ok 60,69 |60,12 | 21,50 | 20,01 |16,14 |35.87
(3+) M

14 |T14|GBM IV K 60 |M PIFO™ 1 12k 21,73 |55,09 | 20,85 | 15,79 | 20,29 | 26,75
(3+) M

15 | T15|GBM IV m 58 |U f\’/'lro Nie 11,04 |17,22 | 14,45 | 12,15 | 21,99 | 15,37

16 | T16 | GBM IV m 60 [’J"O Tak 477 496 |514 |1,98 |474 |432

17 |T17|GBM IV K 52 piro | Nie 12,71 |12.47 | 1853 |427 |12.60 |12.11
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18 | T18|GBM IV 65 |U B"O Tak 1,87 226 |160 |1,30 |212 |1,83
19 | T19|GBM IV 65 |U B”O Tak 522 |442 |6,60 |0,00 [000 |3.25
20 | T20 | GBM IV 58 |U B”O Tak 517 |7,07 |21,78 |0,00 |7,80 |8,36
21 | T21|GBM IV 47 |U B”O Tak 2,75 |0,00 |26,93 /0,00 [3,30 |6,59
22 | T22 | GBM IV 50 |U B'ro Tak 11,25 |11,03 |0,00 |0,00 |0,00 |4.46
23 | T23|GBM IV 60 |U E/'lro Nie 53,73 |64,95 | 23,60 | 56,46 | 19,38 | 43,62
24 | T24|GBM IV 64 |U ‘L’J'ro Tak 11,84 |0,00 |0,00 [0,00 |10,78 |4,52
a‘ b 1 b 1 H 1
25 | T25|GBM IV 74 gﬂ R/'lro Tak 61,41 |64,45 (63,82 |60,38 |70,47 | 64,11
a‘ b 1 b 1 H 1
26 | T26 | GBM IV 76 gﬂ R/'lro Tak 8421 |81,32 (82,78 | 78,50 | 86,11 | 82,58
27 | T27 | Giant cell glioblastoma IV 53 |U B'ro Tak 533 [14,33 |0,00 |0,00 |0,00 |3,93
28 | T28| Giant cell glioblastoma IV 55 |U o |Nie 26,96 |29,05 4,74 |9,43 |2533[19,10
29 | T29 | GBM recidivans IV 48 |U B”O Tak 9,81 |959 |22,38 0,00 |17,48|11,85
30 | T30 | GBM recidivans IV 60 ?:/l3+) E/'lro Tak 20,64 |4593 (24,13 [12,09 | 24,67 | 25,49
31 | T31| GBM recidivans IV 50 |U B”O Tak 11,95 |11,74 |0,00 |2,81 |14,71 |8,.24
32 | T32 | GBM recidivans IV 58 ?:"3+) E/'lro Tak 43,82 |78,70 | 11,61 | 17,00 | 34,65 | 37,16
33 | T33 | GBM recidivans IV 52 ('\g+) E/'lro Tak 54,05 |54,30 |59,26 |51,09 | 65,26 |56,79
34 | T34 | GBM recidivans IV 55 |U B"O Tak 0,00 |000 |000 |935 |0,00 |1,87
35 | T35 | GBM recidivans IV 46 B"O Tak 234 (292 326 (240 |416 |[3,01
36 | T36 | GBM recidivans IV 56 piro | Tak 0,00 0,00 |0,00 |0,00 |585 |1,17
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37 | T37 | GBM recidivans IV 59 ?g+) K’/ilro Tak 54,19 |54,79 |50,07 | 45,64 | 18,48 | 44,63
38 | T38| GBM recidivans IV 70 |L K’/ilro Nie 100,00 | 85,49 | 15,93 |69,74 | 0,00 |54,23
39 | T39 | GBM recidivans IV 54 (I\g+) K’/ilro Tak 18,10 |31,74 | 31,63 |31,20 | 35,96 | 29,72
40 | T40 | GBM recidivans IV 50 |U B"O Tak 16,68 (6,87 [0,00 |437 |6,02 |6,79
41 | T41 | GBM recidivans IV 57 |U B"O Tak 322 000 (4,02 [220 |0,00 |1,89
42 | T42 | GBM recidivans IV 62 ('\L) E/ilro Tak 30,43 |22,89 |37,54 [4,74 |7,86 |20,69
43 | T43| GBM recidivans IV 60 |U [’J"O Tak 19,78 (0,00 [14,74 |826 |0,00 |8,56
44 | T44 | GBM recidivans IV 31 |U [’J"O Tak 0,00 |0,00 |0,00 |7,46 [0,00 |1,49
45 | T45 | GBM recidivans IV 45 |U [’J"O Tak 850 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 [1,70
46 | T46 | GBM recidivans IV 64 ?:/ls+) f\’/ilro Tak 26,42 |30,44 |33,97 [29,79 [0,00 |24,12
47 | T47 | GBM recidivans IV 51 |U B"O Tak 6,08 [891 [10,39 |0,00 [0,00 [5,07
48 | T48 | GBM recidivans IV 61 |U B"O Tak 650 |0,00 |0,00 |0,00 [0,00 [1,30
49 | T49 | GBM recidivans IV 65 ?:/l3+) E/ilro Tak 80,77 |77,70 | 75,12 | 75,24 | 77,70 | 77,30
50 | T50 | GBM recidivans (radionecrosis) IV 37 U Biro Tak 5,85 19,35 |0,00 |0,00 (13,89 (7,82
51 | T51 | GBM recidivans IV 50 ('\:"3+) [’J"O Nie 17,33 (9,94 (0,00 [0,00 |20,18 |9,49
52 | T52| GBM recidivans IV (radionecorsis) 64 |U [’J"O Tak 3,62 |0,00 [0,00 4,09 [0,00 |1,54
53 | T53 | Giant cell gioblastoma recidivans IV 63 |U B"O Tak 0,00 |396 [523 |3,71 |0,00 |2,58
54 | T54 | GBM recidivans z elementami PNET IV 32 '(\/'3+) f\’/ilro Tak 88,58 |88,08 80,83 | 65,57 |69,60 | 78,53
55 | T55 | Pierwotny glejowy nowotwor ztosliwy 56 U piro | Tak 0,00 0,00 |0,00 |550 |0,00 |1,10
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56 | T56 | Glioma anaplasticum NOS Il 58 | M K’/ilro Tak 41,35 |40,23 |42,04 | 35,46 | 43,31 | 40,47
57 | T57 | Glioma anaplasticum recidivans 1| 50 |U B"O Tak 728 |6,08 |0,00 |0,00 [0,00 [267
58 | T58 | Neoplasma malignum anaplasticum 56 | M K’/ilro Tak 91,60 |93,13 | 93,86 [92,12 | 60,67 | 86,27
59 | T59 | Neoplasma malignum anaplasticum polymorphum 66 U Biro Tak 10,23 |0,00 (11,49 (4,59 |0,00 |5,26
60 | T60 gagfgsﬁg]dymal giant cell astrocytoma | [Tuberous 23 U Eiro Tak 14,73 10,62 |000 |9.14 |0,00 |6,90
61 | T62 | Astrocytoma fibrillare I1 57 |U E"O Tak 230 |167 (1,77 |1,39 [244 |1,91
62 | T63 | Astrocytoma fibrillare |1 38 |U E"O Tak 521 [18,76 |0,00 |4,77 |6,36 |7,02
63 | T64 | Astrocytoma fibrillare partim protoplasmaticum I 51 |U E/ilro Nie 37,37 |41,20 |4,82 |488 |524 |18,70
64 | T66 ,Ibl\lsltrocytoma pilocyticum partim dedifferentiatum 20 U {:)Jiro Tak 2.67 959 |270 |828 |2.81 |521
65 | T61 | Anaplastic astrocytoma lll 29 ('\él%+) lp\)/ilro Tak 33,96 [49,83 17,75 39,07 |54,91 | 39,10
66 | T67 | Anaplastic astrocytoma I 39 |U [’J"O Tak 6,53 |10,30 |3,46 |2,14 |4,25 |533
67 | T68 | Anaplastic astrocytoma lll 41 ('\él%+) lp\)/ilro Tak 65,76 |55,64 |59,82 | 31,30 [34,77 | 49,46
68 | T69 | Anaplastic astrocytoma lll 60 ('\él%+) lp\)/ilro Tak 65,20 |66,65 |70,63 |73,92 |74,53 |70,18
69 | T70 | Anaplastic astrocytoma I 29 U [’J"O Tak 11,20 (2,82 |586 |2,75 |6,93 |591
70 | T71| Anaplastic astrocytoma Il 57 '(\:/'3+) ,‘\’/ilro Tak 54,72 (32,73 |17,99 | 49,18 | 14,59 | 33,84
71 | T72| Anaplastic astrocytoma llI 73 ?:AS+) E/ilro Tak 89,99 |90,43 | 81,23 | 64,38 [90,98 |83,40
72 | T73 | Anaplastic astrocytoma Il 48 ] [)Jiro Tak 14,14 (8,49 |4,98 |0,00 (996 |7,551
73 | T74| Anaplastic astrocytoma || 83 [’J"O Tak 8,06 |802 [1578(0,00 |589 |7,55
74 | T75 | Anaplastic astrocytoma I 61 piro | Tak 8,06 6,28 |6,26 |0,00 |8,54 |5,83
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75 | T76 | Anaplastic astrocytoma || 62 |U B"O Tak 585 0,00 (6,09 [0,00 |0,00 |239
76 | T77 | Anaplastic astrocytoma || 45 |U B"O Tak 6,77 18,38 (564 |0,00 |0,00 |6,16
77 | T78| Anaplastic astrocytoma || 58 |U B"O Tak 10,36 |8,27 |0,00 |0,00 |0,00 |3,73
78 | T79 | Anaplastic astrocytoma || 66 |U B"O Tak 8,33 |7,20 [10,92 (8,98 |15,96 |10,28
79 | T81 | Astrocytoma pilocyticum | 55 |U B"O Tak 2,83 |2,83 (4,97 |200 [19,83 6,49
80 | T82 | Anaplastic astrocytoma recidivans || 55 |U [’J"O Tak 0,00 |0,00 [363 |0,00 |462 |1,65
81 | T83 | Anaplastic astrocytoma recidivans Il 53 |U [’J"O Tak 4,98 |0,00 |554 [3,15 [10,84 |4,90
82 | T84 | Anaplastic astrocytoma recidivans Ill 47 ('\g+) K)/ilro Tak 62,08 |33,21 |12,67 |9,13 |13,00 |26,02
83 | T85 | Asytocytoma gemistocyticum I 31 |U ‘L’J"O Tak 3,13 [0,00 |0,00 |342 |458 |2,22
84 | T87 | Oligoastrocytoma anaplasticum il 77 |u B"O Tak 0,00 |6,61 [0,00 |507 [9,30 |4,20
85 | T88 | Oligoastrocytoma anaplasticum |l 29 M E/ilro Tak 35,68 |37,96 | 40,14 | 24,44 | 7,35 |[29,11
86 | T89 | Oligodendroglioma isomorphum II 59 ('\:/|3+) E/ilro Tak 77,34 | 74,84 |67,48 | 69,18 | 33,50 (64,47
87 | T90 | Clear cell ependymoma il 19 |U E/ilro Nie 27,05 |34,59 42,29 |31,62 |9,70 |29,05
88 | T91 | Ganglioglioma I 69 ?:/l3+) E/ilro Tak 61,26 |79,40 |81,78 | 77,89 |61,17 | 72,30
89 | T92 | Ganglioglioma II 37 |u E/ilro Tak 40,00 |44,24 |48,27 |13,45 |4,62 |30,13
90 |T93 | Ganglioglioma | 16 |U [’J"O Tak 0,00 |0,00 [0,00 |650 [0,00 |1,30
91 | T95 | Gliosarcoma IV 75 ('\g+) f\’/il“’ Tak 40,05 |45,53 |31,45 | 44,39 |0,00 |32,28
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Tab. 51 Szczegé6towe zestawienie wynikow pirosekwencjonowania promotora genu NDRG2 — guzy glejowe. Podano wartosci usrednione dla co najmniej dwdch oznaczen.

Lp.|# |ROZPOZNANIE HISTOPATOLOGICZNE i "WHO |PLEC |WIEK [MSP | PIRO ﬁ%ﬁf{‘;ﬁﬁ CpGl | CpG2|CpG3 | CpG4|CpGd CS:LeGdnia 2 0°
1 [Tl |GBMIV k [ER E/;ro Nie 831 |7,53 |15,79 26,40 | 16,59 | 14,92
2 |[T2 [GBMIV m |54 U E/;ro Nie 12,82 29,93 | 29,25 | 25,90 | 0,00 |19,58
3 |T3 |GBMIV K 64 U aro Nie 4,22 |14,45 14,86 | 16,48 | 13,37 | 12,68
4 |T4 |GBMIV m |62 U aro Nie 6,13 |19,39 | 25,73 | 33,64 | 27,95 | 22,57
5 |T5 |GBMIV m |4 U aro Nie 7,88 |10,33 [ 20,04 | 36,95 | 18,10 | 18,66
6 |T6 |GBMIV m 64 U aro s 16,17 | 29,60 | 31,83 |44,68 |17,01 | 27,86
7 |T7 |GBMIV m |58 U &ro Nie 0,00 |20,88 |30,89 |50,00 |0,00 |20,35
8 |T8 [GBMIV k 70U E/?ro Nie 12,34 19,17 | 16,27 | 23,64 | 19,47 | 18,18
9 |T9 |GBMIV m 1% U E/?ro Nie 8,81 |863 [20,50 [24,33 18,89 | 16,23
10 [T10 |GBM IV m 52 U E/?ro Nie 10,27 |8,53 |22,17 | 34,35 | 18,54 | 18,77
11 |T11 |GBM IV m 53 U E/?ro Nie 14,88 | 21,37 | 17,88 | 31,57 | 21,86 | 21,51
12 ]T12 |GBMIV K S e aro Nie 39,11 |20,08 |11,41 | 27,66 | 30,97 | 25,84
13 |T13 |GBM IV ko |70 U ﬂro Nie 17,77 17,89 | 22,39 | 16,76 | 13,92 | 17,75
14 |T14 |GBM IV K 60 |U ﬂro Nie 14,32 | 23,44 | 22,29 | 34,20 | 21,37 | 23,12
15 | T15 |GBM IV m |58 U ﬂro Nie 34,05 | 15,24 | 18,25 | 26,59 | 16,75 | 22,18
16 | T16 | GBM IV m |60 v |Nie 12,65 |14,21 |8,03 |25,57 | 18,66 | 15,82
17 |T17 |GBM IV K 52 piro | Nie 33,44 |37,05 | 33,51 82,80 42,39 | 45,84
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18 | T18 |GBM IV 65 Sro Tak 0,00 |0,00 450 |0,00 |0,00 [0,90
19 | T19 |GBM IV 65 E/;ro Nie 11,27 | 24,61 |13,07 | 39,83 | 31,30 | 24,01
20 [T20 |[GBM IV o8 E/?ro Nie 24,97 (30,72 |0,00 |29,38 |13,71 | 19,75
21 |T23 |GBM IV 60 Sro Tak 12,12 [0,00 |12,41 0,00 |0,00 |4,91
22 |T24 | GBMIV 64 aro Nie 0,00 |33,32 (33,89 | 46,50 | 24,77 | 27,70
23 | T28 | Giant cell glioblastoma IV 55 mro Nie 3222 26,61 /0,00 |000 [17,11 15,19
24 | T29 | GBM recidivans IV 48 aro Nie 1208 | 17.76 | 26.27 | 4720 | 3317 | 27.47
25 | T30 | GBM recidivans IV 60 aro Nie 15,59 |7,19 |16,97 | 21,63 |15,19 |1531
26 | T31 | GBM recidivans IV 59 b |Tak 0,00 |0,00 |20,00 |24,21 0,00 |884
27 |T32 | GBM recidivans IV 58 Biro Tak 6,68 |957 [2143 851 |819 [1087
28 | T33 | GBM recidivans IV 52 E/?ro Nie 13,43 | 16,47 | 25,33 | 64,95 | 27,73 | 29,58
29 | T34 | GBM recidivans IV 55 Sro Tak 10,16 |13,88 |0,00 |0,00 |15,65 |7,94
30 | T35 | GBM recidivans IV 46 E/Ilro Nie 0,00 |32,65 29,41 |64,79 |15,76 | 28,52
31 | T36 | GBM recidivans IV 56 E/ilro Nie 9,75 |15,45 11,51 |14,74 |13,58 | 13,01
32 | T37 | GBM recidivans IV 9 aro Nie 7,79 |533 [1540 |19,99 |12,13 |12,13
33 | T38 | GBM recidivans IV 70 aro Nie 18,23 |0,00 |0,00 |2843 |32,55 |15,84
34 | T39 | GBM recidivans IV 54 . |Ne 17,11 | 24,41 | 29,02 | 39,09 | 26,52 | 27,23
35 | T40 | GBM recidivans IV 50 B"O Tak 000 |000 |000 |3862 000 |7.72
36 | T4l | GBM recidivans IV 57 piro | Nie 24,24 0,00 |28,07 (23,80 |22,99 |19,82
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- piro .
37 | T42 | GBM recidivans IV 62 M Nie 22.78 130,02 | 13,95 |41.28 |9.89 |2358
- piro
38 | T43 | GBM recidivans IV 60 U Tak 876 |1054 |954 |11.68 1073|1025
- piro .
39 | T44 | GBM recidivans IV 31 m o |Ne 24,69 |41,73 | 34,47 89,19 | 75,17 | 53,05
- piro
40 | T45 | GBM recidivans IV 45 U Tak 000 [1853|000 [0,00 |000 |371
- piro
41 | T46 | GBM recidivans IV 64 U Tak 000 |- 000 (000 |000 |0,00
- piro .
42 | T47 | GBM recidivans IV 51 M Nie 000 [1922 (13,89 |21.74 |7.37 |12.44
- piro
43 | T48 | GBM recidivans IV 61 U Tak 1087 (0,00 |586 |000 |947 |524
- piro .
44 | T49 | GBM recidivans IV 65 M Nie 000 |000 |2486|000 |3642 1226
- . . piro :
45 | T50 | GBM recidivans (radionecrosis) IV 37 M Nie 16,34 |27.86 | 7,06 |31.22 | 26,81 | 21,86
. . - piro
46 | T53 | Giant cell gioblastoma recidivans IV 63 U Tak 552 |7.90 |10,75|1550 |8.65 |9.66
- ; piro .
47 | T54 | GBM recidivans z elementami PNET IV 32 M Nie 17,36 18,37 | 16,90 | 28,92 | 20,44 | 20,40
. . . . piro .
48 | T55 | Pierwotny glejowy nowotwor ztosliwy 56 M Nie 794 |21.31 (11,56 |33,02 |32,86 | 21,34
. . piro :
49 | T56 | Glioma anaplasticum NOS IlI 58 M Nie 18,67 |28.12 |30.95 | 48.39 | 34,19 | 32,06
: . .- piro .
50 | T57 | Glioma anaplasticum recidivans Il| 59 M Nie 0,00 |12.88|774 |14.07 | 2472|1188
. . piro
51 | T58 | Neoplasma malignum anaplasticum 56 U Tak 0,00 000 |000 |000 |000 |000
52 | T59 | Neoplasma malignum anaplasticum polymorphum 66 IF\)/'IVO Nie 4521 |19 95 |37 44 | 3963 | 42 70 | 36.99
53 [ T60 Subepe_ndymal giant cell astrocytoma | [Tuberous 23 PiIro | vie
sclerosis] M 19,38 [ 13,99 [12,67 | 15,96 | 23,97 |17,19
54 | T61 | Anaplastic astrocytoma Il 29 B'ro Tak 733 (134612371733 |784 |966
55 | T62 | Astrocytoma fibrillare 11 57 piro | Nie 9,33 |13,27 |17,88 | 24,40 |9,46 |14,87
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56 | T64 | Astrocytoma fibrillare partim protoplasmaticum I 51 Biro Tak 000 000 |469 |000 |2418]|577
57 | T66 f/ﬁtrocytoma pilocyticum partim dedifferentiatum 20 I|c\)/i|ro Nie 638 |718 |2232 3007 |23.84 |19.75
58 | T67 | Anaplastic astrocytoma Il 39 Biro Tak 950 |9.39 |918 |14.42 1095|1069
59 | T68 | Anaplastic astrocytoma Il 41 Ip\)/ilro Nie 10,97 |27.47 | 21.49 | 63.97 | 9,15 |26.61
60 | T69 | Anaplastic astrocytoma Il 60 E/ilro Nie 784 |2586 2020 |47,06 |12,16 | 22,62
61 | T70 | Anaplastic astrocytoma Il 29 E/ilro Nie 16,38 | 20,75 | 18.18 | 45.44 | 31,05 | 26,36
62 | T71 | Anaplastic astrocytoma I 57 E/ilro Nie 24.49 | 11,22 | 20,69 | 14,41 | 29,17 | 19,99
63 | T72 | Anaplastic astrocytoma Il 73 E/ilro Nie 864 |2622|947 |41,98 |11,45 |1955
64 | T73 | Anaplastic astrocytoma Il 48 Biro Tak 000 |778 |7.77 |550 |550 |531
65 | T74 | Anaplastic astrocytoma Il 83 Biro Tak 889 |964 |500 |11,43|1728 1045
66 | T75 | Anaplastic astrocytoma lll 61 Biro Tak 0,00 |000 |000 |000 |- 0,00
67 | T76 | Anaplastic astrocytoma Il 62 E/ilro Nie 2114 |28.28 | 23,80 |0.00 |26,51 |19.95
68 | T77 | Anaplastic astrocytoma Il 45 E/ilro Nie 0,00 |38.35 1341|000 |31.62 1668
69 | T79 | Anaplastic astrocytoma lll 66 E/ilro Nie 10,36 47,07 | 41,01 | 33,62 | 0,00 |28.21
70 | T81 | Astrocytoma pilocyticum | 55 Biro Tak 0,00 12096000 |2018 000 |823
71 | T82 | Anaplastic astrocytoma recidivans Ill 55 Ip\)/ilro Nie 23.24 | 16,67 |33.62 | 70,51 | 34,38 | 35,68
72 | T83 | Anaplastic astrocytoma recidivans Ill 53 I|c\)/i|ro Nie 26.32 | 15,98 | 26,51 |42,51 | 25,63 | 27,39
73 | T84 | Anaplastic astrocytoma recidivans Il| 47 Biro Tak 000 |000 |- 000 1000 |0,00
74 | T85 | Asytocytoma gemistocyticum |l 31 piro | Nie 32,30 | 13,53 | 28,33 | 25,98 | 0,00 |20,03
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M
75 | T87 | Oligoastrocytoma anaplasticum I 77 Ip\)/ilro Nie 10,66 | 16,64 | 22.67 | 15,72 | 22,52 | 17.64
76 | T88 | Oligoastrocytoma anaplasticum Il m 29 Biro Tak 000 |000 |972 |12.33 1448|731
77 | T89 | Oligodendroglioma isomorphum I m 59 Biro Tak 000 |16.61 16,00 |0,00 |16,78 |9.88
78 | T90 | Clear cell ependymoma lli 19 Biro Tak 000 |2721 (000 |000 |000 |5.44
79 | To1 | Ganglioglioma Ii m |69 E/;ro Nie 000 | 2254 |0.00 |18.90 |14.29 | 1115
80 | T92 | Ganglioglioma II m |37 b | Nie 521|608 |14.92 |2186 [671 |11.07
81 | T93 | Ganglioglioma | m 16 Biro Tak 2183 26,54 000 000 |000 |967
82 | T95 | Gliosarcoma IV 75 P | Tak 000 |000 looo looo |00 |000

Tab. 58 Szczego6towe zestawienie wynikow pirosekwencjonowania promotora genu NDRG2 — oponiaki. Podano wartosci usrednione dla co najmniej dwdch oznaczen.

Lp.|#  |ROZPOZNANIE HISTOPATOLOGICZNE i "WHO | PLEC |WIEK |MsP  |piRo | 29990%%¢ | o1 | cpG2 | CpG3| CpG4| Cpes g;eg“ia z 5
1 |T96 |Meningeoma fibrosum | k 59 |U E/ilro Nie 11,79 17,39 14,21 |0,00 |14,18 |11,51
2 |T97 |Meningeoma fibrosum II m |87 |U E/ilro Nie 0,00 |17,69 |16,55 |25,89 |12,91 | 14,61
3 |T98 |Meningeoma fibrosum | k 31 |U [’J"O Tak 11,72 (9,10 |6,38 |0,00 |14,22 |8,28
5 | T108 | Meningeoma transitionale | k 51 U E/ilro Nie 6,63 |13,95 |21,74 (19,50 (23,17 |16,99
6 | T109 | Meningeoma transitionale | k 48 U E/ilro Nie 9,00 |13,72 (21,59 |12,84 |11,09 | 13,65
7 | T110 | Meningeoma transitionale | k 50 |U [’J"O Tak 11,48 15,31 |0,00 |0,00 |14,34 |8,22
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piro

8 |T111 | Meningeoma transitionale | 64 M Nie 15,86 9,85 |13,72 |22,74 |19,01 | 16,23
10 | T115 | Meningeoma angiomatosum | 81 ‘,\’/'lro Nie 10,35 | 20,69 | 12,14 |35,79 | 0,00 |15,79
9 |T118 | Meningeoma meningotheliale | 70 ,ﬁ’/'lro Nie 749 |854 |21,64 (34,34 (7,60 |1592
11 | T119 | Meningeoma meningotheliale | 73 K’/'lro Nie 8,99 |[34,92 (25,87 |53,62 |16,68 | 28,02
12 | T120 | Meningeoma meningotheliale | 57 E/'lro Nie 12,22 17,35 |9,10 |38,89 |8,44 |17,20
13 | T121 | Meningeoma meningotheliale | 63 K’/'lro Nie 17,03 | 10,47 | 21,48 | 18,05 | 11,27 | 15,66
14 | T122 | Meningeoma meningotheliale | 64 E/'lro Nie 9,10 |17,56 |12,49 |34,60 | 12,97 |17,34
15 | T123 | Meningeoma meningotheliale | 39 E/'lro Nie 0,00 |10,67 |26,28 |13,96 |7,97 |11,78
17 | T124 | Meningeoma meningotheliale | 71 K’/'lro Nie 17,41 (12,74 [11,80 |0,00 |14,50 |11,29
18 | T126 | Meningeoma meningotheliale | 58 b |Nie 23,84 |12,63 |9,15 |38,73 | 15,58 | 19,98
19 | T127 | Meningeoma meningotheliale Il 63 Lljwo Tak 21,00 {0,00 (15,14 |0,00 |17,91 (10,81
20 | T129 g”aer;::‘]gfe"lmlgrer}}ﬁ”'”gome"a'e’ partim  fibrosum 50 PTO I Nie 0,00 |887 |957 |37,33(10,00 |13,15
21 |T130 Meningeoma meningotheliale, partim necroticans 59 PIro | e 000 |000 |2469 |5511 |13,75 |18,71

et psammomatosum Il M

Meningeoma meningotheliale, partim o
22 | T131 | metaplasticum (xantomatosum) et 52 E/l Nie 9,04 |36,23 (23,08 | 44,31 | 16,44 | 25,82

psammomatosum |
16 | T132 | Meningeoma meningotheliale, partim cellulare I 40 l‘\’/'lro Nie 0,00 |20,24 (8,44 [22,79 |11,13 |12,52
4 |T133 | Meningeoma meningotheliale psammomatosum | 75 f\’/'lro Nie 0,00 |25,63 10,62 |42,46 |17,93 |19,33
23 | T137 | Meningeoma cellulare, partim microcysticum Il 46 o |Nie 0,00 |0,00 |28,23|20,30 | 24,78 | 14,66
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24 | T138 | Meningeoma cellulare recidivans Ii m |47 |U B‘ro Tak 7,05 |7,95 |6,05 |12,50 11,68 |9,04
25 | T139 | Meningeoma cellulare recidivans Ii m 48 |U E/'Iro Nie 0,00 |0,00 |19,59 |3595 |22,66 |15,64

Tab. 66 Zestawienie wynikow reakcji MSP dla genéw MGMT, RASSF1A, CDKN2B (p15INK4B) oraz p14ARF pacjentow z guzami glejowymi. Analizie poddane byto DNA wolnokrazace

izolowane z surowicy (lewa czes¢ tabeli; proby S1, S2 etc.), oraz dla czesci pacjentdw réwniez tkanka guza moézgu (prawa czesc¢ tabeli). b.d. — brak danych

Lp| # ROZPOZNANIE HISTOPATOLOGICZNE i "WHO |WIEK | PLEC [ SUROWICA|SUROWICA|SUROWICA|SUROWICA GUZ GUZ GUZ GUZ
MGMT RASSF1A (pigllf\lNKzzl?B) pl4ARF MGMT RASSF1A (pciEIT\INKZAi) pl4ARF
1 | S1 |Gliosarcoma recidivans IV 66 m
2 | S2 |GBMIV 60 k
3 | S3 |Anaplastic astrocytoma Il 71 k
4 | S4 |Anaplastic astrocytoma il 62 m
5 | S5 |Anaplastic astrocytoma lll 49 k
6 | S6 |GBMrecidivans, partim anaplastic astrocytoma IV 56 m
7 | S7 |GBMIV 49 m
8 | S8 |Anaplastic astrocytoma lll 67 k
9 | S9 |Anaplastic astrocytoma lll 45 m
10 [ S10|GBM IV 50 m
11 | S11|GBMrecidivans IV 64 m
12 [ S12 |Anaplastic astrocytoma lll 58 m
13 | S13|Gliosarcoma IV 75 k
14 [ S14|Astrocytoma fibrillare II 38 k
15 | S15|GBMrecidivans IV 51 k
16 | S16 |Astrocytoma fibrillare partim protoplasmaticum || 51 m
17 | S17 |GBMrecidivans IV 61 k
M 3/17 8/17 2/17 7117 2/9 7/9 1/9 4/9
% M 17.65% 47.06% 11.76% 41.18% 22.22% 77.78% 11.11% 44 .44%
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Tab. 67 Zestawienie wynikow reakcji MSP dla genow MGMT, RASSF1A, CDKN2B (p15INK4B) oraz p14ARF pacjentow z guzami OUN innymi niz glejowe, tj. oponiakami oraz guzami

przerzutowymi do OUN (w nawiasie podano miejsce nowotworu pierwotnego). Analizie poddane byto DNA wolnokrazace izolowane z surowicy (lewa czesc¢ tabeli; proby S1, S2 etc.), oraz dla

czesci pacjentow rowniez tkanka guza mozgu (prawa czesc tabeli). b.d. — brak danych

L.p| # |ROZPOZNANIE HISTOPATOLOGICZNE WIEK [PLEC | SUROWICA [ SUROWICA [ SUROWICA [ SUROWICA GUz GUz GUz GUz
CDKN2B CDKN2B
MGMT RASSF1A S15INKAB p1l4ARF MGMT RASSF1A (p15INK4B) p1l4ARF
1 [ S18 [Metastasis carcinomatosa (ptuco) 56 k
2 | S19 |Meningeoma atypicum I 58 m
3 | S20 |Metastasis carcinomatosa (ptuco) 74 m
4 | S21 [Meningeoma angiomatosum recidivans partim clarocellulare Il| 53 k
5 | S22 |Meningeoma fibrosum | 71 Kk
6 | S23 |Metastasis carcinomatosa (piers) 58 k
7 | S24 |Meningeoma meningotheliale, partim microcysticum | 62 m
8 | S25 |Meningeoma meningotheliale | 64 k
9 | S26 |Metastasis carcinomatosa (czerniak) 62 m
10 [ S27 |Metastasis carcinomatosa (piers) 38 k
11 | S28 |Metastasis carcinomatosa (ptuco) 54 m
12 [ S29 |Metastasis carcinomatosa (ptuco) 65 m
13 [ S30 |Metastasis carcinomatosa (ptuco) 61 m
14 [ S31 |Metastasis carcinomatosa (ptuco) 54 m
15 [ S32 |Metastasis carcinomatosa (ptuco) 72 m
16 | S33 |[Meningeoma fibrosum 35 k
M 1/16 5/16 4/16 4/16 0/7 1/7 0/7 37
% M 6.25% 31.25% 25.00% 25.00% 0.00% 14.29% 0.00% 42.86%
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Tab. 69 Poréwnanie wynikéw dla analizy metylacji DNA wolnokrazacego oraz DNA guza. Status metylacji oznaczono standardowo literami M i U, natomiast zrédio pozyskanego materiatu do

analizy oznaczono odpowiednio dla DNA wolnokrgzacego — Surowica, a dla DNA z guza — Guz. Dane liczbowe odnosza sig do ilosci préb odpowiednio wykazujgcych wspolny, lub rozbiezny wynik

metylacji w obu badanych materiatach.

Lp| # MGMT RASSFIA p15INK4B D14ARF
Guz | surowica| 290dnos¢ GUz | surowica |280dnosEl o7 | surowica | 49odnose Guz | surRowica |490dnose
wynikow wynikow wynikow wynikow
GUZY GLEJOWE
1 | s9
2 |s10
3 |sit
4 |s12
5 |s13
6 |S14
7 |si5
8 |si6
9 |s17
M 2/9 1/9 8/9 7/9 4/9 6/9 1/9 0/9 8/9 4/9 4/9 7/9
% M 22.22% 11.11% 88.89% 77.78% 44.44% | 6667% | 11.11% 0.00% 88.89% 44.44% 44.44% | 77.78%
INNE GUZY OUN
10 |27
11 |s28
12 [s29
13 |S30
14 |s31
15 |s32
16 |S33
M o7 o7 717 177 177 5/7 o7 207 5/7 3 177 517
% M 0.00% 0.00% 100.00% 14.29% 1420% | 7143% | 0.00% 28.57% 71.43% 42.86% 1429% | 71.43%
OBIE GRUPY BADANE
M 2/16 1/16 15/16 8/16 5/16 11/16 1/16 2/16 13/16 7/16 5/16 12/16
% M 12.50% 6.25% 93.75% 50.00% 3125% | 68.75% | 6.25% 12.50% 81.25% 43,75% 3125% | 75.00%
ZGODNOSC WYNIKOW 51/64 (79.69%)
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OSWIADCZENIE

Niniejszym oswiadczam, iz jestem autorkg pracy doktorskiej p.t.:

»Analiza metylacji wybranych genéw w DNA guzéw osrodkowego ukiadu nerwowego -
poszukiwanie nowych markeréw epigenetycznych.”

Praca ta zostata przeze mnie napisana samodzielnie (bez jakiegokolwiek udziatu oséb trzecich), przy
wykorzystaniu wykazanej w pracy literatury przedmiotu i materiatéw zrédtowych, stanowi ona prace
orginalng, nie narusza praw autorskich oraz débr osobistych o0s6b trzecich i jest wolna od
jakichkolwiek zapozyczen.

Oswiadczam réwniez, ze wymieniona praca nie zawiera danych i informac;ji, ktére zostaty pozyskane
w sposob niedozwolony prawem oraz nie byta dotychczas przedmiotem zadnej urzedowej procedury
zwigzanej z uzyskaniem stopnia naukowego: doktora nauk farmaceutycznych, a zlozona przeze mnie
ptyta CD zawiera elektroniczny zapis przedstawionej przeze mnie pracy.

Jednoczes$nie oswiadczam, ze nieodptatnie udzielam Uniwersytetowi Medycznemu im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu licencji do korzystania z wyzej wymienionej pracy bez ograniczen
czasowych i terytorialnych w zakresie obrotu nosnikami, na ktérych prace utrwalono przez:
wprowadzanie do obrotu, uzyczenie lub najem egzemplarzy w postaci elektronicznej, a nadto
upowazaniam Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu do przechowywania i
archiwizowania pracy w zakresie wprowadzania jej do pamigci komputera oraz do jej zwielokrotniania i
udostepniania w formie elektronicznej oraz drukowane;j.

Imie i nazwisko: Aleksandra Majchrzak-Celinska

Poznan, dnia 10.01.2014
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OSWIADCZENIE

Wyrazam zgode na udostepnienie mojej rozprawy doktorskiej w Czytelni Naukowej Biblioteki Gtownej
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu oraz w formie elektronicznej w
Wielkopolskiej Bibliotece Cyfrowej (www.wbc.poznan.pl).

Poznan, dnia 10.01.2014

Podpis
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