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1. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

aCGH
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AYA
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B-hCG
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cDNA
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ddH,O
DHH; DHH
DNA
DSD
Dys
EC
EDTA

g
GCNIS

GCT
gDNA
GLI1; GLI1
GLI2; GLI2
GLI3; GLI3
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1. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

poréwnawcza hybrydyzacja genomowa oparta
na mikromacierzach (ang. array comparative genomic
hybridization)

alfa-fetoproteina
miodzi dorosli (ang. adolescents and young adults)
rak podstawnokomaorkowy (ang. basal cell carcinoma)

podjednostka beta ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej
(ang. B-human chorionic gonadotropin)

Zespot nabtoniakdéw znamionowych, zespot Gorlina
(ang. basal cell nevus syndrome; nevoid basal cell carcinoma
syndrome)

Boc homolog (gen; biatko)

komplementarny DNA (ang. complementary DNA)

rak kosmowki (ang. choriocarcinoma)

polimorfizm liczby kopii genu (ang. copy number variation)
cykl graniczny (ang. treshold cycle)

Cyanine 3 - barwnik fluorescencyjny

Cyanine 5 - barwnik fluorescencyjny

cysteina

dalton; kDa — kilodalton

woda podwajnie destylowana

desert hedgehog (gen; biatko)

kwas deoksyrybonukleinowy

zaburzenia rozwoju pici (ang. disorders of sex development)
rozrodczak (ang. dysgerminoma)

rak zarodkowy (ang. embryonal carcinoma)

kwas etylenodiaminotetraoctowy

gram

neoplazja komorek zarodkowych in situ (ang. germ cell
carcinoma in situ)

guz germinalny (ang. germ cell tumor)
genomowy DNA

GLI family zinc finger 1 (gen; biatko)
GLI family zinc finger 2 (gen; biatko)
GLI family zinc finger 3 (gen; biatko)
glicyna



1. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW
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PTC lub PTCH,
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RNA
RNAza
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RT
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SDS
sek.
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grupa receptoréw sprzezonych z biatkami G

(ang. G Protein-Coupled Receptor)

godzina; réwniez: godz

hedgehog interacting protein (gen; biatko)

indian hedgehog (gen, biatko)

kilo par zasad

litr, dm®

dehydrogenaza mleczanowa (ang. lactate dehydrogenase)
stezenie molowe, mol/dm?3: mM - stezenie milimolowe
rdzeniak zarodkowy (ang. medulloblastoma)

miligram

minuta

mililitr

mega par zasad

matrycowy RNA (ang. messenger RNA)

chlorek sodu

wodorotlenek sodu

nanogram

nienasieniakowate guzy germinalne (ang. nonseminomatous
germ cell tumors)

osrodkowy uktad nerwowy

poziom istotnosci statystycznej

pierwotne komorki ptciowe (ang. primordial germ cells)
pikomol

patched (gen; biatko)

PCR w czasie rzeczywistym (ang. quantitative PCR)
kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)
rybonukleaza

obroty na minute (ang. revolutions per minute)
temperatura pokojowa (ang. room temperature)

rok zycia

dodecylosiarczan sodu

sekunda

sonic hedgehog (gen; biatko)

smoothened (gen; biatko)

suppressor of fused (gen; biatko)
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temp.
Ter
TGCTs
TRIS

YST

VAF

Mg
I

temperatura

potworniak (ang. teratoma); potworniak dojrzaty (Ter M, ang.
teratoma maturum); potworniak niedojrzaty (Ter Im, ang.
teratoma immaturum)

guzy germinalne jadra (ang. testicular germ cell tumors)
2-amino-2-hydroksymetylo-1,3-propandiol

guz pecherzyka zoéttkowego (ang. yolk sac tumor,
endodermal sinus tumor)

czestos¢ wystepowania allelu (ang. variant allele frequency)
mikrogram
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Guzy germinalne (ang. germ cell tumours — GCTs) stanowig heterogenng grupe
nowotworow wywodzgcych sie z pierwotnych komorek ptciowych na réznych etapach ich
réznicowania. Mogg sie rozwingé w gonadach i pozagonadalnie, w tym,
wewnatrzczaszkowo. Patogeneza tych nowotwordw, zwitaszcza u dzieci, nie jest doktadnie
poznana. Szlak sygnatowy Sonic Hedgehog (szlak Hh) odgrywa istotng role w regulacji
migracji i specyfikacji wielu linii komoérkowych w okresie embrionalnym m.in. pierwotnych
komoérek ptciowych. Ma réwniez wptyw na ksztattowanie sie gonad i réznicowanie ptciowe.
Po okresie embrionalnym aktywnos¢ szlaku Hh jest wyciszana i ogranicza sie gtéwnie
do oddziatywania na populacje komérek progenitorowych i zapasowych. Mutacje germinalne
w genach kodujgcych elementy szlaku Hh opisano w wielu zespotach rozwojowych, w tym
w zespole Gorlina, charakteryzujgcym sie licznymi guzami w obrebie skoéry, mézgu i jajnikow.
Nieprawidtowg aktywacje szlaku Hh oraz somatyczne zmiany molekularne w genach
kodujgcych poszczegdlne elementy kaskady zaobserwowano réwniez w nowotworach m.in.
raku zotgdka, ptuca, piersi, prostaty, skéry, w glejakach, rdzeniakach czy nowotworach
hematologicznych. Rola szlaku sygnatowego Hh w guzach germinalnych nie zostata
dotychczas dokfadnie poznana. Jej szczegotowe opracowanie mogtoby stanowi¢ podstawe
do wigczenia inhibitoréw szlaku Hh do protokotow leczenia.

Celem pracy byta ocena zmian molekularnych w genach kodujgcych biatka szlaku
Sonic Hedgehog w guzach germinalnych wieku dzieciecego. Podjeto prébe oceny stanu
aktywacji szlaku sygnatowego Hh w guzach germinalnych wieku rozwojowego. W tym celu
opracowano szczegotowg metodologie umozliwiajgcg ocene profilu genomowego, analize
obecnosci mutacji somatycznych oraz zmian w ekspresji genéw.

Materiat badawczy do analizy stanowit kolejno: 1) DNA wyizolowany z fragmentow
mrozonej tkanki nowotworowej guzéw (n=13) do analizy somatycznych profili genomowych;
2) DNA wyizolowany z fragmentow tkanki nowotworowej guzéw zatopionej w parafinie
(n=27) do analizy wariantow somatycznych gendéw szlaku Hh; 3) RNA wyizolowany
z fragmentow tkanki nowotworowej guzoéw zatopionych w parafinie (n=24) do analizy
ekspresji genéw szlaku Hh. Materiat tkankowy pochodzit z zasobow zgromadzonych
podczas realizacji projektu NCN 04-0155/09/324 (kierownik: prof. dr hab. E. lzycka-
Swieszewska).

Analize poréwnawczg profili genomowych wykonano z wykorzystaniem techniki
mikromacierzy-CGH+SNP (aCGH) o rozdzielczosci ~80kB. Ocene zmian somatycznych
w genach zwigzanych ze $ciezkg Hh przeprowadzono za pomocg techniki
sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) z uzyciem specjalnie zaprojektowanego

panelu QlAseq (Qiagen). Analize ekspresji gendéw szlaku Hh wykonano z wykorzystaniem



2. STRESZCZENIE

techniki PCR w czasie rzeczywistym (rtPCR) z uzyciem panelu do badania ekspresji 84
kluczowych gendéw zwigzanych ze szlakiem (Hedgehog Signaling Pathway RT2 Profiler PCR
Array; Qiagen).

W ponad potowie (62%; 8/13) badanych przypadkéw wewnatrzczaszkowych GCTs
stwierdzono niezrownowazenie genomu pod postacia mnogich zmian liczbowych
i strukturalnych. Najczestszymi zmianami liczbowymi byty: trisomie chromosomu 21 i 19 oraz
monosomie chromosomu 13 i 18. Najczesciej wystepujgca aberracja strukturalna dotyczyta
fragmentu kroétkiego ramienia chromosomu 12 (3/13; 23% guzow). Najczestsze zmiany liczby
kopii genow szlaku Hh dotyczyty gendéw PTCH1 (locus 9q22.32) oraz ZIC2 (locus 13932.3).

Analiza 27 guzow GCTs wykazata obecnos¢ 26 zmian molekularnych, tym dziewie¢
mutacji patogennych, osiem wariantéw sekwencyjnych o nieznanym znaczeniu klinicznym
oraz dziewieC rzadkich wariantéw polimorficznych. Najczesciej zmiany patogenne
stwierdzono w genie KIT (37%) zas wsréd gendw zwigzanych ze szlakiem Hh najwiecej
wariantéw sekwencyjnych stwierdzono w obrebie genu LRP2. Sposréd gendw kodujgcych
kluczowe biatka szlaku Hh, opisano jedynie mutacje w genie DISP2 w jednym przypadku
mieszanego guza jadra oraz pojedyncze warianty o nieznanym znaczeniu klinicznym
w genach SMO, GLI2 i GLI3.

Analiza stopnia ekspresji gendw wykazata réznice w profilach ekspresji
dla kanoniczych biatek szlaku Hh pomiedzy poszczegdinymi podtypami histologicznymi
GCTs. Poziomy ekspresji kluczowych gendw szlaku nie byly nizsze niz poziom stwierdzany
w kontrolnej tkance prawidtowej, natomiast dla niektérych z nich stwierdzono istotng
nadekspresje w tkance nowotworowej. Poréwnanie profili ekspresji wykazato rowniez istotne
réznice w porownaniu do Shh-aktywnego podtypu medulloblastoma co wskazuje
na odmienng aktywnos$c¢ szlaku w przebiegu nowotworzenia tych dwéch grup guzow.

Przeprowadzone w niniejszej pracy analizy majg charakter badan pilotazowych, ktére
miaty na celu opracowanie szczegoétowej metodyki poszczegdlnych analiz uwzgledniajgce;j
heterogennos¢ tej grupy guzdéw. Uzyskane wyniki pozwolity na wstepng ocene
zaangazowania i zmian molekularnych elementéow szlaku Hh w guzach germinalnych
u dzieci. Uzyskane dane wskazujg na selektywng aktywacje pojedynczych elementow, ktdra
raczej prowadzi¢ moze do dysregulacji fizjologicznych proceséw dojrzewania niz by¢
czynnikiem spustowym, ktéry uruchamia proces onkogenezy. Z uwagi na jednostkowy
charakter stwierdzanych zmian, przy matej liczbie guzow objetych analizg, kompleksowa
ocena roli zaburzen molekularnych obejmujgcych Joci zwigzane ze szlakiem Hh
w patogenezie GCT jest jednak na tym etapie niemozliwa. Opracowanie metodologii i wyniki
pilotazowe umozliwity kontynuacje i ukierunkowanie dalszych badan w ramach projektu NCN
.Znaczenie szlaku sygnalizacyjnego SHH w patogenezie i progresji guzéw germinalnych

wieku rozwojowego”.



2. STRESZCZENIE

2.1. Abstract

Germ cell tumors (GCTs) are a heterogeneous group of neoplasms originating from
primordial germ cells at various stages of their differentiation. GCTs develop in the gonads
and extragonadal, including intracranial. The pathogenesis of these tumors, especially
in children, is not fully described. The Hedgehog signaling pathway (Hh pathway) plays
an important role in migration and specification of many cell lines during the embryo
development including primordial germ cells. It also affects gonadal formation and sexual
differentiation. After the embryonic period the activity of the Hh pathway is diminished and
limited mainly to the progenitor cell populations. Germinal mutations in the Hh pathway
genes have been described in many developmental syndromes, including Gorlin syndrome
(PTCHT), which is characterized by numerous tumors affecting skin, brain and ovaries.
Aberrant activation of Hh pathway and somatic mutations have also been observed in many
cancers including stomach, Ilung, breast, prostate, skin, in gliomas, hepatomas
or hematological cancers. The role of the Hh signaling pathway in GCTs has not yet been
precisely understood. Its detailed scientific description could be the premise for including Hh
pathway inhibitors in treatment protocols.

The aim of the study was to assess molecular changes in Hedgehog pathway genes
in childhood germ cell tumors. An attempt was made to assess the activation of the Hh
signaling pathway in germinal tumors of developmental age. A detailed methodology was
developed to investigate genomic profiles, presence of somatic mutations and changes in
gene expression.

The research material for the analysis was: 1) aCGH technique: DNA isolated from
fragments of frozen tumor tissue (n = 13); 2) NGS technique: DNA isolated from fragments
of tumor tissue embedded in paraffin (n = 27); 3) gene expression analysis (rtPCR): RNA
isolated from formalin-fixed paraffin-embedded tumor tissues (n=24). The material resources
was collected within the frames of the research project 04-0155/09/324 (PI: dr hab. E.
|zycka-Swieszewska) founded by the NCN (National Science Centre).

Genomic profiles analysis was performed using microarray-CGH+SNP (aCGH)
technique with a resolution of ~80kB. The mutational analysis of the genes associated with
the Hh pathway was performed using the next generation sequencing technique (NGS) with
a custom-designed QIlAseq Targeted DNA panel (Qiagen). Gene expression analysis
of Hedgehog pathway genes was performed using real-time PCR (rtPCR) using an array
involving 84 key genes (Hedgehog Signaling Pathway RT2 Profiler PCR Array; Qiagen).

Multiple numerical and structural genomic imbalances were present in more than half
(62%; 8/13) of intracranial GCTs. The most common numerical changes included 21 and 19
trisomies and 13 and 18 monosomies. The most common structural aberration concerned

the short arm of chromosome 12 (3/13; 23% of tumors). The most commonly observed copy
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number changes of the Hh pathway genes covered PTCH1 (9922.32) and ZIC2 (13932.3)
loci.

Mutational analysis of 27 GCTs revealed 26 molecular changes, including:
9 pathogenic mutations, 8 sequence variants of unknown clinical relevance, and 9 rare
polymorphic variants. Most often, pathogenic changes were found in the KIT gene (37%).
Among genes associated with the Hh pathway sequence variants within the LRP2 gene were
most commonly found. Among genes encoding key proteins of the Hh pathway only one
probably pathogenic mutation in the DISP2 gene present in a case of a mixed testicular germ
cell tumor and single variants of unknown significance in the SMO, GLI2 and GLI3 genes
have been described.

Gene expression analysis revealed differences in expression profiles for canonical Hh
pathway genes between GCTs histological subtypes. Expression levels of key pathway
genes were not lower than those found in control (mature normal tissue). For some genes
significant overexpression in tumor tissue was found. Comparison of expression profiles
showed also significant differences in reference to the Shh-active medulloblastoma. It might
indicate that disruption of the Shh pathway differs between those two type of cancers.

This work presents pilot studies, which were primarily aimed at assessing the
technical capabilities of individual tests performed on material from such a heterogeneous
group of tumors. At the same time, obtained results allowed for an initial evaluation of Hh
pathway elements involvement in GCTs pathogenesis. The obtained data suggest presence
of a selective activation of individual pathway elements, which may rather lead
to dysregulation of physiological maturation processes than be a trigger factor that activates
oncogenesis. Due to the individual nature of the changes found and the limited number
of tumors studied a comprehensive assessment of the complex molecular changes in Hh
pathway loci associated with the GCTs pathogenesis is not possible at present stage of the
study. The specific methodology and pilot results enabled the continuation and point the
direction of further research in the NCN project titled: "'The importance of the SHH signaling

pathway in the pathogenesis and progression of developmental germline tumors'.
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3.1. GUZY GERMINALNE

Guzy germinalne (GCTs; ang. germ cell tumors) wywodzg sie z pierwotnych komorek
piciowych (PGCs; ang. primordial germ cells) na réznych etapach ich réznicowania.
Stanowig grupe nowotworéw heterogenng pod wzgledem budowy histologicznej, wieku
zachorowania, ptci chorego, lokalizacji narzadowej, zmian molekularnych oraz rokowania
dla pacjenta. GCTs rozwijajg sie wewnatrz i pozaczaszkowo, gdzie mogg lokalizowac sie
gonadalnie i pozagonadalnie. Guzy pozagonadalne wystepujg gtéwnie w linii Srodkowej ciata
(w okolicy krzyzowo-ogonowej, zaotrzewnowej, srodpiersiu, okolicy gtowy i szyi), ale mogg

tez rosngC w obrebie narzgdow migzszowych.

3.1.1. Charakterystyka kliniczna nowotworéw germinalnych

Czestos¢ wystepowania guzow germinalnych jest rézna w poszczegdinych grupach
wiekowych: u matych dzieci, w wieku dojrzewania i u dorostych oraz odmienna dla r6znych
lokalizacji guza. Ogolng zachorowalnos¢ na GCTs w populacji europejskiej szacuje sie
na ~34/1.000.000 z wyraznymi réznicami wystepowania u mezczyzn (~64/1.000.000)
i u kobiet (~4/1.000.000) [Trama i Berrino, 2017].

U dzieci czestos¢ GCTs szacuje sie na 0,5-0,9/100000 dzieci do lat 15
z wyréznieniem dwoch wyraznych szczytdéw zapadalnosci: 0-3 r.z. oraz w okresie
dojrzewania. U noworodkow GCTs stanowig 35-40% wszystkich diagnozowanych guzéw
w pierwszym miesigcu zycia [Cecchetto, 2014; Frazier i wsp., 2012; Pierce i wsp., 2017].
Guzy germinalne stanowig 2-4% wszystkich nowotworéw wystepujgcych u dzieci w wieku
do 15 lat oraz 14% pozagonadalnych guzéw u mitodych dorostych w wieku 15-19 lat
(ang. adolescents and young adults; AYA) [Drozynska i wsp., 2015; Malogolowkin i wsp.,
2003; Zambrano i wsp., 2017]. U dzieci potowa nowotworéow zlokalizowana jest
pozagonadalnie (~20% wewnatrz-, ~30% pozaczaszkowo), najczesciej w okolicy krzyzowo-
ogonowej (20%) iw obrebie centralnego uktadu nerwowego (20%). U oséb dorostych
dominuje umiejscowienie w gonadach (~90%) [Rescorla, 2012].

Histologicznie wiekszos¢ guzow germinalnych u matych dzieci to potworniaki dojrzate
(ang. mature teratoma, TM) i rzadziej niedojrzate (ang. immature teratoma). Guzy ztosliwe
stanowig ok.20% pediatrycznych GCTs z przewagg rozpoznania guza pecherzyka
zottkowego (YST, ang. yolk sac tumor, endodermal sinus tumor) [Zambrano i wsp., 2017].

U nastolatkow od okresu dojrzewania oraz u mtodych osob dorostych (13-24 r.z.)

czestos¢  wystepowania GCTs istotnie  wzrasta  do ~60/1000000 u mezczyzn
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oraz ~8/1000000 u kobiet z wyrazng przewagg wystepowania u pici meskiej [Murray
i Nicholson, 2009; Calaminus i Joffe, 2016]. W tej grupie wiekowej dominujg guzy gonadalne.
GCTs u nastolatkéw (ang. postpubertal GCT) wystepuja w postaci nasieniakéw
(ang. seminoma) lub zlosliwych guzéw nienasieniakowatych (NSGCTs, ang. non-
seminomatous germ cell tumors). U mezczyzn dominuje typ seminoma [Calaminus i Hoffe,
2016].

Guzy zarodkowe jadra (TGCTs, ang. testicular germ cell tumors) stanowig 90%
pierwotnych nowotworéw jagder. Jest to najczesciej wystepujgcy nowotwor niehematologiczny
u mezczyzn w wieku 15-34 lat. Guzy germinalne jajnika wystepujg czesciej u mtodych kobiet
i dzieci niz u kobiet starszych, stanowigc nawet do 70% wszystkich guzoéw jajnika
u dziewczynek i nastolatek. U mtodych kobiet GCTs jajnika tworzg grupe bardziej jednorodng
pod wzgledem histologicznym, podczas gdy u kobiet starszych czesSciej wystepujg guzy
mieszane wykazujgce znacznie gorsze rokowania.
nerwowy oraz okolice krzyzowo-ogonowg. Wewnatrzczaszkowe guzy germinalne wystepujg
przede wszystkim u nastolatkéw ptci meskiej stanowigc 5,4-15,3% guzéw centralnego uktadu
nerwowego diagnozowanych u dzieci. Pierwotne ognisko guza zlokalizowane jest zazwyczaj
w okolicy nadsiodfowej lub okolicy szyszynki, lecz mozliwe jest wystepowanie GCTs réwniez
w podwzgérzu i Scianie Ill komory [Huang i wsp., 2016].

Guzy germinalne w zaleznosci od lokalizacji ogniska pierwotnego mogg prezentowaé
réznorakie objawy, dlatego tez ich rozpoznanie kliniczne moze by¢ utrudnione.
W diagnostyce stosuje sie przede wszystkim metody obrazowe np. ultrasonografie
w potgczeniu z badaniem biopsyjnym. Wiekszo$¢ guzow wydziela substancje takie jak a -
fetoproteina (AFP), podjednostka [ ludzkiej gonadotropiny kosmdwkowej (B-hCG)
czy dehydrogenaza mleczanowa (LDH) oznaczalne w surowicy krwi, bedace markerami
biochemicznymi GCTs (tab. 1). Prawidiowa interpretacja poziomu w.w. markerow moze
utatwi¢ diagnostyke, prognozowanie przebiegu choroby, monitorowanie odpowiedzi pacjenta
na leczenie czy szybkie wykrycie wznowy. Alfa-fetoproteina nie jest jednak specyficznym
markerem guzow germinalnych: fizjologicznie podwyzszony poziom AFP wystepuje u
noworodkdéw i miodych niemowlat, jak réwniez przy uszkodzeniach watroby czy po
operacjach przewodu pokarmowego. Ani AFP, ani B-hCG nie przenikajg przez bariere krew-
mozg, dlatego tez u oséb z podejrzeniem guza zlokalizowanego wewnatrzczaszkowo

konieczne jest rowniez badanie ptynu mézgowo-rdzeniowego [Penn i wsp., 2014].
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Tabela 1. Wydzielanie markeréw biochemicznych przez podtypy GCTs
Zmodyfikowano za: Dufour i wsp. (2014) oraz Murray i Nicholson (2009).

Legenda: ,+” - wydzielanie markera; ,-” - brak wydzielania markera; ,++” - wysoki poziom wydzielania markera
Podtyp histologiczny guza AFP B-HCG
rak zarodkowy +/- +/-
guz pecherzyka zo6ttkowego ++ -
rak kosmowki - ++
Potworniak +/- -
germinoma / dysgerminoma / seminoma - +/-

Wiekszos¢ guzow germinalnych przejawia znaczng wrazliwos¢ na chemio-
i radioterapie oraz charakteryzuje sie wysokim wskaznikiem wyleczalnosci nawet
przy wystepowaniu rozlegtych przerzutow. Dobdr odpowiedniej terapii zalezy od stadium
zaawansowania guza oraz jego lokalizacji iobejmuje chirurgiczng resekcje guza,
oraz kombinacje radio- i chemioterapii, skutkujgce catkowitg remisjg choroby u ponad 98%
pacjentow we wczesnym stadium choroby oraz u 80% pacjentow w zaawansowanym
stadium obejmujgcym przerzuty [Bagrodia i wsp. 2018]. U znacznego odsetka pacjentow
(ok. 10%) mozliwe jest jednak wystgpienie chemioopornosci, co prowadzi do braku
efektywnosci leczenia i zgonu pacjenta.

Standardowe leczenie farmakologiczne oparte na cisplatynie i cytostatykach
alkilujgcych (np. etopozyd) obarczone jest jednakze powaznymi skutkami ubocznymi, ktore
istotnie wptywajg na dalszg jakos¢ zycia pacjentow, zwlaszcza pacjentéw pediatrycznych.
Najczestsze powiktania po terapii standardowej obejmujg zaburzenia ptodnosci, uszkodzenia
stuchu i nerek. Chemio- i radioterapia sg takze znanymi czynnikami ryzyka rozwoju wtérnych
choréb nowotworowych takich jak biataczki, chtoniaki, rak pecherza, okreznicy, trzustki,
nerek, zotadka, tarczycy czy tkanek miekkich. U pacjentéw po terapii mogg réwniez wystgpi¢
potencjalne pézne objawy toksyczne, takie jak choroba sercowo-naczyniowa, zespot
metaboliczny, hipogonadyzm, osteoporoza czy depresja [Taylor-Weiner i wsp., 2016;
Kooijmans i wsp., 2019]. Poleczeniu mozliwe jest ponadto wystepowanie zmian
resztkowych, ktére w miare mozliwosci powinny by¢ usuniete chirurgicznie. Zalecane jest
rébwniez usuniecie zaotrzewnowych weziébw chtonnych jako miejsca najszybszego

przerzutowania guzéw.
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Rycina 1. Schematyczne przedstawienie typow guzow zarodkowych
Zmodyfikowano za: Cheng i wsp (2018)
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3.1.2. Typy histologiczne GCTs

Obraz histologiczny tej heterogennej grupy nowotworéw odzwierciedla potencjat
rozwojowy i wielokierunkowos¢ réznicowania sie komorek, z ktorych sie wywodzg (ryc. 1).
Kategorie histologiczne GCTs przedstawiono w Tabeli 2. Na przestrzeni lat powstato wiele
réznych klasyfikacji i kryteriéw diagnostycznych GCTs. Powszechnie stosowane sg wytyczne
Swiatowej Organizacji Zdrowia - WHO - kategoryzujgace nowotwory zarodkowe wg lokalizacji
w poszczegolnych narzgdach. Najszerzej scharakteryzowane sg GCTs w gonadach - guzy
jadra i jajnika [Mutter i Prat, 2014; Williamson i wsp, 2016]. Analogicznie klasyfikuje sie GCTs
pod wzgledem histologii w roznych lokalizacjach pozagonadalnych z uwzglednieniem
niewielkich réznic w kryteriach np. ztosliwosci potworniakéw. W diagnostyce GCTs obok
oceny morfologicznej stosuje sie immunofenotypizacje. Znaczny odsetek guzéw
germinalnych stanowig guzy o mieszanej histologii.

Dodatkowo, z punktu widzenia klinicznego uwzgledniajgcego rokowanie pacjentow
i wrazliwos¢ na chemioterapie, GCTs mozna podzieli¢ na trzy duze grupy: 1) potworniaki;
2) guzy nasieniakowate (SGCT; ang. seminomatous germ cell tumors), do ktérych nalezg
nasieniak, dysgerminoma irozrodczak; 3) guzy nie-nasieniakowate (NSGCT; ang. non-
seminomatous germ cell tumors) obejmujgce pozostate typy nowotworéw zarodkowych,

w tym réwniez nowotwory o mieszanej histologii.
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Tabela 2. Podziat histologiczny GCTs

Typ histologiczny Nazwa angielska
rak zarodkowy embryonal carcinoma, EC
guz pecherzyka zottkowego yolk sac tumor, YST
rak kosmowki choriocarcinoma, CHC
potworniak: teratoma
potworniak dojrzaty mature teratoma
potworniak niedojrzaty immature teratoma
torbiel dermoidalna dermoid cyst
potworniak z transformacjag ztosliwg | terafoma with somatic type malignancy
rozrodczak Germinoma
Grupa: | dysgerminoma Dysgerminoma
nasieniak Seminoma
wielozarodkowiak Polyembryoma
rozrodczak zarodkowy Gonadoblastoma

Potworniaki powstajg z wielopotencjalnych komorek zarodkowych dajgcych poczatek
trzem listkom zarodkowym. Potworniaki niedojrzate zbudowane sg z komorek i tkanek
niedojrzatych histologicznie, przypominajgcych tkanke zarodkowg lub ptodowa. Istotna jest
obecnos¢ prymitywnego neuroepithelium. Potworniaki dojrzate zawierajg utkanie
zréznicowanych dojrzatych tkanek reprezentujgcych pochodne wszystkich listkow
zarodkowych. Ztosliwosé kliniczna guzoéw z grupy teratoma zalezy od wieku i pici pacjenta,
cech histologicznych i molekularnych oraz lokalizacji guza. Potworniaki, zaréwno dojrzate
i niedojrzate, mogg réwniez wystepowa¢ z dodatkowym heterologicznym komponentem
ztosliwym typu raka lub migesaka.

Najbardziej prymitywng histologicznie jest grupa (tzw. typu seminoma) identycznych
morfologicznie nowotworow nazywanych zaleznie od lokalizacji: rozrodczak - rozwijajgcy sie
w OUN i pozagonadalnie, dysgerminoma w jajniku oraz nasieniak w jgdrze. Nowotwory
te zbudowane sg z wzglednie jednorodnych, duzych, okrggtych komorek o jasnej
cytoplazmie i hyperchromatycznych duzych okragtych jadrach. Komorki te przypominajg
pierwotne gonocyty. Tkanka guzéw jest podzielona na stabo odgraniczone zraziki, wykazuje
niskg aktywnosc¢ mitotyczng, a w podscielisku obecne sg limfocyty.

W guzach jadra rozwijajgcych sie u mezczyzn po zakohczeniu dojrzewania ptciowego
jako prekursorowa zmiana dla GCTs wystepuje neoplazja komoérek zarodkowych in situ
(GCNIS; ang. germ cell neoplasia in situ) bedgca wspolnym prekursorem zarowno SGCTs
jak i NSGCTs. GCNIS stwierdza sie w ok. 80-95% przypadkoéw w tkance na obrzezu guza.
W pozostatych lokalizacjach nowotworéw germinalnych i przedpokwitaniowych grupach
wiekowych rozrostéw GCNIS nie obserwuje sie [Montironi i wsp., 2016].

Duzg czes¢ GCTs stanowig mieszane guzy germinalne skfadajace sie z kilku réznych

komponentéw — tzw. mieszane guzy germinalne. Zazwyczaj zawierajg one elementy
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potworniaka i raka zarodkowego, rzadko natomiast w okresie przedpokwitaniowym
wystepuje potgczenie potworniaka i guza pecherzyka zottkowego.

Rak zarodkowy zbudowany jest z prymitywnych niskodojrzatych komorek
wykazujgcych réznicowanie do zarodkowych struktur nabtonkowych. Komorki o wysokim
indeksie mitotycznym tworzg uktady lite, pecherzykowe i pseudogruczotowe. W formie
czystej rak zarodkowy wystepuje rzadko, czesciej jako komponent guzéw mieszanych.

Guz pecherzyka zéttkowego (ang. yolk sac tumor, YST) to zto$liwy, prymitywny guz,
ktéry réznicuje sie do struktur pozaembrionalnych (pecherzyka zoitkowego, omoczni,
mezenchymy pozaembrionalnej). Wykazuje rézne wzorce roznicowania endodermalnego,
prezentujgc kilkanascie podtypow utkania histologicznego.

Rak kosmowki to wysoce ztosliwy nowotwdr wystepujagcy w gonadach
i pozagonadalnie. Najczesciej jest komponentem guzow mieszanych. Moze by¢ tez forma
choroby trofoblastycznej zwigzanej z cigzg i wtedy jest zlokalizowany w macicy.
Histologicznie zawiera nowotworowy cytotrofoblast i syncytiotrofoblast bez tworzenia
kosmkow. Wykazuje wysokg naczynio-inwazyjnos¢, krwotocznos¢ i sktonnos¢ do martwicy.

Wielozarodkowiak jest guzem bardzo rzadkim, wykazuje cechy zaréwno guza
pecherzyka zéttkowego jak i niezréznicowanego potworniaka/raka zarodkowego.

Rozrodczak zarodkowy (ang. gonadoblastoma) to nowotwor zawierajgcy elementy
zarowno komoérek zarodkowych np. duze pierwotne komorki germinalne, niedojrzate komorki
Sertoliego lub komorki ziarniste sznura ptciowego, jak i komorki zrebu gonad. Zmiana
ta wystepuje najczesciej w gonadach dysgenetycznych i jest prekursorem inwazyjnych
GCTs.

3.1.3. Patogeneza guzéw germinalnych

Pierwotne komorki ptciowe, zwane tez gonocytami, sg totipotencjalne tzn. posiadajg
zdolnos¢ rdéznicowania sie we wszystkie tkanki zarodkowe (ektoderma, endoderma
i mezoderma) oraz tkanki pozazarodkowe (tozysko i pecherzyk zottkowy) organizmu.
PGCs migrujg dzieki ruchom morfogenetycznym od ok. 3. do 6. tygodnia zycia ptodowego
ze Sciany pecherzyka zottkowego do grzebieni ptciowych gdzie tworzg zawigzki gonad
[Richardson i Lehmann, 2010; Murray i Nicholson, 2009]. Proces ksztattowania sie gonad
odbywa sie dzieki czasowo-przestrzennej regulacji ekspresji gendw kodujgcych biatka wielu
szlakéow sygnatowych (m.in. WNT, Notch, FGF, PI3K/Akt lub TGFB/E-kadheryny) [Windley
i Wilhelm, 2015]. W konsekwencji, wiekszos¢ GCTs jest zlokalizowanych w gonadach.
Zaktécenie migracji pierwotnych komorek piciowych prowadzi do ich zasiedlenia wzdtuz linii
posrodkowej ciata. Stad tez guzy wywodzgce sie z PGCs mogg by¢ zlokalizowane réwniez

pozagonadalnie — na ,rasie” wedréowki PGCs w trakcie okresu embrionalnego -
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wewnatrzczaszkowo i pozaczaszkowo: w srédpiersiu lub zaotrzewnowo [Murray i Nicholson,
2009, Richardson i Lehmann, 2010].

Postulowane hipotezy rozwoju guzdéw germinalnych oprocz zaburzen procesu
migracji komorek PGCs obejmujg réwniez ich powstawanie z miejscowej transformacii
pierwotnych komoérek ptciowych na skutek utrwalenia sygnatéw przezyciowych,
ktére pobudzajg proliferacje i predestynujag do zmian onkogennych, zahamowanie
dojrzewania PGCs, zahamowanie procesu apoptozy czy zaburzenia podziatu komdrkowego
mitoza-mejoza. Na poziomie molekularnym zaburzenia te wynikajg ze zmian w ekspresji
wielu genow, produkcji pewnych klas miRNA, oddziatywania mikrosrodowiska guza
oraz deregulacji szlakéw sygnatowych aktywnych podczas wczesnego rozwoju

embrionalnego [Pierce i wsp.,2018; Lobo i wsp., 2019].

3.1.4. Profil genetyczny guzéw germinalnych

Badania cytogenetyczne guzéw litych majg na celu identyfikacje charakterystycznych
markerow zarbwno o0 znaczeniu diagnostycznym jak i potencjalnie terapeutycznym
i/lub rokowniczym.  W$rdéd  zidentyfikowanych ~w  guzach  germinalnych  zmian
cytogenetycznych (np. gendéw fuzyjnych) zadna, poza duplikacja/amplifikacjg ramion krotkich
chromosomu 12p, nie wydaje sie by¢ zmiang znamienng. Z drugiej jednak strony nalezy
podkreslic, iz istnieje zwiekszone ryzyko rozwoju guzow germinalnych w grupie pacjentow
z zaburzeniami réznicowania pici (ang. disorders of sex development; DSD).
U oséb o kariotypach 46,XY oraz mos45,X/46,XY z dysgenezjg gonad istnieje 10-50%
ryzyko rozwoju GCT w gonadach. Wystepuje rowniez zwigzek pomiedzy wystepowaniem
zespotu Turnera lub Swyera u kobiet a wystepowaniem guzéw germinalnych jajnika.
Ponadto u mezczyzn z zespotem Klinefeltera wykazano zwiekszone ryzyko rozwoju GCTs
w okolicy $rodpiersia oraz, w mniejszym stopniu, innych pozagonadalnych guzéw
zarodkowych [Hersmus i wsp., 2017; King i Conway, 2014; Looijenga i wsp., 2010; Murray
i Nicholson, 2009; Penn i wsp., 2014]. Przyczyny zwiekszonego ryzyka zachorowalno$ci
na GCTs ww.w. zespotach  chorobowych nie sg do konca poznane, aczkolwiek
najprawdopodobniej wynikajg z zaburzen kontroli hormonalnej nad rozwojem ukfadu
ptciowego [Looijenga i wsp., 2010]. Podwyzszone ryzyko rozwoju TGCTs nalezy
do spektrum objawow rowniez innych chorob wynikajgcych z niezrbwnowazenia genomu,
w tym zespotu Downa [Lutke Holzik i wsp., 2004].

Przeprowadzone dotychczas badania cytogenetyczne GCTs ujawnity rézne profile
genomowe tych guzoéw, zalezne od lokalizacji anatomicznej (gonadalne / pozagonadalne)
oraz wieku pacjenta (zwtaszcza przed- i po-pokwitaniowe). Najszerzej reprezentowang

aberracjg chromosomowg wsréd guzéw germinalnych jest wystepowanie dodatkowych kopii
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fragmentow lub catego chromosomu 12, najczesciej pod postacig izochromosomu 12p
(i12p). Jest to niemalze uniwersalny marker GCTs jadra u osob dorostych. i12p wystepuje
réwniez, ale w duzo mniejszym stopniu, w GCTs jajnika u kobiet, natomiast w guzach
pediatrycznych wystepuje rzadziej. W$réd gendéw zaangazowanych w rearanzacje
chromosomu 12p sg m.in. NANOG, STELLAR, GDF3 czy EDR1 niezbedne do zachowania
pluripotencjalnosci komoérek; CCND2 i KRAS powigzanych z proliferacjg czy EK11, SOX5
i DAD-R hamujgcych procesy apoptozy [Korkola i wsp., 2006; Oosterhius i Looijenga, 2017;
Pierce i wsp., 2018].

Zmiany w liczbie chromosomow oraz wystepowanie strukturalnych aberracji
chromosomowych w guzach u dzieci <4 r.z zalezne jest od ich utkania histologicznego.
W potworniaku, najczesciej wystepujgcym podtypie histologicznym u dzieci, nie opisano
dotychczas typowych zmian cytogenetycznych. Guzy te w wiekszosci przypadkow
sg po prostu diploidalne bez rearanzacji chromosomowych. W guzie pecherzyka zéttkowego
u dzieci opisano natomiast dodatkowy materiat genetyczny w regionach chromosoméw: 1q,
3, 3p, 8924, 12p13, 20q i 22 oraz utrate fragmentow: 1p, 4, 4q, 6q ,16q i 20p [Palmer i wsp.,
2007 Oosterhuis i Looijenga, 2017; Pierce i wsp., 2018].

Ponad 90% GCTs diagnozowanych u pacjentéw po rozpoczeciu dojrzewania
zlokalizowanych jest w jgdrze. Guzy te zazwyczaj sg okoto-triploidalne. GCTs w tej samej
grupie wiekowej zlokalizowane w jajniku, Srodpiersiu czy mézgu mogg by¢ natomiast okoto-
diploidalne lub okofo-tetraploidalne. Niezaleznie od lokalizacji guza za aberracje
charakterystyczng dla tego typu GCTs uwaza sie wspomniane powyzej powielenie Kkopii
krotkiego ramienia chromosomu 12p, zazwyczaj w formie i12p. Ponadto, guzy te, poza
nielicznymi wyjgtkami, cechujg sie rowniez dodatkowym materiatem genetycznym
z chromosomow X, 7, 8, 13 i 21 oraz utratg chromosomow Y, 1p, 11, 13 i 18.
Wazng podgrupe stanowig nowotwory centralnego uktadu nerwowego, w ktérych dominuje
typ histologiczny germinoma. Potowa z nich jest okoto-diploidalna, a pozostata cze$¢ okoto-
tetraploidalna [Wang i wsp., 2014; Oosterhuis i Looijenga, 2017; Fetcko i Dey, 2018].

Mniej dotychczas poznane iopisane w literaturze sg somatyczne defekty
pojedynczych gendw, zwtaszcza patogenne warianty punktowe (ang. point mutations), ktére
w GCTs wystepujg stosunkowo rzadko w poréwnaniu do innych guzéw litych. W zaleznosci
od lokalizacji guza, rozpoznania histologicznego i wieku zachorowania pacjenta opisywane
sg rézne zmiany. Najczesciej, mutacje somatyczne stwierdzane sg w GCTs wieku
pokwitania i u mtodych osob dorostych. Wsréd gendw, w ktdérych zaobserwowano zmiany
somatyczne sg: KIT, TP53, KRAS, CDKNZ2A, CBL, MTOR, PTEN, NF1, NRAS, PTPRB;
jednakze mutacje dotyczg zazwyczaj niewielkiego odsetka z catej puli badanych pacjentéw
[Oosterhuis i Looijenga, 2017]. Genem, w ktérym najczesciej wystepujg zmiany patogenne

jest gen KIT. Mutacje te rzadko wystepujg w guzach nienasieniakowatych, a czesciej
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w grupie nasieniakéw zlokalizowanych w jgdrze (30%), jajniku (do 50%), Srodpiersiu (38%)
oraz w mozgu (powyzej 50%). Mutacje w genach KRAS i NRAS wystepujg znacznie rzadziej.
W guzach germinalnych jgdra (TGCTs) zaobserwowano istotny odsetek mutacji w genach
KIT, KRAS oraz NRAS [Shen H. iwsp., 2018]. Guzy germinalne osrodkowego ukfadu
nerwowego wykazujg ponadto inaktywujgce mutacje w genie CBL [Wang iwsp., 2014;
Oosterhuis i Looijenga, 2017; Phi i wsp., 2018].
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3.2. SZLAK SYGNALIZACYJNY HEDGEHOG

3.2.1. Biatka Hedgehog

Pod koniec lat 70-tych w prowadzonych na duzg skale badaniach przesiewowych,
podczas ktérych poszukiwano mutacji zaktdcajgcych proces embriogenezy larwy muszki
owocowki (fac. Drosophila melanogaster) wyodrebniono warianty genetyczne powodujgce
zaburzenia procesu segmentacji larwy. Badania te staty sie¢ waznym krokiem w zrozumieniu
wielu podstawowych procesdw rozwojowych, a jednym z gendow opisanych w 1980 roku
przez Christiane Nusslein-Volhard i Erica F. Weischausa byt gen Hedgehog (HH) nazwany
tak ze wzgledu na specyficzny fenotyp embrionéw D. melanogaster, ktére pozbawione genu
HH pokryte sg cienkimi wypustkami, co wzbudzito skojarzenia naukowcow z wyglgdem jeza
[NUsslein-Volhard i Weischaus, 1980; Rimkus i wsp.,2016]. We wczesnych latach
90. XX w. odkryto homologiczne geny HH u kregowcow m.in. u danio pregowanego, kury
domowej, myszy, szczura $niadego oraz u cziowieka. Obecnie, geny z rodziny HH u ssakow
dzieli sie na trzy podgrupy: Sonic Hedgehog (SHH), Indian Hedgehog (/HH) oraz Desert
Hedgehog (DHH) [Varjosalo i Taipale, 2008].

SHH, IHH oraz DHH nalezg do rodziny biatek Hedgehog, ktére aktywujg szlak
sygnatowy Hedgehog. Biatka HH kontrolujg wiele réznych proceséw rozwojowych w tym
proliferacje, roznicowanie i komunikacje miedzykomorkowg. Petnig istotng role
w organogenezie, spermatogenezie oraz podtrzymywaniu populacji komérek macierzystych
[Lee i wsp., 2006]. Dane eksperymentalne stanowig przestanki sugerujgce role szlaku
sygnalizacyjnego Hh w regulacji migracji i roznicowania pierwotnych komodrek piciowych
oraz jego wptywu na procesy ksztaltowania sie gonad i rdznicowania ptciowego,
jednak ta funkcja szlaku Hedgehog u ssakéw pozostaje dotychczas nie do kohca poznana
[Desphande i wsp., 2001; Renault i wsp., 2009].

W zaleznosci od konkretnych warunkéw biatka Hedgehog mogag dziataé jako:
1) morfogeny, ktére zaleznie od swojego stezenia wptywajg na przyszte losy komorki;
2) mitogeny regulujgce proliferacje komorek czy jako 3) czynniki indukujgce, ktére kontrolujg
posta¢ rozwijajgcego sie narzgdu [Robbins i wsp., 2012]. Przypuszcza sie, ze wszystkie
biatka rodziny HH u ssakéw majg zblizone efekty fizjologiczne, a roznice w ich roli w rozwoju
organizmu wynikajg z odmiennych wzorcéw ekspresji. R6zne ligandy HH czesto dziatajg
w tych samych tkankach podczas rozwoju i mogg mieé¢ czesciowo sprzeczne dziatania.
Ekspresja genu DHH jest w duzej mierze ograniczona do gonad, w tym komorek Sertoliego
w jadrze oraz komorek ziarnistych jajnika. Ekspresja IHH jest specyficzna dla pierwotnej
endodermy, jelita oraz chondrocytéw w ptytkach wzrostu kosci [Carballo i wsp., 2018;

Varjosalo i Taipale, 2008]. Najwiekszg role spos$rdod rodziny biatek Hedgehog w rozwoju
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embrionalnym kregowcow przypisuje sie biatku Sonic hedgehog (SHH), ktére jest najbardziej
rozpowszechnionym ligandem szlaku Hh u kregowcow i przypuszcza sie, ze moze miec
wplyw na rozwoj prawie wszystkich organdw [Petrova iJoyner, 2014]. Dziatajgc jako
morfogen bierze udziat w tworzeniu integralnej struktury wielu uktadéw podczas
embriogenezy, takich jak kresomoézgowie s$rodkowe [Rash i Grove, 2011] i grzebienie
nerwowe [Bhatt i wsp., 2013]; w tworzeniu osi i kierunkowaniu wzrostu kohczyn [Scherz
i wsp., 2007], rozwoju twarzy i wyrostka czotowo-nosowego [Xavier i wsp., 2016], jak rowniez
kontroluje prawidtowy wzrost i morfogeneze zebdw i skory [Dassule i wsp., 2000]. Najlepiej
jednak poznana jest rola, jakg SHH petni w ksztattowaniu osrodkowego uktadu nerwowego
(OUN) w trakcie rozwoju embrionalnego kregowcow. Znaczna ekspresja SHH w tkankach
linii posrodkowej, w tym w zawigzku uktadu nerwowego, strunie grzbietowej i blaszce
brzusznej okresla ksztattowanie sie lewo-prawej oraz grzbietowo-brzusznej osi zarodka
[Varjosalo i Taipale, 2008; Kong i wsp., 2019].

Po okresie embrionalnym dziatanie szlaku sygnalizacyjnego Hh ogranicza sie
gtébwnie do utrzymania populacji komorek macierzystych i progenitorowych w licznych
narzadach itkankach m.in wiosach, skoérze, zebach, mdzgu, krwi, prostacie, miesniach,
pecherzu, kosciach. Szlak Hh pozostaje réowniez aktywny w sygnalizacji osrodkowego
i obwodowego uktadu nerwowego u oséb dorostych [Lum i Beachy, 2004; Petrova i Joyner,
2014].

Biatka Hedgehog syntezowane jako prekursory o masie ok. 45 kDa poddawane
sg serii procesdw obrobki potranslacyjnej (ryc. 1). Proces ciecia, katalizowany przez C-
kohcowg czes$¢ prekursora generuje dwa fragmenty: C-kohcowy o masie 25 kDa, ktorego
funkcja ogranicza sie do przeprowadzenia samej reakcji ciecia oraz N-koncowy o masie
ok. 19 kDa odpowiedzialny za aktywnosc¢ biologiczng biatek HH [Jeong i McMahon, 2002].
Do N-koncowego produktu ciecia dodawana jest czgsteczka cholesterolu. Przytgcza sie ona
do reszty glicyny znajdujgcej sie na C-koncu fragmentu, co ogranicza przestrzenne
rozmieszczanie sie dojrzatego sygnatu poprzez jego insercje do warstwy lipidowej btony
komérkowej [Mann i Beachy, 2004; Porter i wsp., 1996]. Usuniecie krotkiego N-koncowego
peptydu sygnatowego ujawnia reszte cysteiny, ktéra ulega drugiej modyfikacji lipidowej -
dodaniu kwasu palmitynowego. Biatka Hedgehog sg jedynymi znanymi dotychczas
przyktadami czgsteczek sygnatowych modyfikowanych przez cholesterol. Uwaza sie,
ze czgsteczka cholesterolu reguluje zdolnos¢ biatkka HH do rozpraszania sie
w mikrosrodowisku w trakcie embriogenezy oraz odgrywa role w sygnalizacji zaréwno
o dalekim jak i bliskim zasiegu; podczas gdy palmitynacja wzmacnia sygnat [Resh, 2013].
Obie modyfikacje lipidowe znacznie zwiekszajg hydrofobowos¢ czgsteczek HH [Mann
i Beachy, 2004]. Do uwolnienia dojrzatej czgsteczki ligandu z komorki wymagane jest

wspoélne dziatanie biatek Dispatched (DISP) i Scube2. Transport ligandow odbywa sie
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w wyniku interakcji z biatkami powierzchniowymi LRP2 (ang. Lipoprotein receptor-related
protein-2) oraz rodzing glipikanéw (podgrupg proteoglikanéw heparanosiarczanowych;
(GPC1-6)).

Rycina 2. Proces obrobki potranslacyjnej biatek z rodziny Hedgehog
Zmodyfikowano za: Randall K. Mann i Philip A. Beachy (2004) oraz Cohen MM Jr (2010)
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3.2.2. Aktywacja sciezki sygnatowej Hedgehog

U kregowcow kaskada sygnatowa Hedgehog moze by¢ aktywowana na rozne
sposoby. Pierwszy z nich nazywany kanonicznym/klasycznym wymaga obecnosci jednego
z ligandéw nalezgcych do rodziny biatek Hedgehog (SHH, IHH lub DHH). Niekanoniczna
aktywacja sygnalizacji Hh moze przebiegaé na dwa sposoby: z udziatem komponentow
szlaku Hh lub poprzez bezposrednig stymulacje czynnikobw transkrypcyjnych GLI,
np. poprzez interakcje elementow szlaku sygnatowego Hedgehog zinnymi szlakami

molekularnymi [Gonnissen i wsp., 2015; Jenkins, 2009].

23



3. WSTEP

Klasyczna droga aktywacji zalezna od ligandu

Pierwszy etap aktywacji szlaku sygnatowego Hedgehog wymaga interakcji pomiedzy
biatkiem z rodziny HH i kompleksem przezbtonowych receptorow Patched (PTC, PTCH)

i Smoothened (SMO) znajdujgcych sie bezposrednio w btonie komorki docelowej (ryc. 3).

e,
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Rycina 3. Schemat dziatania szlaku sygnalizacyjnego Hedgehog.
Reprodukcja za zgodg Cell Signaling Technology, Inc. /
lllustration reproduced courtesy of Cell Signaling Technology, Inc. (www.cellsignal.com).

Legenda: Active — aktywny; Cytoplasm — cytoplazma; Hh secreting Cell — komorka wydzielajgca Hh;
Mammalian ligands — ligandy u ssakoéw; Microtubules — mikrotubule; No transcription of target genes —
brak transkrypcji genéw docelowych; Nucleus — jgdro komorkowe; Off-State — stan nieaktywny;
On-State — stan aktywny; Primary Cilium — pierwotne rzeski; Proteasome — proteasom; Repressor —
represor

Pierwszy z receptoréw, PTC/PTCH, konstytucyjnie hamuje sygnalizacje Hedgehog.
Oproécz receptora PTC zidentyfikowano inne biatka powierzchniowe nalezgce do nadrodziny
immunoglobulin/ fibronektyn, ktére regulujg sygnalizacje Hedgehog: BOC (Boc homolog)

oraz CDON (Cdon). Biatka te oddziatujg ze sobg fizycznie tworzac kompleks majgcy wysokie
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powinowactwo do ligandu HH. Zaréwno CDON jak i BOC sg wymagane dla maksymalnej
aktywnosci szlaku Hedgehog [Lum i Beachy, 2004; Varjosalo i Taipale, 2008].

Wigzanie ligandu z receptorem PTCH powoduje jego internalizacje i degradacje.
Skutkuje to usunieciem hamujgcego wptywu PTC na biatko SMO nalezgce do grupy
receptoréw transbtonowych sprzezonych z biatkiem G (GPCR; ang. G Protein-Coupled
Receptor) [Lum i Beachy, 2004]. W wyniku aktywacji i akumulacji biatka SMO dochodzi
do oddysocjowania czynnikéw transkrypcyjnych GLI od inhibujgcych biatek SUFU (ang.
Suppressor od fused), a nastepnie przemieszczenia do jadra komorkowego i rozpoczecia
transkrypcji genéw docelowych, wsrod ktorych znajdujg sie PTCH1 oraz GLI1; regulowane
kolejno w ujemnym i dodatnim sprzezeniu zwrotnym; oraz m.in. geny HOX, FGF-4, NRP,
VEGF, CAPN1, WNT [Carballo i wsp., 2018; Girardi i wsp., 2019].

U kregowcow istniejg trzy czynniki transkrypcyjne GLI: GLI1, GLI2 oraz GLI3, bedace
bezposrednimi efektorami $ciezki sygnatowej Hedgehog. Sposréd nich tylko GLI1 jest
wytgcznie i w petni aktywatorem transkrypcji. Zaréwno GLI3 jak i, w mniejszym stopniu, GLI2
mogg dziataé¢ jako aktywatory (GLI*) lub represory (GLIF) transkrypcji w zaleznosci
od potranskrypcyjnych i potranslacyjnych modyfikacji [Gonnissen iwsp., 2015; Rimkus
i wsp., 2016]. Przy braku ligandu HH, GLI2 i GLI3 poddawane sg czesciowej degradacji
co skutkuje usunieciem C-koncowej domeny aktywatora i przeksztatcenia do represorow
transkrypcji. Aktywatory transkrypcji, gtéwnie Gli2"®, powstajg tylko w odpowiedzi
na stymulacje ligandem [Petrova i Joyner, 2014].

W literaturze opisano kilka modyfikatoréw sygnalizacji Hh, z ktérych kluczowym jest
Suppressor of fused homolog (SUFU). W przypadku braku ligandu SUFU petni funkcje
negatywnego regulatora szlaku. Dziata poprzez bezposrednie wigzanie sie do czynnikdw
transkrypcyjnych GLI i zakotwiczenie ich w cytoplazmie, co uniemozliwia transkrypcje genow
od nich zaleznych [Rimkus i wsp., 2016]. Istotnymi negatywnymi regulatorami Sciezki
sygnalizacyjnej Hh sg rowniez biatka wigzgce HHIP (Hedgehog interacting protein)
oraz GAS1 (growth arrest-specific 1), ktore regulujg ilos¢ dostepnego ligandu Hh dziatajgc

poprzez konkurowanie z PTCH1 o jego wigzanie.

Aktywacja niezalezna od ligandu

Sciezka Hedgehog moze by¢ réwniez aktywna przy braku dostepnego ligandu
uruchamiajgcego kaskade sygnalizacyjng. Pod nieobecnos¢ ligandu sSciezka aktywowana
jest od poziomu receptoréw PTCH (typ 1) i/lub SMO (typ Il), lecz niezaleznie od transkrypcji
GLI lub poprzez bezposrednie stymulowanie czynnikéw transkrypcyjnych GLI niezaleznie
od PTCH/SMO. Czesto czynnikiem indukujgcym sygnalizacje Hh niezalezng od ligandu

sg mutacje w genach kodujgcych poszczegolne elementy szlaku, np. poprzez aktywujgce
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mutacje w genie SMO, czy inaktywujgce mutacje w genach PTCH1 czy SUFU, co réwniez
skutkuje uruchomieniem sygnalizacji Hedgehog w tzw. sposdb niekanoniczny.
Zjawisko to czesciej wystepuje w procesie nowotworzenia [Gonnissen i wsp., 2015; Sari
i wsp., 2018; Skoda i wsp., 2018]. Czynniki transkrypcyjne GLI mogg réwniez ulec aktywacji
w wyniku dziatania onkogennych $ciezek sygnalizacyjnych takich jak mTOR
czy RAS/RAF/MEK/ERK [Niewiadomski i wsp., 2019]. Rdéwniez dziatanie czasteczek
cytotoskycznych moze aktywowac lub wzmagac dziatanie czynnikéw transkrypcyjnych GLI
np. TNF-a i IL-1B poprzez Sciezke sygnatowg NF-xB w raku trzustki i piersi czy TGF-3
poprzez Sciezke sygnatowg SMAD3 [Girardi i wsp., 2019; Faria i wsp., 2019].

3.2.3. Znaczenie sciezki Hh w rozwoju embrionalnym

Rozlegte badania prowadzone na mysich zarodkach pozwolity ustali¢, ze SHH, obok
PTCH1 i SMO, jest jednym z kluczowych elementéw w rozwoju embrionalnym myszy.
Utrata obu kopii genu SHH prowadzi do powstania wielu wad rozwojowych osrodkowego
uktadu nerwowego w tym holoprosencefalii z cyklopig, defektéw cewy nerwowej oraz jelita
przedniego. Pdzniejsze defekty obejmujg deformacje kohczyn, brak kregéw i wiekszoci
zeber oraz nieprawidtowe rozgatezianie ptuc. Zarodki pozbawione obu kopii genow SMO
lub PTCH1 obumierajg w rozwoju embrionalnym, pomimo ich przeciwstawnych efektéw -
delecja SMO prowadzi do zablokowania sygnalizacji Hh a utrata PTCH7 do nadmiernego
jej dziatania [Petrova i Joyner, 2014]. U czlowieka zidentyfikowano szereg jednostek
chorobowych powigzanych ze zmianami molekularnymi w genach kodujgcych biatka szlaku
Hh. W zalgczniku 10.1 zebrano dotychczas opisane zespoty genetyczne wynikajgce
z konstytucyjnego (germinalnego) uszkodzenia gendw powigzanych ze szlakiem Hh.
Ponadto, réwniez w procesach patologicznych np. zapaleniu, remodelingu czy regeneracji

tkanek obserwuje sie dysfunkcje aktywnosci sciezki Hh [Shen X. i wsp., 2017].

3.2.4. Aktywacja sciezki sygnatowej Hh w nowotworzeniu

Sygnalizacja Hedgehog zwigzana jest z rozwojem i progresjg wielu typéw
nowotworow m.in. jest zaangazowana w caty szereg aspektéw ich powstawania, w tym
w utrzymanie populacji nowotworowych komoérek macierzystych (ang. cancer stem cells;
CSC). Nieprawidtowa aktywacja szlaku Hedgehog po okresie embrionalnym moze byé
spowodowana zmianami patogennymi w genach kodujgcych jego poszczegdlne elementy
przekaznikowe (aktywacja niezalezna od ligandu) lub przez nadekspresje HH (aktywacja
zalezna od ligandu). Specyficzny rodzaj aktywacji zaleznej od ligandu wykazujg guzy,
ktore wydzielajg ligand HH w sposéb parakrynny. Dziatajg w ten sposob na komorki zrebu

guza, ktore w odpowiedzi wysytajg sygnaty promujgce wzrost lub przezycie guza [Scales
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i de Sauvage, 2009]. Przetom w zrozumieniu roli, jakg sygnalizacja Hh odgrywa w procesie
nowotworzenia nastgpit wraz z odkryciem w 1996r. mutacji w genie supresorowym PTCH1
(MIM *601309), ktére prowadzg do rozwoju zespotu Gorlina (NBCCS/BCNS; ang. nevoid
basal cell carcinoma syndrome / basal cell nevus syndrome) predysponujgcego do rozwoju
raka podstawnokomorkowego (ang. basal cell carcinoma; BCC), rdzeniaka zarodkowego
(ang. medulloblastoma; MB) oraz miesniakomiesaka prgzkowanokomodrkowego
(ang. rhabdomyosarcoma) [Evangelista i wsp., 2006; Sari i wsp., 2018]. Oprécz mutaciji
w genie PTCH1 BCNS moze by¢ tez spowodowany mutacjami w genie PTCH2
(MIM *603673) lub w genie SUFU (MIM *607035). W sporadycznych przypadkach raka
podstawno-komorkowego oraz w rdzeniaku stwierdza sie niekiedy somatyczne mutacje
w genie PTCH2. W kolejnych latach opisano wiele genéw docelowych dziatania szlaku
zaangazowanych w mechanizmy, za pomocg ktorych szlak sygnatowy Hedgehog moze bra¢
udziat w procesie onkogenezy np. dziatajgc poprzez mechanizm sprzezenia zwrotnego
(np. HHIP, PTCH1, GLI1), wptywajac na regulacje cyklu komérkowego (np. CYCLIN D1/D2),
proliferacje (np. PDGFR, MYC) oraz apoptoze komorek (np. BCLZ2), dziatajgc na proces
angiogenezy (np. VEGF, ANG1/2) oraz transformacji nabtonkowo-mezenchymalnej
(ang. epithelial-mesenchymal ftransition; EMT) (np. MMP9, SNAIL) czy majgc wplyw
na samoodnowe komoérek (np. NANOG, SOX2). Wykazano tez, ze wiele znanych szlakéow
onkogennych aktywuje sygnalizacje Hedgehog np. PI3K, MAPK, Wnt, NF-kB, TGF-8.
Aktywujac czynniki transkrypcyjne Gli1/2, szlaki PI3K, MAPK i TGF-B, co najmniej
czesciowo, indukujg dziatanie sygnalizacji Hh [Gonnissen i wsp., 2015; Rimkus i wsp., 2016;

Pietrobono i wsp., 2019].

Nowotwory z aktywng sygnalizacjg Hh

W wielu nowotworach m.in. ptuca, trzustki, przewodu pokarmowego, prostaty,
okreznicy, jajnika, czy nowotworach hematologicznych takich jak chtoniaki B-komorkowe
stwierdzono aktywacje szlaku Hedgehog. Oprécz najobszerniej opisanych nowotwordw
z patologicznie aktywng sygnalizacjg Hh jakimi sg BCC i MBs, patogenne zmiany w genie
PTCH1 wykryto réwniez w guzach trichoepithelioma. Natomiast mutacje w genach PTCH1
i SUFU zidentyfikowano réwniez w miesniakomiesaku prgzkowanym [Skoda i wsp., 2018].
Badania przeprowadzone na myszach lub nowotworowych liniach komdrkowych pozwolity
rozrozni¢ zalezny lub niezalezny od ligandu sposob patogennej aktywacji sygnalizacji Hh

w poszczegolnych podtypach nowotworow (tab. 3).
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Tabela 3. Rodzaj sygnalizacji Hedgehog w nowotworach
Zmodyfikowano za: Ita Novita Sari i wsp (2018) oraz Fujia Wu i wsp (2010)

Rodzaj aktywacji sygnalizacji Hh Rodzaj nowotworu

Zalezna od ligandu rak prostaty

rak jelita grubego
rak watroby

rak piersi

rak jajnika

rak moézgu

rak prostaty
czerniak
przewlekifa biataczka szpikowa
szpiczak mnogi
chtoniaki

Niezalezna od ligandu medulloblastoma
rak podstawnokomaorkowy skoéry
rhabdomyosarcoma

Zarowno czesty  ztosliwy  nowotwdér moézgu u  dzieci  (medulloblastoma)
jak i najczestszy ~ nowotwor  tkanek miekkich u pacjentow pediatrycznych
(rhabdomyosarrcoma) wykazujg niezalezng od obecnosci ligandu aktywacje sygnalizacji Hh.
Roéwniez w innych nowotworach dzieciecych takich jak np. osteosarcoma, neuroblastoma
czy miesak Ewinga podkresla sie wystepowanie patogennej aktywacji sygnalizacji Hedgehog
[Arnhold i wsp., 2016].

Deregulacja Sciezki Hh zostata opisana na roznych etapach rozwoju i progresii
nowotworow. W raku trzustki i przetyku aktywacje $ciezki Hh opisano we wczesnych
stadiach rozwoju nowotworu, jak rowniez w przerzutach, natomiast w nowotworach takich
jak rak zotgdka i rak gruczotu krokowego, aktywacja szlaku sygnatowego Hh zwigzana jest
z inwazjg otaczajgcej tkanki i zwiekszonym potencjatem tworzenia ognisk wtérnych [Skoda
iwsp., 2018]. W niektorych typach nowotworéw aktywacja szlaku ma znaczenie
prognostyczne, np. ekspresja komponentoéw szlaku Hh koreluje z wyzszym ryzykiem nawrotu
i gorszym rokowaniem u kobiet z rakiem piersi [Pandolfi i Stecca, 2015]. Aktywno$¢ szlaku
Hh zostata réwniez powigzana z bardziej agresywnym wzrostem nowotworéw m.in. raka
jelita grubego, zotadka czy trzustki, co sugeruje gorsze rokowanie i mniejszg przezywalnosé

pacjentow.

Inhibitory szlaku Hh

W ciggu ostatnich dwoch dekad opracowano szereg czgsteczek, ktére mogg
blokowaé¢ dziatanie kaskady sygnalizacyjnej Hedgehog. Czes¢ z nich wytypowano jako
potencjalne farmaceutyki majgce zastosowanie w leczeniu celowanym nowotworow

wykazujgcych nadmierng aktywacje sciezki Hh. Jedng z pierwszych substancji byta
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cyklopamina, alkaloid rosliny, ktérego dziatanie przeciwnowotworowe zostato w 1998r
odkryte przy okazji badan nad teratogennym efektem paszy roslinnej u owiec. Pomimo
obiecujgcych wynikow badan in-vitro lek nie zostat wprowadzony do praktyki klinicznej
z uwagi na trudnosci w syntezie chemicznej jak i toksyczne dziatanie w stosunku do innych
biatek, ze wzgledu na matg selektywnos¢ [Sobolewska-Sztychny i Lesiak, 2015; Cooper
i wsp., 1998]. W fazie badan klinicznych znajduje sie aktualnie szeroka gama inhibitoréw
szlaku Hedgehog blokujgcych dziatanie m.in. SHH, SMO (vismodegib, itrakonazol)
czy PTCH (robotnikin). Na etapie badan przedklinicznych jest réwniez duza grupa inhibitoréw
biatka GLI1, ktére mogg mie¢ potencjalne zastosowanie w leczeniu m.in. raka
podstawnokomérkowego, rdzeniaka zarodkowego i niektorych rakéw  przewodu

pokarmowego [Sari i wsp., 2018; Xie i wsp., 2019].
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4. CELE PRACY

Celem niniejszego opracowania byta ocena zmian molekularnych w genach kodujgcych

biatka szlaku Hedgehog w guzach germinalnych wieku dzieciecego.

W ramach jego realizacji sformutowano nastepujgce cele szczegotowe:

1.

Opracowanie metodologii analizy archiwalnej tkanki guzow GCT uwzgledniajgcej
heterogenno$¢ badanych guzéw w tym jako$¢ materiatu tkankowego umozliwiajgcg ocene
profilu genomowego, analize obecnosci mutacji somatycznych oraz zmian
w ekspresji genow.

Identyfikacja profili genomowych wewnagtrzczaszkowych guzéw germinalnych wieku
dzieciecego ze  szczegdlnym  uwzglednieniem  elementéw  szlaku  Hh
przy zastosowaniu metody mikromacierzy-CGH.

Identyfikacja patogennych zmian somatycznych w genach szlaku Hh w GCTs
przy uzyciu techniki sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS).

Ocena stanu aktywacji szlaku Hedgehog w GCTs na podstawie analizy ekspresji
genow z wykorzystaniem metody qPCR oraz okreslenie i pordwnanie profili ekspres;ji

w podtypach histologicznych guzéw.
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Na przeprowadzenie badan zrealizowanych w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej, bedgcej czescig projektu nr 04-0155/09/324 p.t. ,Znaczenie szlaku
sygnalizacyjnego SHH w patogenezie i progresji guzéw germinalnych wieku rozwojowego”
finansowanego ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki (kier. prof. dr hab. Ewa lzycka-
Swieszewska, GUMed), uzyskano zgode Niezaleznej Komisji Bioetycznej do spraw badan

naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym - nr NKBBN/597/2013.

5.1. Materiat

5.1.1. Charakterystyka grupy badanej

Materiat tkankowy pochodzit z zasobow zgromadzonych podczas realizacji projektu
NCN 04-0155/09/324. Dane Kkliniczne pacjentdow pediatrycznych z polskich osrodkéw
onkologii dzieciecej pochodzity z bazy danych klinicznych grantu i Podgrupy Guzéw
Germinalnych Polskiej Grupy Guzow Litych w ramach PTOIHD prowadzonej przez prof.
dr hab. E. Adamkiewicz-Drozynskg. W ponizszej pracy badano wytgcznie guzy pediatryczne
od pacjentow, ktérzy w momencie postawienia rozpoznania nie ukonczyli 18 lat. Materiat
badawczy pochodzit od pacjentow leczonych w: Klinice Pediatrii, Hematologii i Onkologii
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, Instytucie Matki i Dziecka w Warszawie; Oddziale
Onkologii Dzieciecej Instytutu “Pomnik - Centrum Zdrowia Dziecka” w Warszawie; Instytucie
Centrum Zdrowia Matki Polki w todzi; Uniwersyteckim Szpitalu Dzieciecym w Krakowie;
Klinice Hematologii, Onkologii i Transplantologii Dzieciecej Uniwersytetu Medycznego
w Lublinie; Szpitalu Klinicznym im. Karola Jonschera Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu; Katedrze i Klinice Transplantacji Szpiku, Onkologii
i Hematologii Dzieciecej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu oraz Wojewodzkim

Specjalistycznym Szpitalu Dzieciecym im. Wiadystawa Buszkowskiego w Kielcach.

Grupa badana technikg poréwnawczej hybrydyzacji genomowej opartej

na mikromacierzach (aCGH)

Do badania technikag mikromacierzy CGH zakwalifikowano 16 guzéw
srédczaszkowych pochodzgcych od 16 pacjentéw przed wdrozeniem leczenia
onkologicznego. W kazdym przypadku przeprowadzone byto badanie srédoperacyjne,
podczas ktérego zabezpieczono tkanki do analiz molekularnych. W czterech przypadkach
gteboko osadzonych guzéw wykonano jedynie biopsje stereotaktyczng. Celem potwierdzenia

rozpoznania histopatologicznego przeprowadzono barwienia immunohistochemiczne.
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Panel uzytych przeciwciat obejmowat: Oct3, PLAP, AFP, CD30, CD117, cytokeratyne
AE1/AES3, cytokeratyne 7, Glipikan 3, EMA, LCA, GFAP. Rozpoznanie histopatologiczne byto
weryfikowane w Zaktadzie Patologii i Neuropatologii GUMed. Mrozone probki z guzéw
po zakonczonej diagnostyce histopatologicznej materiatu, przekazane zostaty do Katedry
Biologii i Genetyki Medycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Do badania zostaty
zakwalifikowane probki o komoérkowosci nowotworowej przekraczajgcej 70%.

Dane kliniczne obejmowaty wiek pacjenta, typ guza oraz jego wielkos$¢ i lokalizacje
jak i zastosowane w pozniejszym okresie leczenie. Analizowana grupa guzéw sktadata sie
z o$miu przypadkow rozrodczaka, trzech guzéw o typie potworniaka dojrzatego, jednego
guza pecherzyka zottkowego) oraz jednego mieszanego guza germinalnego ziozonego
z komponenty germinoma i teratoma. Mediana wieku grupy badanej wynosita 14 lat
(5 miesiecy — 17 lat). Charakterystyka pato-kliniczna w.w. guzow przedstawiona zostata
w Tabeli 4.

Ostatecznie, do przeprowadzenia eksperymentu uzyto DNA wyizolowanego
z fragmentéw gteboko mrozonej tkanki nowotworowej 14 pacjentéw. Izolacja DNA z dwéch
przypadkéw nie powiodta sie z powodow technicznych. Jako kontrole zastosowano
komercyjnie dostepny DNA referencyjny wyizolowany z ludzkich komérek zenskich

lub meskich (Agilent Technologies).

Grupa badana metodg sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS)

Materiat badawczy do izolacji kwasow nukleinowych stanowity skrawki tkanek guzéw
germinalnych utrwalonych w formalinie a nastepnie zatopionych w parafinie (FFPE;
ang. formalin-fixed paraffin-embeded).

Wytypowana grupa 30 nowotworéw obejmowata 27 guzéw nalezgcych do szesciu
réznych podtypdw histologicznych: teratoma maturum (n=1), teratoma immaturum (n=1),
yolk sac tumor (n=8), dysgerminoma (n=7), carcinoma embryonale (n=2), guzy mieszane
(n=8). Ponadto przebadano dwa guzy typu medulloblastoma iprzypadek raka
podstawnokomérkowego skory (BCC; ang. basal cell carcinoma) zwykazang
immunohistochemicznie aktywacjg szlaku Hh (tab. 4). Mediana wieku badanej grupy 27

GCTs wynosita 15 lat (2 miesigce — 17 lat i 8 miesiecy).

Grupa badana metodg PCR w czasie rzeczywistym (QPCR)

Do analizy ekspresji gendéw szlaku Hh uzyty zostat kwas RNA wyizolowany
ze skrawkéw tkanek GCTs FFPE (n=24). Z bazy ponad 100 guzow germinalnych
wytypowano 24 przypadki, aby w reprezentatywny sposob pilotazowe badanie uwzgledniato

réznorodnos¢ histologiczng pediatrycznych GCTs. Wybrane guzy nalezaty do szesciu
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réznych podtypow histologicznych, z ktérych wybrano po cztery przypadki: potworniak
dojrzaty, potworniak niedojrzaty, guz pecherzyka zéttkowego, dysgerminoma, rak zarodkowy
oraz guzy mieszane. 19 z nich zlokalizowanych byto w gonadach (11 w jadrach,
8 wjajnikach), 2 guzy byty o lokalizacji krzyzowo-guzicznej oraz po jednym guzie
zlokalizowanym w okolicy szyjnej, miednicy mniejszej i w srodpiersiu. Mediana wieku grupy
badanej wynosita 13,5 roku (2 tygodnie — 17 lat). Szczegotowa charakterystyka
analizowanych przypadkéw jest przedstawiona w Tabeli 4.

Badanie wykonano rowniez dla tkanek kontrolnych eksperymentu: kontroli
pozytywnej, ktorg stanowity dwa rdzeniaki zarodkowe (medulloblastoma) z potwierdzong
immunohistochemicznie aktywacjg szlaku Hedgehog 2z wykorzystaniem przeciwciat
anty-GLI1, anty-YAp1 oraz antyGab1 oraz kontroli negatywnej, ktdrg byty prawidtowe wezty
chtonne. Tkanki te zostaly wybrane na podstawie interpretacji analizy transkryptomicznej
zamieszczonej w bazie danych The Human Protein Atlas (www.proteinatlas.org) [Uhlén
i wsp., 2015].

Tabela 4. Charakterystyka kliniczna i histologiczna grupy badane;.

Legenda: M - pte¢ meska, K - pte¢ zenska; BCC — rak podstawnokomérkowy; MB — rdzeniak zarodkowy; b.d. — brak danych
*przypadki, dla ktérych z przyczyn technicznych nie uzyskano wynikéw profilu genomowego

** przypadki, dla ktérych wykonano zaréwno analize ekspresji genéw (QPCR) jak i analize zmian molekularnych (NGS)

. Pte¢ Rozpoznanie Lokalizacja ogniska
Przypadek Wiek (m/k) histopatologiczne pierwotnego
guzy mrozone badane metodg aCGH
#1 12 lat M potworniak dojrzaty okolica nadsiodtowa
#2 15 lat M rak pecherzyka zottkowego okolica IIl'i IV komory
#3 15 lat M rozrodczak szyszynka
#4 16 lat M rozrodczak okolica nadsiodtowa
#5 5 lat M potworniak dojrzaty szyszynka
#6 16 lat M rozrodczak szyszynka
#7 9 lat M rozrodczak okolica nadsiodfowa
okolica szyszynki i
#8 14 lat M rozrodczak nadsiodfowa
#9 15 lat M rozrodczak szyszynka
okolica nadsiodiowa (ptat
#10 5 miesigcy M potworniak czolowy)
#11 11 lat M rozrodczak szyszynka
#12 17 lat M rozrodczak $rodmdzgowie
1 : .
#13 7 miesiecy M guz mieszany (potworniak/ szyszynka
rozrodczak)
#14* 14 Iat K rozrodczak okolica nadsiodiowa
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#15* 11 lat M guz mieszany (potworniak ok.olica §zyszynki
niedojrzaty / rak zarodkowy) i nadsiodtowa

#16* 16 lat M ‘ potworniak dojrzaty ‘ Il komora

guzy utrwalone w formalinie zatopionie w bloczkach parafinowych badane metoda qPCR i/lub

NGS
S01** 17 lat M rak zarodkowy jadro

S02 11 lat K rozrodczak jajnik
S03** 16 lat K rozrodczak jajnik
S04** 16 lat K rozrodczak jajnik

- 1roki3 .. .
S05 miesiace M guz pecherzyka zoéttkowego jadro
S06** 11 miesiecy M guz pecherzyka zéttkowego jadro
S09** 12 lat K rozrodczak miednica mniejsza

S$10 16 lat M guz mieszany jadro
S11** 17 lat K guz pecherzyka zoéttkowego jajnik

S13 16 lat K rozrodczak jajnik

S14 3 lata M guz pecherzyka zéttkowego jadro

S15 16 lat M guz mieszany jadro
S16** 16 lat M rak zarodkowy jadro

S$17 13 lat K rozrodczak jajnik
S18** 16 lat M guz mieszany jadro

17 lati 8
1 . .

S$19 miesiecy M guz mieszany jadro
S$20** 2 miesigce M potworniak niedojrzaty jadro
S21** 12 lat K guz pecherzyka zottkowego jajnik
S§22** 17 lat K guz mieszany jajnik

S23 9 lat K potworniak dojrzaty jajnik
S24** 15 lat M guz mieszany jadro

S25 2 lata M guz pecherzyka zéttkowego jadro

1roki1
2 s .

S26 miesiac M guz pecherzyka zottkowego jadro

S27 7 lat K rozrodczak dysgenetyczna gonada

S28 17 lat K guz mieszany jajnik

S29 2 lata M guz pecherzyka zéttkowego jadro
S30** 17 lat M guz mieszany jadro

S31 16 lat M potworniak dojrzaty jadro

$32 1 miesigc K potworniak dojrzaty okolica krzyzowo-ogonowa

S33 4 |ata M potworniak dojrzaty jadro

S34 17 lat K potworniak dojrzaty Jajnik

S35 3 lata M potworniak niedojrzaty srodpiersie

S36 2 tygodnie K potworniak niedojrzaty okolica krzyzowo-ogonowa

$37 19 dni K potworniak niedojrzaty szyja

S38 7 lat K rak zarodkowy jajnik

S39 15 lat M rak zarodkowy jadro

S40 11 lat K rozrodczak jajnik

S07 66 lat K BCC skora

S08 17 lat K MB mozg

$12 b.d. b.d. MB b.d.
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5.2. Metody

5.2.1. Aparatura

Tabela 5. Wykaz zastosowanej aparatury

Sprzet

Producent

Termocykler GeneAmp System 2720

Termocykler SimpliAmp

AB Applied Biosystems

2100 Bioanalyzer Instrument

2100 Bioanalyzer Laptop

Piec hybrydyzacyjny Shel Lab

Agilent Technologies

Miniwiréwka do szkietek mikromacierzowych

Arrayit Corporation

Termoblok Mini Dry Bath Benchmark
Aparat do elektroforezy agarozowej PowerPac Basic BioRad
Waga laboratoryjna CAS
Aparat do oczyszczania wody PURELAB Classic ELGA
Pipety automatyczne
Wiréwka laboratoryjna Eppendorf 5810R i 5804R

Eppendorf
Wiréwka laboratoryjna Eppendorf 5414R
Wiréwka laboratoryjna MiniSpin
Worteks Typ TTS2 IKA
Sekwenator NextSeq 550 lllumina
Wiréwka prozniowa CENTRIVAP Labconco
Pipety automatyczne Pipet-Lite XLS Rainin
Blok grzejny 96-dotkowy

Roche

LightCycler 480 11

Nanodrop ND-1000

Fluorymetr Qubit 2.0

Cieplarka

Thermo Fisher Scientific

Zestaw do archiwizacji zeli Bio-Doc-It 220

UVP
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5.2.2. Odczynniki

Tabela 6. Wykaz odczynnikéw stosowanych w technice aCGH

Genomic DNA Purification Module

Szkietka mikromacierzowe
(SurePrint G3 Cancer CGH+SNP 4x180K)

Qubit DNA Broad Range Assay Agilent Technologies

Zestaw do znakowania (SureTag DNA Labeling Kit)

Zestaw do hybrydyzacji (Oligo aCGH/ChIP-on-Chip Hybridization Kit)

Zestaw do ptukania szkietek (Agilent Oligo aCGH/ChIP-on-Chip Wash Buffer
1; Agilent Oligo aCGH/ChIP-on-Chip Wash Buffer 2)

Dodecylosiarczan sodu

MP Biomedicals

EDTA
Chloroform
MERCK
Izopropanol
Etanol POCH
Proteinaza K ROCHE
Chlorek sodu SERVA
QUBIT dsDNA HS Assay Kit Thermo Fisher Scientific
Tabela 7. Wykaz odczynnikéw stosowanych w technice NGS
High Sensitivity DNA Kit Bioanalyzer Agilent
NextSeq 500/550 Mid Output Kit v2.5 (300 Cycles)
lllumina
PhiX Control Kit v3
MP Biomedicals MP Biomedicals
QlAseq 96-Index A set |
(96 sample index for 384 samples on lllumina platform)
QlAseq DNA QuantiMIZE Array Kit Qiagen
QlAseq Targeted DNA Custom Panel — CDHS-16592Z-1090
Etanol POCH
Cobas DNA Sample Preparation Kit Roche
QUBIT dsDNA HS Assay Kit Thermo Fisher Scientific
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Tabela 8. Wykaz odczynnikow stosowanych w technice gPCR

Zestaw do izolacji RNA (RNeasy FFPE Mini Kit)

Zestaw do syntezy cDNA (RT* Nano PreAmp cDNA Synthesis Kit) | Qiagen

Zestaw do reakcji preamplifikacji (RT* Nano PreAmp Primer Mix)

Ksylen

MP Biomedicals

Etanol

POCH

SYBR Green (RT* gPCR SYBR Green MasterMix)

Signaling Pathway)

Ptytki do reakcji qPCR (RT* Profiler PCR Array Human Hedgehog Qiagen

5.2.3. Roztwory

Tabela 9. Wykaz roztworéw stosowanych w procedurze izolacji DNA z mrozonej tkanki

nowotworowej

75mM NaCl / 1mM EDTA

4,37g NaCl

2ml 0,5M EDTA, pH=8,0
Dopetni¢ ddH,0 do 1 litra.
Wyjatowic.

10% SDS, pH=7,2

100g dodecylosiarczanu sodu dopetni¢ ddH,O do 900 ml.
Podgrza¢ do 68°C do petnego rozpuszczenia.

Ustali¢ pH=7,2 dodajgc stezonego NaCl.

Dopetni¢ ddH,O do 1 litra.

6M NaCl

350,64g NaCl dopetni¢ ddH,O do 1 litra.

20mg/ml Proteinaza K

100mg rozpusci¢ w 5ml ddH,0.
Rozporcjowaé, przechowywac w -20°C.
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5.2.4. I1zolacja kwasow nukleinowych

Izolacja DNA z mrozonej tkanki nowotworowej

DNA z mrozonej tkanki nowotworowej izolowano technikg wysalania [Miller S.A.

i wsp., 1988] wedtug ponizszej procedury:

1. Mrozony fragment tkanki nowotworowej rozdrobniono mechanicznie przy uzyciu

skalpela, a nastepnie przenoszono do probowki o pojemnosci 1,5ml.
2. Do probowki dodawano 500ul roztworu NaCI/EDTA, 50ul roztworu SDS oraz 2,5l

proteinazy K. Cato$¢ worteksowano przez 10 sekund.

3. Probdéwke inkubowano w termobloku w temperaturze 56°C przez minimum 16h.
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Po skohczonej inkubacji dodawano do probéwki 200ul roztworu NaCl oraz 600yl
chloroformu. Cato$¢ worteksowano przez 10 sek. oraz mieszano na mieszadle przez
10 min., a nastepnie wirowano przez 5 minut (20800 x g, RT).

Supernatant przenoszono do nowej probéwki o pojemnosci 1,5 ml. Dodawano
1 objetos¢ zmrozonego izopropanolu. Probowke mieszano przez kilkakrotne
odwracanie, a nastepnie wirowano przez 10 minut (20800 x g, RT).

Usunieto supernatant, a pozostaty osad przeptukano dodajgc 100ul roztworu 70%
etanolu. Probowki wirowano przez 1 minute (430 x g, RT). Ptukanie powtorzono.

Po doktadnym usunieciu supernatantu osad suszono w termobloku w temperaturze
37°C przez ok. 30 minut do catkowitego odparowania pozostatosci alkoholu.

Osad zawieszano w ddH,O, a nastepnie inkubowano w temperaturze 37°C
przez ok. 2 godziny. Mierzono stezenie oraz oceniano parametry jakosci

wyizolowanego kwasu nukleinowego. Przechowywano w -20°C.

Izolacja DNA z tkanki nowotworowej z bloczkéw parafinowych

Do uzyskania DNA z fragmentow tkanki nowotworowej zatopionej w parafinie uzyto

zestawu Cobas DNA Sample Preparation Kit (Roche). Jednorazowo w procesie izolacji DNA

uzyto 3 skrawkow o gruboéci 4pm. Deparafinizacje tkanki przeprowadzono z uzyciem

ksylenu.

Deparafinizacja tkanki z uzyciem ksylenu

1.

Do probowki zawierajgcej skrawki tkanki dodano 1 ml ksylenu, worteksowano przez
10 sekund a nastepnie inkubowano przez 5 minut w RT.

Po inkubacji dodano 1 ml 96% etanolu, worteksowano probowki przez 10 sekund,
a nastepnie inkubowano przez 5 minut w RT.

Probowke wirowano przy maksymalnej predkosci wirdwki przez 2 minuty. Ostroznie
usunieto supernatant pipetg. Powtdrzono punkty 1-3.

Do probéwki dodano 1 ml 96% etanolu, worteksowano przez 10 sekund. a nastepnie
wirowano przy maksymalnej predkosci wirdbwki przez 3 minuty. Ostroznie usunieto
supernatant pipetg. Powtérzono.

Otwartg probéwke inkubowano w termobloku w temperaturze 56°C az do catkowitego

odparowania alkoholu.

38



5. MATERIAL | METODY

Izolacja DNA

1. Z wysuszonej peletki wytworzono zawiesine poprzez dodanie 180ul buforu do lizy
tkanek (DNA TLB)

Do probowki dodano nastepnie 70ul uprzednio rozpuszczonego odczynnika PK.

3. Catos¢ worteksowano przez 30 sekund, a nastepnie inkubowano przez
1h w termobloku o temp. 56°C.

4. Probki worteksowano przez 10 sekund, a nastepnie inkubowano w termobloku
o temp. 90°C przez 1h.

5. Po schtodzeniu prébki do temperatury pokojowej, odwirowano jg pulsacyjnie,
aby zebra¢ ptyn z zatyczki.

6. Do probéwki dodano 200ul odczynnika DNA PBB, catos¢ przepipetowano
i inkubowano przez 10 minut w RT.

7. Nastepnie dodano 100ul izopropanolu, przepipetowano i przenoszono
do odpowiednio oznakowanej kolumny FT umieszczonej w probéwce CT. Catos¢
wirowano z przyspieszeniem 8000 x g przez 1 minute.

8. Kazdg kolumne FT umieszczano na nowej probowce CT, a starg CT razem
z zawartoscig eluatu odpowiednio utylizowano.

9. Do kazdej jednostki FT/CT dodawano 500ul roboczego odczynnika WB |, a nastepnie
wirowano z przyspieszeniem 8000 x g przez 1 minute. Zawarto$¢ CT odpowiednio
utylizowano i z powrotem umieszczano FT na tej samej CT.

10. Do kazdej jednostki FT/CT dowano 500ul roboczego odczynnika WB Il, a nastepnie
wirowano z przyspieszeniem 8000 x g przez 1 minute.

11. Zawarto$¢ CT wyrzucano do odpadow chemicznych, a FT umieszczano na nowej
CT. Catos¢ wirowano przy maksymalnych obrotach wirdwki przez 1 minute.

12. Kolumne FT umieszczano na probowce do elucji o pojemnosci 1.5ml. Na srodek
membrany kolumny dodawano 100ul odczynnika DNA EB. Cato$¢ inkubowano w RT
przez 5 minut, a nastepnie wirowano z przyspieszeniem 8000 x g przez 1 minute.

Mierzono stezenie otrzymanego eluatu DNA. Przechowywano w -20°C.

Izolacja RNA z tkanki nowotworowej zatopionej w parafinie

- do uzyskania catkowitego RNA z fragmentdéw tkanki nowotworowej zatopionej w parafinie
uzyto zestawu RNeasy FFPE Mini Kit (Qiagen)
- jednorazowo w procesie izolacji RNA uzyto 3-5 skrawkéw o grubosci 4um

- deparafinizacje tkanki przeprowadzono z uzyciem ksylenu
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Deparafinizacja tkanki z uzyciem ksylenu

1.

Do probéwki zawierajgcej skrawki tkanki dodano 1 ml ksylenu, worteksowano przez
10 sekund a nastepnie wirowano przy maksymalnej predkosci wiréwki. Ostroznie
usunieto supernatant pipetg. Proces powtdrzono.

Do probéwki dodano 1 ml 96% etanolu, zworteksowano, a nastepnie wirowano
przy maksymalnej predkosci wirowki. Ostroznie usunieto supernatant pipeta. Proces
powtérzono.

Otwartg probéwke inkubowano w termobloku w temperaturze 37°C az do catkowitego

odparowania alkoholu.

Izolacja RNA

- powierzchnie blatu, pipety, statywy oraz wirébwke wyczyszczono z uzyciem RNaseZap

1.

10.

11.

Po catkowitym odparowaniu alkoholu do probéwki dodawano 150ul buforu PKD.
Catos¢ krotko worteksowano.

Dodano 10yl proteinazy K, a nastepnie delikatnie przepipetowano.

Probki inkubowano w termocyklerze przez 15 min w temp. 56°C, nastepnie
przez 15 minut w temp. 80°C. Prébki natychmiast przetozono na 16d na 3 minuty.
Probki wirowano 15 min przy 20,000 x g (13,500 rpm)

Supernatant przeniesiono do nowej proboéwki o pojemnosci 2ml.

Dodawano okoto 16ul buforu DNase Booster (ekwiwalent 1:10 supernatantu)
oraz 10ul DNazy I. Wymieszano przez odwracanie oraz krotko zwirowano.

Prébki inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej,

Kolejno dodano 320ul buforu RBC, catos¢ przepipetowano. Dodano 720ul etanolu
o stezeniu 96-100% i wymieszano przez pipetowanie.

Niezwiocznie przeniesiono 700ul mieszaniny na kolumne RNeasy MiniElute
i wirowano przez 15 sekund przy 28,000 x g (210,000 rpm). Eluat wyrzucano.
Punkt powtarzano, az do catkowitego przeptyniecia mieszaniny probki przez ztoze
kolumny.

Na zloze kolumny dodawano 500ul buforu RPE. Cato$¢ wirowano 15 sekund
przy 28,000 x g (=10,000 rpm). Eluat wyrzucano.

Na ztoze kolumny dodano 500ul buforu RPE. Cato$¢ wirowano 2 minuty
przy 28,000 x g (10,000 rpm). Eluat wyrzucano razem z probowkg. Kolumne
przektadano do nowej probdwki o pojemnosci 2ml, ktérg z otwartym wieczkiem
wirowano przy maksymalnej szybkosci wirowania przez 5 minut.

Kolumne przektadano do nowej probéwki 1.5ml. Na srodek ztoza kolumny dodawano

25ul wody wolnej od RNaz. Zamykano wieczko probéwki i wirowano przez 1 minute
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przy maksymalnej szybkosci wirowania. Otrzymywano ok. 22ul eluatu.

Przechowywano w -20°C.

5.2.5. Ocena ilosciowa oraz jakosciowa DNA i RNA
Ocena ilosciowa oraz jakosciowa DNA

Stezenie wyizolowanego DNA sprawdzano metodg fluorymetryczng z uzyciem Qubit
2.0 Fluorometer (wg. protokotu zatgczonego przez producenta) wykorzystujgc odczynniki
Qubit DNA Broad Range Assay do oceny stezenia DNA wyizolowanego z guzéw mrozonych
oraz Qubit DNA High Sensitivity Assay do oceny stezenia DNA wyizolowanego ze skrawkow
FFPE.

Do oceny jakosci wyizolowanego DNA wuzyto metody spektrofotometrycznej

z wykorzystaniem NanoDrop ND-100.

Ocena ilosciowa oraz jakosciowa RNA

Stezenie oraz jakos¢ wyizolowanego RNA sprawdzano metodg spektrofotometryczng
z wykorzystaniem NanoDrop ND-100. W celu sprawdzenia integralnosci RNA wybrane

prébki poddano analizie jakosci z uzyciem Bioanalizer 2100 (RNA Kit; Roche).

5.2.6. Technika mikromacierzy-CGH

W celu identyfikacji profili genomowych uzyto techniki porownawczej hybrydyzaciji
genomowej opartej na mikromacierzach (Cytosure ISCA UPD 4x180K, Oxford Gene
Technology oraz SurePrint G3 Cancer CGH+SNP 4x180k, Agilent Technologies)
0 rozdzielczosci ~125kpz. Pierwsza seria guzow obejmujgca przypadki #9-#13 wykonana
zostata pod bezposrednim nadzorem dr Magdaleny Koczkowskiej z Katedry i Zaktadu
Biologii i Genetyki GUMed z uzyciem szkietek mikromacierzowych Cytosure ISCA UPD
4x180K (Oxford Gene Technology) wg protokotu producenta kolejne za$ prébki byty

opracowane samodzielnie w oparciu 0 ponizszy protokoét.

Protokot eksperymentu aCGH

e Znakowanie

1. Przygotowano rozcienczenia DNA badanego oraz DNA referencyjnego (500 ng DNA

w 20,2 ul wodzie wolnej od nukleaz) w probéwkach o objetosci 0,2 ml.
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2. Do roztworéow DNA dodano 5,8 ul mieszaniny enzymow restrykcyjnych (Digestion
Master Mix) przygotowanej wg ponizszej tabeli (tab. 10). Cato$¢ kilkakrotnie
przepipetowano, a nastepnie krotko zwirowano. Probki inkubowano w termocyklerze
kolejno w temp. 37°C przez 2 h i w temp. 65°C przez 20 minut. Po skohczonej inkubacji

probowki natychmiast przetozono na 16d.

Tabela 10.  Sktad mieszaniny enzymow restrykcyjnych

Odczynnik llos¢ w przeliczeniu na 1 reakcje [ul]

Woda wolna od nukleaz 2,0

10x Restriction Enzyme Buffer | 2,6

BSA 0,2
Alu | 0,5
Rsa | 0,5

3. Probki pulsacyjnie zwirowano. Do kazdej dodano 5ul odczynnika Random Primer
i przepipetowano kilka razy. Probki inkubowano w termocyklerze w temp. 98°C przez
3 minuty. Po skonczonej inkubacji probki natychmiast umieszczano na lodzie na 5 minut.
4. Podczas pracy ze znacznikami fluorescencyjnymi unikano $wiatta dziennego.
Przygotowano mieszanine do znakowania prébek (Labeling Master Mix) wg kolejnosci
przedstawionej w tabeli (tab. 11). Etap ten wykonywano na lodzie. Do kazdej
z probowek dodawano po 19ul mieszaniny reakcyjnej i kilkakrotnie przepipetowano.
DNA badane znakowano mieszaning reakcyjng z uzyciem znacznika Cy5. DNA

referencyjne znakowano mieszaning reakcyjng z uzyciem znacznika Cy3.

Tabela 11.  Sktad mieszaniny do znakowania fluorescencyjnego

Odczynnik llos¢ w przeliczeniu na 1 reakcje [ul]
5x Bufor Reakcyjny 10,0
10x dNTPs 5,0

Cyanine 3-UTP lub Cyanine 5-UTP | 3,0

Exo (-) Klenow 1,0

5. Prébki inkubowano w termocyklerze przez 2 h w temp. 37°C, a nastepnie przez
10 temp. 68°C. Po inkubacji prébki natychmiast przetozono na 16d.
6. Nadmiar niezwigzanego znacznika fluorescencyjnego oczyszczono na kolumnach

Genomic DNA Purification Module (Agilent Technologies) wg protokotu producenta.
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7. W zaleznosci od objetosci probki uzyskanej po oczyszczaniu dodawano 1xTE (pH=8,0)
lub suszono w wiréwce prézniowej w temperaturze 45°C (w warunkach braku dostepu
Swiatta dziennego) do uzyskania objetosci 21pl.

8. W celu zmierzenia stopnia inkorporacji znacznikow fluorescencyjnych do DNA
badanego i referencyjnego dokonano pomiaréw z wykorzystaniem spektrofotometru
NanoDrop ND-1000. Uzyskane wartosci wykorzystywano do obliczenia stopnia
wyznakowania probki, aktywno$ci specyficznej oraz wydajnosci reakcji znakowania
wg ponizszych wzordéw (ryc. 4).

9. Na podstawie uzyskanych wartodci tgczono po 19,5ul DNA badanego i DNA

referencyjnego o najbardziej zblizonych parametrach.

Rycina 4. Wzory uzyte do obliczenia stopnia wyznakowania probki, aktywnosci

specyficznej oraz wydajnosci reakcji znakowania.

pmaol

340 x m znacznika ng ,
Stopiefi wyznakowania = —7 x100% Wvdeimo s L 9PNA x 21
—Z vdajnost = ——————

ul gDNA x 1000 100074

)

pm{ol znacznika
Aktywnoéc specyficzna = g
F 9DNA

e Hybrydyzacja

- piec hybrydyzacyjny uruchamiano 24h przed planowanym nastawieniem reakcji

hybrydyzacji w celu ustabilizowania i utrzymania réwnomiernej temperatury 67°C

1. Przygotowano mieszanine hybrydyzacyjng wg ponizszej tabeli (tab. 12) i dodano

po 71ul do kazdej probowki. Catos¢ przepipetowano i zwirowano.

Tabela12.  Skfad mieszaniny hybrydyzacyjnej

Odczynnik llos¢ w przeliczeniu na 1 reakcje [ul]
Cot-1 DNA (1,0 mg/mL) 5,0

10x aCGH Blocking Agent 11,0

2x HI-RPM Hybridization Buffer | 55
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2.

Prébki inkubowano w termocyklerze przez 3 min. w temp. 98°C, a nastepnie przez
30 minut w temp. 37°C. Po inkubacji probki utrzymywano w temp. 37°C
az do natozenia na szkietko mikromacierzowe.

Szkietko z natozonymi probkami umieszczano w komorze hybrydyzacyjnej zgodnie
zinstrukcjg producenta. Komore szczelnie zamykano i umieszczano w piecu

hybrydyzacyjnym na 40h.

Ptukanie

- bufor ptuczacy Il w 50ml falkonie wstawiano do cieplarki o temp. 37°C na 24h przed

planowanym ptukaniem szkietka mikromacierzowego

- wszystkie czynnosci wykonywano przy braku dostepu $wiatta dziennego

Po wyjeciu komory hybrydyzacyjnej z pieca hybrydyzacyjnego wyciggano szkietko
mikromacierzowe i demontowano w pojemniku z buforem ptuczgcym |
w temperaturze pokojowej.

Nastepnie szkietko przenoszono do 50ml falkonu wypetnionego czystym buforem
ptuczacym | i inkubowano 5 min kilkakrotnie obracajgc pojemnik.

Nastepnie szkietko przektadano do uprzednio podgrzanego do 37°C buforu
ptuczacego Il i inkubowano przez 1 min dwukrotnie obracajgc pojemnik.

Po wyjeciu szkietko mikromacierzowe umieszczano zwrécone powierzchnig
z sondami oligonukleotydowymi do géry w miniwirowce (Arrayit) i krotko wirowano,
aby osuszy¢ pozostatosci buforu ptuczgcego.

Szkietko mikromacierzowe skanowano w skanerze MS 200 w ciggu kilku godzin

od zakonczenia etapu ptukania.

Skanowanie szkietka mikromacierzowego i analiza wynikow

Szkietko skanowano w skanerze MS 200 przy braku dostepu $wiatta dziennego. Skan

wykonywano przy standardowych ustawieniach aparatu obejmujgcych rozdzielczos¢ 2um

oraz najwyzszg czutos¢ z autoregulacja wzmocnienia sygnatu (autogain settings).

Wyniki analizowano za pomocg oprogramowania Feature Extraction, CytoGenomics (Agilent

Technologies) oraz Nexus Copy Number 8.0 (BioDiscovery).

Ocena w kierunku obecnosci niezrownowazenia genomu oparta byla o analize

Srednich wartosci sygnatu liczonego dla co najmniej dziesieciu zlokalizowanych obok siebie

sond oligonukleotydowych. Raportowano jedynie zmiany o wielkosci >300kb i >40% VAF

(ang. variant allele frequency).
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Wszystkie zidentyfikowane zmiany genomowe zostaty zweryfikowane w internetowej
bazie Database of Genomic Variants (DGV; http://dgv.tcag.ca) oraz lokalnej bazie profili
genomowych dla populacji polskiej zawierajgcej >1000 tagodnych zmian liczby kopii (CNVs;

ang. copy number variations).

5.2.7. Technika sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS)

Ocena wystepowania zmian somatycznych w genach szlaku Hh zostata
przeprowadzona w oparciu 0 sekwencjonowanie nowej generacji (ang. next generation

sequencing; NGS). W tym celu zaprojektowano panel 25 gendéw (tab. 13)

Tabela 13.  Panel genow badanych technikg NGS.

Geny Szlaku Hh Geny zwigzane Geny szlaku Geny szlaku Inne geny
(kanoniczne) ze szlakiem Hh KIT/RAS mTOR
DHH, IHH, SHH, DISP2, HHIP, LRP2, KIT, KRAS, MTOR, PTEN FGFR3,
PTCH1, SMO, SUFU, PTCH2, PTCHD1, NRAS, HRAS, ERBB4,
GLI1 GLI2 GLI3, ZIC1, ZIC2 CBL,

Wykorzystana w analizie NGS technika firmy Qiagen umozliwia wykrywanie
wariantow przy uzyciu zintegrowanych unikalnych wskaznikow molekularnych tzw. UMI (ang.
unique molecular indices). Przed procesem wzbogacenia kierunkowego i tworzeniem
bibliotek, kazdej oryginalnej, pojedynczej czgsteczce DNA przypisuje sie znacznik UMI,
co pozwala wyeliminowa¢ artefakty na podstawie odczytéw sekwenciji: te, ktére majg rézne
znaczniki UMI reprezentujg rézne oryginalne czasteczki, podczas gdy odczyty sekwencji
majgce te same znaczniki UMI sg wynikiem duplikacji PCR z jednej oryginalnej czgsteczki.

W toku prowadzenia eksperymentu wykorzystane zostaty specyficzne korekty
uwzgledniajgce fakt, iz uzyty DNA byt izolowany z prébek FFPE, ktére charakteryzujg sie
stabszg jakoscig oraz mniejszg dtugoscig poszczegdinych czgsteczek DNA, w poréwnaniu
do materiatu mrozonego. W reakcji tworzenia bibliotek dodano maksymalng zalecang ilos¢
DNA: 100ng-250ng zaleznie od =zastosowanej metody pomiaru stezenia DNA.
(fluorymetrycznie lub z uzyciem QlAseq DNA QuantiMIZE Array wykorzystujgcego technike
gPCR (metoda rekomendowana przez producenta)). Z tego samego wzgledu zastosowano
réwniez krotszy czas fragmentacji enzymatycznej (por. Materiaty i metody; tab.15) oraz
wiekszg ilos¢ cykli w uniwersalnej reakcji PCR (por. Materiaty i metody; tab. 21)
niz sg zalecane dla dobrej jakosci DNA genomowego.

Punktem kontrolnym oceniajgcym zaréwno stezenie gotowych bibliotek, ich jakosé
oraz zastosowang kontrole negatywng wykonywanego eksperymentu (probke zawierajgcg

wode wolng od nukleaz zamiast wktadu DNA) procedowang razem z prébkami zgodnie
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z protokotem byta analiza elektroforetyczna z uzyciem Bioanalizera 2100 z wykorzystaniem
zestawu High Sensitivity DNA.

Proces wyboru sktadu gendw dla projektowanego panelu uwzgledniat dane
literaturowe oraz wyniki wtasnego pilotazowego badania ekspresji genéw Sciezki Hedgehog
(por. Wyniki, sekcja 6.3., str. 76). Wytypowane do analizy geny sklasyfikowano do pieciu
podgrup. Najliczniejszg grupe stanowity geny kodujgce kanoniczne biatka szlaku Hh (n=9).
Druga grupe stanowity geny zwigzane ze szlakiem Hh, dla ktérych uzyskano najbardziej
istotne zmiany ekspresji w co najmniej 4 podtypach histologicznych (n=7).
Poniewaz wczeéniejsze prace dot. zaburzeh somatycznych w GCTs wykazaty do$¢ czestg
obecnos$¢ zaburzen somatycznych w genach szlaku sygnatowego KIT/KRAS [Lobo i wsp.,
2019], do projektowanego panelu dotgczono réwniez najwazniejsze z nich. Kolejng podgrupe
stanowity geny zwigzane ze Sciezkg PI3K/AKT1/MTOR, ktoérej aktywacja zostata rowniez
opisana w guzach germinalnych OUN [Wang i wsp., 2015; Vizcaino i Rodriguez, 2017].
Dodatkowo wybrano gen FGFRS3, ktérego zaréwno ekspresja jak izmiany molekularne
zostaty opisane w GCTs jak rowniez we wiasnych badaniach pilotazowych metodg qPCR
(por. Wyniki, sekcja 6.3.2. i 6.3.3.) [Ewen i wsp., 2013; Feldman i wsp., 2014]. Roéwniez
zmiany ekspresji i mutacje somatyczne genu ERBB4 (HER4) zostaty opisane w wielu
nowotworach, m.in. czerniaku, raku piersi, prostaty, ptuca czy rdzeniaku zarodkowym,
jak i ktérego zmiana ekspresji zostata zaobserwowana w badaniach pilotazowych
w niniejszej pracy (por. Wyniki, sekcja 6.3.2. i 6.3.3.) [Di Marcotullio i wsp., 2006; Soung
i wsp., 2006]

Protokét NGS
- kazdorazowo w reakcji uzyto najwiekszg dostepng ilos¢ DNA
- wszystkie etapy reakcji przygotowywano na lodzie

- zadnego z odczynnikéw nie worteksowano

e Fragmentacja DNA, naprawa (ang. end-repair) oraz dotgczenie ogona poli-A

1. Dokonano pomiaréw stezenia DNA z uzyciem kitu dsDNA HS (ThermoFisher) metodag
fluorymetryczng z wykorzystaniem Qubit Fluorometer (ThermoFisher). Dodatkowo, losowo
wybrane probki poddano ocenie jakosci przy uzyciu techniki qPCR z wykorzystaniem
zestawu QIlAseq DNA QuantiMIZE Array (Qiagen). Przygotowano odpowiednie
rozcienczenia probek DNA (tab. 14). Wyliczong ilos¢ DNA oraz wody wolnej od nukleaz

dodano do odpowiednio oznaczonych probowek, przepipetowano i zwirowano pulsacyjnie.
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Tabela 14. Schemat rozciennczania DNA

DNA do 100ng
woda wolna od nukleaz | dopetni¢ do objetosci 16,75l

2. Przygotowano mieszanine reakcyjng wg ponizszej tabeli (tab. 15), przepipetowano
i zwirowano pulsacyjnie. Dodano po 3,75ul do odpowiednio oznaczonej nowej probowki

0 objetosci 0,2ml.

Tabela 15.  Sktad mieszaniny reakcyjnej — fragmentacja DNA

Odczynnik llos¢ w przeliczeniu na jedna probke
Fragmentation Buffer, 10x | 2,5ul
FERA solution 0,75ul

3. Do kazdej reakcji oddzielnie dodano 5ul odczynnika Fragmentation Enzyme Mix, probowki
zwirowano pulsacyjnie, catos¢ przepipetowano 10-15 razy i ponownie krétko zwirowano.

4. Probowki inkubowano w termocyklerze schiodzonym uprzednio do temp 4°C wedle
ponizszego programu (tab. 16). Po skonczeniu reakcji probowki natychmiast przetozono

na lod.

Tabela 16. Program inkubacji | w termocyklerze

Czas | Temperatura

1| 1min | 4°C

2 | 14 min | 32°C

3 | 30min | 72°C

4 | w 4°C

e Przytaczanie adapterow

1. Przygotowano mieszanine reakcyjng wg ponizszej tabeli (tab. 17), przepipetowano
i zwirowano. Dodano po 15ul do kazdej probdéwki, catos¢ przepipetowano i zwirowano

pulsacyjnie.

Tabela 17.  Skifad mieszaniny reakcyjnej — przytgczanie adapteréw

Odczynnik llos¢ w przeliczeniu na jedna probke
Produkt reakgji z pkt. ,Fragmentacja DNA, 25y
naprawa (ang. end-repair) oraz dotgczenie

ogona poli-A”
Ligation Buffer, 5x 10ul
DNA Ligase 5ul

2. Do kazdej reakcji dodano 2,8ul adaptera IL-N7##. Tylko jeden adapter o okreslonym
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numerze (IL-N701 do IL-N707; IL-N710 do IL-N712; IL-N714; IL-N715) powinien by¢ uzyty
do jednej probdéwki reakcyjne;.

3. Do kazdej reakcji oddzielnie dodano 7,2 pl odczynnika Ligation Solution, zwirowano
pulsacyjnie a nastepnie przepipetowano. Probéwki inkubowano przez 15 minut w termobloku
w temperaturze 20°C. Po skonczonej inkubacji probéwki natychmiast przektadano na léd.

4. Nastepnie przeprowadzano oczyszczanie otrzymanych produktéw przy uzyciu QlAseq

Beads (Qiagen) wg protokotu producenta.

o Wzbogacanie kierunkowe (ang. target enrichment)

1. Przygotowano mieszanine reakcyjng wg ponizszej tabeli (tab. 18), przepipetowano
i zwirowano. Dodano po 10,6l do kazdej probdowki, przepipetowano i zwirowano pulsacyjnie.

2. Probéwki inkubowano w termocyklerze wg ponizszego programu (tab. 19).

Tabela 18.  Skfad mieszaniny reakcyjnej — wzbogacanie kierunkowe

Odczynnik llos¢ w przeliczeniu na jedna probke
Oczyszczony produkt reakcji z pkt. ,Przytgczanie | 9,4pl

adapterow”

TEPCR buffer, 5x 4l

QlAseq Targeted DNA Panel 5ul

IL-forward primer 0,8ul

HotStarTag DNA Polymerase 0,8ul

Tabela 19. Program inkubacji Il w termocyklerze

llos¢ cykli | Czas | Temperatura

13 min | 95°C

1 2min | 98°C
15sek | 98°C

8
10 min | 68°C
5min | 72°C

1 5min | 4°C
o0 4°C

3. Po skonczonej reakcji przechodzono do oczyszczania produktu przy uzyciu QlAseq Beads
(Qiagen) wg protokotu producenta.
e Reakcja PCR

1. Przygotowano mieszanine reakcyjng wg ponizszej tabeli (tab. 20), przepipetowano
i pulsacyjnie zwirowano. Dodano po 6,6pl do kazdej probéwki z oczyszczonym produktem

reakcji wzbogacania kierunkowego, przepipetowano i krotko zwirowano.
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Tabela 20.  Skfad mieszaniny reakcji PCR

Odczynnik llos¢ w przeliczeniu na jedna probke
UPCR buffer, 5x 4ul

HotStarTag DNA Polymerase | 1pl

Woda wolna od nukleaz 1,6pl

2. Kazdg z reakcji nanoszono oddzielnie bezposrednio na plytke z liofilizowanymi indeksami
(IL-S502-S510) do odpowiedniego dotka, tak aby uzyska¢ rézne kombinacje indekséw
IL-7## i IL-5## dla kazdej z probek badanych w jednej puli sekwencjonowania. Catosé
przepipetowano i zwirowano pulsacyjnie, a nastepnie inkubowano w termocyklerze

wg ponizszego programu (tab. 21).

Tabela 21.  Program inkubagji lll w termocyklerze

llos¢ cykli | Czas | Temperatura

13 min | 95°C

1 2min | 98°C
15sek | 98°C

24
2min | 60°C
5min | 72°C

1 5min | 4°C
oo 4°C

3. Po skonczonej reakcji przechodzono do oczyszczania produktu przy uzyciu QlAseq Beads

(Qiagen) wg protokotu producenta.

e Ocena bibliotek NGS

Do oceny jakosci i wielkosci fragmentéw otrzymanych bibliotek wykorzystano
2100 Bioanalizer (Agilent Technologies) uzywajgc zestawu High Sensitivity DNA postepujgc
wg protokotu producenta. Uzyto rozcienczen bibliotek (1:5) przygotowanych w wodzie wolnej
od nukleaz.

Stezenia bibliotek okreslono na podstawie pomiaréw fluorymetrycznych przy uzyciu
Qubit Fluorometer (ThermoFisher) z wykorzystaniem zestawu dsDNA High Sensitivity
(ThermoFisher). Dodatkowo, losowo wybrane probki poddano ocenie przy uzyciu techniki
gPCR z wykorzystaniem zestawu QIlAseq Library Quant System (Qiagen).

o Sekwencjonowanie na platformie NextSeq

Biblioteki przygotowano do sekwencjonowania na platformie NextSeq Illlumina
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wg aktualizacji protokotu producenta z grudnia 2018r. (lllumina). Uzyto rozcienczen
wyjsciowych o stezeniu 4nM. Zgodnie z wytycznymi producenta uzytego panelu QIAseq
Targeted DNA Custom Panel — CDHS-165927-1090 (Qiagen) dodano na kartridz 2ml 0,3uM
rozcienczenia QIAseq A Read 1 Primer.

Arkusz sekwencjonowania skonfigurowano na platformie BaseSpace (lllumina)
wg parametréw NextSeq 550 System Guide (#15069765-02) oraz zalecehn producenta
panelu QlAseq Targeted DNA Custom Panel — CDHS-165927-1090 (Qiagen):

Tabela 22.  Ustawienia parametrow reakcji sekwencjonowania

Parametr Ustawienia

Category Select Other

Select Application Check FASTQ Only

Sample Prep Kit Select Nextera XT v2

Index Reads Select 2

Read Type Select Paired End Read

Cycles for both Read 1 and 2 | Select 151

Important Check Custom Primer for Read 1
Important Check Use Adapter Trimming

e Opracowanie bioinformatyczne uzyskanych wynikéw sekwencjonowania

Uzyskane wyniki poddano w pierwszej kolejnosci obrébce technicznej (ryc. 5), ktéra
polegata na identyfikacji iusunieciu adapterow, usunieciu odczytéw stabej jakosci
(definiowanej jako fragment o pokryciu <20x, czestosci wystepowania zmienionego allelu
<1%) oraz usunieciu artefaktow, ktére moglty powsta¢ podczas ligacji. Po przeprowadzeniu
mapowania do sekwencji referencyjnej (organizm: Homo sapiens; zrédto: RefSeq; numer
bazy danych: GRCh37.p13) otrzymano pierwotng, ,surowg” liste stwierdzonych wariantow.
W kolejnym etapie uzyskane wyniki przefiltrowano kolejno do 1) zmian niesynonimicznych
2) o pokryciu 2100x oraz 3) o czestosci wystepowania zmienionego allelu 25%. Kolejnym
etapem byto filtrowanie uzyskanych danych pod kgtem ograniczenia raportowania wynikéw
fatszywie pozytywnych. Wykorzystano wtym celu dwa parametry: 1) BaseQRankSum
porownujacy jakos¢ odczytow dla allelu zmienionego i referencyjnego na podstawie testu
U Manna-Whitney’a (przy czym ujemna wartos¢ tego parametru wskazuje wariant zmieniony
0 nizszej jakosci niz wariant referencyjny); oraz 2) QUAL bedgcy miarg znaczenia danego
wariantu tj. prezentujgcy ujecie ilosciowe materiatu dowodowego (liczby odczytow)
wspierajgcego wariant, w odniesieniu do uzyskanego pokrycia itego, czego mozna
oczekiwa¢ przez przypadek biorgc pod uwage poziomy btedow w danych. Matematyczna

wartos¢ QUAL jest obliczana jako -10log10(1-p), gdzie ,p” oznacza prawdopodobienstwo
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Rycina 5. Schemat procesowania danych NGS.

« przycinanie sekwenciji i usuwanie adapterow
« utworzenie odczytow UMI
« usuniecie artefaktow powstatych podczas ligacji
PROCESOWANIE » mapowanie do sekwencji referencyjnej
SUROWYCH DANYCH
SEKWENCJONOWANIA
NGS

~N

» wykrywanie insercji/ delecji i wariantéw strukturalnych

« identyfikacja wariantéw o min. pokryciu 20x oraz VAF =1%,
przy min. 2 zmienionych allelach

« opis wariantow w oparciu o informacje UMI
« dodanie informacji o zmianach aminokwasowych
IDENTYFIKACJAORAZ N usuwanie wynikoéw fatszywie pozytywnych
WSTEPNA SELEKCJA identyfikacja znanych mutacii

WARIANTOW

_/
'

« identyfikacja wariantéw o min. pokryciu 100x oraz VAF >5%
« odrzucenie zmian synonimicznych
« odrzucenie wariantéw o niskiej jakosci

« odrzucenie potencjalnych artefaktow (QUAL, BaseQRankSum,
homopolimery)

UTWORZENIE « odrzucenie wariantéw o wysokiej liczbie sczytan, ale

OSTATECZNEJ o zaburzonej proporcji sczytan forward/reverse

LISTY WARIANTOW

A
\

« populacyjne bazy danych: GhnomAD, dbSNP

« bazy danych wariantéw konstytucyjnych: ClinVar

« bazy danych nowotworowych: My Cancer Genome, COSMIC

« In-silico predyktory patogennosci: DANN, CADD, SIFT.
PolyPhen, Mutation Taster

INTERPRETACJA
UZYSKANYCH

WYNIKOW j
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istnienia danego wariantu w prébce. Za wartosci odciecia dla w.w. parametrow przyjeto
kolejno: 1) wartos¢ -2,0 wskazujgca, ze zaobserwowane jakosci dla wariantu sg o dwa
standardowe odchylenia ponizej tego, czego mozna by oczekiwaé, gdyby zostata
wylosowana z tego samego rozktadu co jakos$¢ alleli referencyjnych; 2) wartos¢ 100
wskazujgcg 1 na 10" szans, ze raportowany wariant jest fatszywie pozytywny. Odrzucono
takze warianty znajdujgce sie w sekwencjach repetytywnych >3 nt (tzw. homopolimerach).
W procesie analizy uwzgledniono réwniez filtr majgcy na celu poszukiwanie odczytéw, ktére
mogty w rzeczywistosci pochodzi¢ od pseudogenow, w szczegdlnosci pseudogenu PTENP1.
Ponadto odrzucono warianty znajdujgce sie w bazie dbSNP_Common [Sherry i wsp., 2001].
Dodatkowo sprawdzono i potwierdzono wystepowanie ostatecznie raportowanych wariantow
przy uzyciu oprogramowania Integrative Genomics Viewer (IGV) [Robinson i wsp., 2017].

W  kohcowym etapie przeprowadzono analizeé znaczenia patogennego
wyselekcjonowanych  wariantow  wykorzystujgc szereg parametrow  opisujgcych
m.in. czestosci wystepowania danej zmiany w populacji (GnomAD), wystepowanie w bazach
mutacji germinalnych i somatycznych (dbSNP, COSMIC), zwigzkéw miedzy wystepujgcym
wariantem a fenotypem (ClinVar), in-silico predyktoréw patogennosci danej zmiany (DANN,
CADD, SIFT, PolyPhen, Mutation Taster) oraz interpretacje kliniczng wariantow sekwenciji
somatycznych (My Cancer Genome). Waznym czynnikiem determinujgcym znaczenie
kliniczne wariantow byly wytyczne Association for Molecular Pathology, American Society
of Clinical Oncology i College of American Pathologists [Richards i wsp., 2015] klasyfikujgce
somatyczne zmiany molekularne na 4 grupy (ang. tier): poziom | - obejmujgcy warianty
o duzym znaczeniu klinicznym; poziom Il obejmujgcy warianty o potencjalnym znaczeniu
klinicznym; poziom |II obejmujgcy warianty o nieznanym znaczeniu klinicznym i poziom IV

zawierajgcy warianty uznane za tagodne lub prawdopodobnie tagodne.

5.2.8. Technika PCR w czasie rzeczywistym

Analiza ekspresji gendow zwigzanych ze szlakiem sygnatowym Hedgehog zostata
wykonana z wykorzystaniem techniki PCR w czasie rzeczywistym (rtPCR; gPCR).
Uzyto panelu do badania ekspresji 84 kluczowych gendéw (tab. 23; ryc. 6) zaangazowanych
w ekspresje szlaku Hedgehog, réznicowanie komorek oraz rozwdj organizmu (Hedgehog
Signaling Pathway RT? Profiler PCR Array, Qiagen). Zestaw obejmowat geny kodujgce
zaréwno ligandy, regulatory, receptory i kofaktory $ciezki sygnatowej Hedgehog, jak i geny
docelowego jej dziatania czy tez geny istotne dla Sciezek wspodtdziatajgcych m.in. Sciezki
sygnatowej WNT, TGFB/BMP czy HIPPO (tab. 23). 96-dotkowa ptytka obejmowata rowniez 5
gendw referencyjnych: ACTB, B2M, GAPDH, HPRT1 oraz RPLPO, kontrole kontaminacji
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prébki badanej

DNA genomowym, kontrole przebiegu reakcji odwrotnej transkrypciji

oraz kontrole jakosci reakcji gPCR (ryc. 6).

Tabela 23.

Geny badane przy pomocy techniki gPCR.

Szczegbétowa charakterystyka genéw dostepna w zatgczniku nr 10.2

Grupa

Geny

Ligandy i regulatory

BOC, CDON, DHH, GAS1, HHIP, IHH, SHH

Receptory i kofaktory

LRP2, PTCH1, PTCH2, PTCHD1, PTCHD2, PTCHD3, RAB23,
SMO

Czynniki transkrypcyjne i regulatory

BTRC (bTrCP), CSNK1A1, CSNK1E, FBXW11, GLI1, GLI2, GLI3,
GSK3B, PRKACA, PRKACB, STK36, SUFU, ZIC1, ZIC2

Sygnalizacja Hedgehog; inne

DISP1, DISP2, FGF9, FKBPS, HHAT, IFT52, KCTD11, OTX2,
NPC1, FGFR3, RUNX2, ERBB4, FOXE1, MAPK1 (ERK2),
NUMB, TP53 (p53)

Geny docelowego dziatania sygnalizacji
Hedgehog

BCL2, BMP2, BMP4, BMP5, BMP6, BMP7, BMP8B, MTSS1,
PTCH1, PTCH2, WNT1, WNT10A, WNT10B, WNT11, WNT16,
WNT2, WNT2B, WNT3, WNT3A, WNT4, WNT5A, WNTS5B,
WNT6, WNT7A, WNT7B, WNT8A, WNT8B, WNT9A, WNTIB,
VEGFA.

Geny kodujgce biatka ze Sciezek
wspotdziatajgcych ze szlakiem Hedgehog

BMP2, BMP4, BMP5, BMP6, BMP7, BMP8B, GREM1, SFRP1.
BTRC (bTrCP), CTNNB1, FBXW11, FGF9, GSK3B, LATSI,
LATS2, WIF1, WNT1, WNT10A, WNT10B, WNT11, WNT16,
WNT2, WNT2B, WNT3, WNT3A, WNT4, WNT5A, WNTS5B,
WNT6, WNT7A, WNT7B, WNT8A, WNT8B, WNT9A, WNTOY,
FAT4, FRMD6, LATS1, LATS2, MOB1B, NF2, STK3
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Rycina 6. Uktad gendéw badanych technikg PCR w czasie rzeczywistym na ptytce 96-dotkowej

Legenda: Rzad A-G, dotki (1-12) — geny badane; rzad H, dotki (1-5) — geny referencyjne; rzad H, dotek (5) — kontrola kontaminacji DNA genomowym;
rzgd H, dotki (7-9) — kontrola reakcji odwrotnej transkrypcji; rzad H, dotki (10-12) — kontrola jakoSci reakcji gPCR.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
BCL2 BMP2 BMP4 BMP5 BMP6 BMP7 BMP8B BOC BTRC CDON CSNKITAT CSNKI1E
CTNNBI DHH DISP1 DISP2 ERBB4 FAT4 FBXW11 FGF9 FGFR3 FKBP8 FOXE1 FRMD6
GAS1 GLI GLI2 GLI3 GREM1 GSK3B HHAT HHIP IFT52 IHH KCTD11 LATS1
LATS2 LRP2 MAPK1 MOBKL1A MTSS1 NF2 NPC1 NUMB OTX2 PRKACA PRKACB PTCHI
PTCH2 PTCHD1 PTCHD2 PTCHD3 RAB23 RUNX2 SFRP1 SHH SMO STK3 STK36 SUFU
TP53 VEGFA WIF1 WNT1 WNT10A WNT10B WNT11 WNT16 WNT2 WNT2B WNT3 WNT3A
WNT4 WNT5A WNT5B WNT6 WNT7A WNT7B WNT8A WNT8B WNT9A WNT?B ZICT ZIC2
ACTB B2M GAPDH HPRT1 RPLPO HGDC RTC RTC RTC PRC PPC PPC
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e Synteza cDNA

Do syntezy cDNA uzyto zestawu RT? PreAMP cDNA Synthesis Kit (Qiagen) jednorazowo
w reakcji uzywajgc 500ng RNA.

1. Dla kazdej z prébek, oddzielnie, w probowce 0,2ml, przygotowano mieszanine eliminujgca
genomowe DNA z prébki wg ponizszej tabeli (tab. 24). Cato$¢ przepipetowano i krétko

Zwirowano.

Tabela 24.  Skfad mieszaniny reakcyjnej — eliminacja genomowego DNA

Komponent llo$¢é w przeliczeniu na jedng probke
RNA 500ng (max. 8ul)

Bufor GE 2ul

Woda wolna od RNaz | Uzupei¢ do 10pl

2. Mieszanine inkubowano w termocyklerze w temperaturze 42°C przez 5 min po czym
natychmiast przetozono na 16d na minimum 1 minute.

3. Przygotowano mieszanine do przeprowadzenia reakcji odwrotnej transkrypcji wg ponizsze;j
tabeli (tab. 25). Dodano po 10ul mieszaniny do probowki z punktu 2 zawierajgcej RNA i bufor
eliminujgcy gDNA. Probowki delikatnie przepipetowano i krétko zwirowano. Inkubowano w
termocyklerze przez 30 min w temperaturze 42°C oraz nastepnie 5 minut w temp. 95°C. Po

inkubaciji prébki przetozono na 16d i natychmiast przechodzono do reakcji preamplifikaciji.

Tabela 25.  Sktad mieszaniny reakcyjnej — reakcja odwrotnej syntezy

Komponent llo$¢ w przeliczeniu na jedng prébke
Bufor 5xBC3 4ul
Control P2 1ul

cDNA Synthesis Enzyme Mix | 1pl

Inhibitor RNaz 1l

Woda wolna od RNaz 3ul

Reakcja preamplifikacji
Wstepng amplifikacje wykonano za pomocg zestawu RT? PreAMP Primer Mix
(Qiagen) odpowiedniego dla badanego gatunku i Sciezki sygnatowej Hedgehog.
Zastosowano odpowiednie korekty uzyskanych wynikéw podczas procedury analizy

danych.
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1. Odczynniki RT? PreAMP PCR Mastermix i RT? PreAMP Pathway Primer Mix wyjmowano
z zamrazarki (-20°C) aby osiggnety temperature pokojowa.

2. Przygotowano mieszanine preamplifikacyjng wg ponizszej tabeli (tab. 26).

Tabela 26.  Skfad mieszaniny reakcji preamplifikacji

Komponent llos¢ [pl] w przeliczeniu na jedng prébke

RT? PreAMP PCR Mastermix 12,5 pl

RT* PreAMP Pathway Primer Mix | 7,5 pl

3. Do odpowiednio oznakowanej probowki o pojemnosci 0,2ml dodawano 5ul cDNA oraz
20ul mieszaniny preamplifikacyjnej. Catos¢ przepipetowano i krotko zwirowano. Dla kazdej
prébki cDNA wykonywano reakcje preamplifikacji jednorazowo w trzech powtdrzeniach.

4. Probéwki inkubowano w termocyklerze wg ponizszego programu (tab. 27)

Tabela 27. Program inkubaciji | w termocyklerze

Cykl | Czas | Temperatura

1 10 min | 95°C

8 15sek | 95°C

2 min 60°C

4°C

5. Po skonczonej inkubacji probki umieszczano na lodzie. Do kazdej dodawano
2ul odczynnika Side Reaction Reducer. Catos¢ przepipetowano, krotko zwirowano
i inkubowano w termocyklerze przez 15 minut w 37°C, a nastepnie prze 5 min. w 95°C.

6. Do kazdej z prob6éwek natychmiast po skonczeniu inkubacji dodawano 84ul wody wolnej

od RNaz i dokfadnie wymieszano przez pipetowanie.

Nastepnie przechodzono do reakcji qPCR lub zamrazano prébki w -20°C.

o Reakcja PCR w czasie rzeczywistym

reakcje qPCR wykonano przy uzyciu zestawu RT? Profiler PCR Arrays (Qiagen)

RT? SYBR Green Mastermix wyjmowano z zamrazarki (-20°C) do temperatury
pokojowej na 10 min. przed rozpoczeciem przygotowywania reakcji. W przypadku
widocznych precypitatow Mastermix umieszczano w termobloku o temperaturze

42°C na 1 min, a nastepnie delikatnie worteksowano. Proces w razie potrzeby
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powtarzano az do catkowitego rozpuszczenia precypitatow.

reakcje nastawiano w warunkach braku dostepu Swiatta dziennego
w temperaturze pokojowej. Ze wzgledu na obecnos$¢ lotnych liofilizowanych
starterow na ptytce mieszaninge reakcyjng naktadano na pitytke przy braku

nawiewu komory laminarne;j.
1. W probdéwce o pojemnosci 5ml przygotowano mieszanine reakcyjng wg ponizszej
tabeli (tab. 28). Cato$¢ mieszano przez odwracanie i delikatnie zwirowano

mieszanine ze scianek i wieczka.

Tabela 28.  Sktad mieszaniny reakcji PCR w czasie rzeczywistym

Odczynnik llo$¢ w przeliczeniu na jedng prébke

2x RT? SYBR Green Mastermix | 1275 pl

cDNA po reakcji preamplifikacji | 102 pl

woda wolna od nukleaz 1173 pl

2. Rozpipetowano po 25ul mieszaniny reakcyjnej do 96-dotkowej ptytki, zaklejono
doktadnie folig i wirowano przez 1 min przy 1000 x g

3. Plytke inkubowano w termocyklerze LightCycler I 480 (Roche) wg ponizszego
programu (tab. 29).

Tabela 29.  Program reakcji gPCR

Temperatura (°C)| Odczyt Czas Szybkos¢ zmiany
temperatury (°C/s)
95 Brak 00:10:00 4.8 Termiczna aktywacja
95 Brak 00:00:15 15
50 cykli
60 Jednostkowy | 00:01:00 1.5
60 Brak 00:00:15 4.8
Krzywa topnienia
95 Ciagty 0.03

o Parametry kontrolne zastosowane w reakcji gPCR
W toku eksperymentu PCR opracowano trzy punkty kontrolne majgce na celu
zapewnienie jak najwyzszej jakosci otrzymanych wynikow: kontrola kontaminacji
genomowym DNA, ktéra mierzy potencjalny udziat genomowego DNA w surowych

wartosciach Ct; kontrola reakcji odwrotnej transkrypcji, ktéra mierzy wzgledng wydajnos$¢
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odwrotnej transkrypcji; oraz pozytywna kontrola PCR, ktéra mierzy, jak dobrze przebiegata
reakcja qPCR.

1. Kontrola kontaminacji genomowym DNA (HGDC; ang. human genomic DNA
contamination control) zastosowana w eksperymencie opiera sie na unikalnym regionie
niekodujgcym w genomie zlokalizowanym daleko od miejsc startu transkrypcji. W przypadku
obecnosci DNA genomowego w badanej probce cDNA, ulega on powieleniu w reakcji gPCR
i moze wptywac na otrzymane wartosci Ct catego eksperymentu (gdy Ct <33).

2. Kontrola odwrotnej transkrypcji (RTC; ang. reverse transcription control) wykorzystuje
wprowadzony w buforze podczas reakcji odwrotnej transkrypcji sztucznie zsyntezowany
mMRNA z ogonem poli-A, ktory nie jest homologiczny do zadnej sekwencji w genomie ssakow
czy bakterii. Fragment ten jest poddawany RT, a nastepnie kolejnym etapom eksperymentu,
razem z badanym mRNA w prébce. RTC wykrywajgca te sekwencje w reakcji qPCR okresla,
czy wydajnos¢ odwrotnej transkrypcji byta podobna dla wszystkich probek badanych
i pomaga okresli¢, czy dane ze wszystkich probek mRNA mogg by¢ poréwnywane.

3. Pozytywna kontrola PCR (PPC; ang. positive PCR control) zawiera niewielkg ilo$¢
sztucznej sekwencji DNA (niehomologiczng do wykorzystanej w RTC) oraz startery
zaprojektowane do amplifikacji tej sekwencji. PPC okresla doktadnos¢ manualnego

wykonania reakgcji.

5.2.9. Analiza statystyczna

Analiza opisowa przedstawia proporcje odsetkowe dla zmiennych kategoryzowanych
oraz mediane i zakres dla zmiennych ciggtych. Uzyskane rozktady wynikéw poréwnano
z uzyciem doktadnego testu Fishera. Zmienne ciggte poréwnano nieparametrycznym testem
U Manna-Whitney’a. Analizy wykonano w programie STATISTICA (StatSoft Inc.)
oraz GeneGlobe Data Analysis Centere (Qiagen) Analize réznic w stopniu ekspresji genéw
przeprowadzono w oparciu o test t-Studenta dla wartosci powtérzen 2 dla kazdego genu
w grupach badanych oraz kontrolach. Jako poziom istotnosci przyjeto wartos¢ p<0,05.
Dla uproszczenia prezentacji uzyskanych wynikdw warto$ci p podano w 3 kategoriach:
p<0,05; p<0,01; p<0,001.

Przedstawione w tabelach (Tab. 41 i tab. 42) wyniki dotyczg poszczegdlnych gendw,
dla ktorych znormalizowana roznica ekspresji wzgledem zastosowanej w danej analizie
kontroli wynosita >4x a poziom istotnosci statystycznej wynosit p<0.05. Doktadne,
nieprzetworzone dane przedstawione zostaty pod postacig rycin Heat Maps oraz w tabelach
w zatgczniku 10.3. Adnotacja ,A”, ,B” lub ,C”, odnosi sie do zastrzezen dot. interpretaciji
uzyskanego wyniku (tab. 30), w zaleznosci od uzyskanych wartosci dla grupy badanej

i kontrolnej.
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Tabela 30.

Objasnienie komentarzy do wynikéw reakcji gPCR

Adnotacja

Objasnienie

[brak adnotacji]

Ekspresja genu jest relatywnie wysoka zaréwno w grupie badanej jak i grupie
kontrolnej (Ct <30).

A

Ekspresja genu jest relatywnie niska lub niewykrywalna w grupie badanej
lub w grupie kontrolnej (Srednia wartos¢ Ct >30). Poniewaz wykrycie ekspres;ji
genu moze by¢ ograniczone przez wyjsciowg ilos¢ mRNA, rzeczywista wartosé
zmiany ekspresji jest co najmniej tak duza jak otrzymana wartos¢. Wynik moze
réwniez mie¢ wahania wartosci p (> 0,05), dlatego wazne jest posiadanie
wystarczajgcej liczby biologicznych powtérzen, aby zweryfikowaé wyniki ekspresji

dla tego genu.

g

Wzgledny poziom ekspresji genu jest na niskim poziomie zaréwno w grupie
kontrolnej jak i grupie badanej (Ct>30). Warto$¢ p jest wysoka lub niemozliwa
do okreslenia. Wynik krotnosci ekspresji moze wykazywac¢ wahania, dlatego
wazne jest posiadanie wystarczajgcej liczby biologicznych powtdrzen,

aby zweryfikowac wyniki ekspres;ji dla tego genu.

“c’

Ekspresja genu nie jest wykryta ani w grupie badanej ani w grupie kontrolnej (Ct

nieokreslona lub wigeksza niz zatozona wartos$¢ odciecia).
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6. WYNIKI

6.1. Analiza profilu genomowego guzéw mrozonych

Wyniki analizy profili genomowych wewnatrzczaszkowych guzéw germinalnych
zostaty opublikowane w dwdch pracach: pilotazowej obejmujgcej pierwszych 6 przypadkéw
[Kuleszo i wsp., 2017] oraz kompleksowej, obejmujgcej catg serie n=16 guzow [Kuleszo
iwsp, 2019]. Ze wzgledu na niskie parametry ilosci oraz jakosci wyizolowanego DNA
zmierzonych metodami spektrofotometrycznymi i fluorymetrycznymi, dwa preparaty zostaty
na wstepie zdyskwalifikowane z dalszej analizy (tab. 4. - przypadki #15, #16). 13 z 14
przypadkéw przebadanych technikg poréwnawczej hybrydyzacji genomowej (array-CGH)
zostato nastepnie zakwalifikowanych do etapu analizy poréwnawczej uzyskanych profili
genomowych. Jeden przypadek zostat wykluczony z koncowych analiz ze wzgledu na wysoki
rozrzut wynikdw pomiaru (ang. derivative log ratio spread DLRS).

W  ponad potowie badanych przypadkow  stwierdzono  wystepowanie
niezrownowazenia genomu (62%; 8/13) pod postacig zaréwno zmian liczbowych
jak i strukturalnych. Dla pozostatych 5 przypadkéw (38%; 5/13) uzyskano wynik wskazujgcy
na obecnos¢ prawidlowego profilu genomowego. W kazdym z 13 guzoéw stwierdzono
ponadto kilka matej wielkosci (<300 kpz) powtarzajgcych sie zmian liczby kopii (ang. copy
number variations; CNVs), ktére na podstawie danych z miedzynarodowych internetowych
baz danych oraz lokalnej bazy profili genomowych dla populacji polskiej zakwalifikowano
jako zmiany o charakterze fagodnym. Szczegdtowe profile genomowe wszystkich

przebadanych guzow podano w Tabeli 31.

Tabela 31.  Niezrownowazone aberracje chromosomowe wykryte technikg aCGH

w grupie 13 wewnatrzczaszkowych guzéw germinalnych.

Legenda: *pogrubiong czcionkg zaznaczono amplifikacie  wybranych  fragmentéw chromosoméw  w kolumnie
“Duplikacja/amplifikacja” oraz nullisomie w kolumnie “Delecja”

# Rodzaj guza Duplikacja/amplifikacja* Delecja*
1 teratoma maturum 12p13.33-p11.1 monosomia 4
trisomia 21 6p22.3-p11.2

6q12-g27

monosomia 9

monosomia 13
monosomia 15
monosomia 18

2 yolk sac tumor 2911.1-q37.3 2p25.3-p24.3
17p12 monosomia 4
17925.3 monosomia 5
XXXY monosomia 6
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8p23.3-p11.1
8911.1-g21.1
8g21.2-q24.3
9p22.2-p12
9921.11-q34.4
11p15.5-p11.12
11911-913.14
11913.14-q25
monosomia 13
monosomia 15
monosomia 16
17p13.3-p12
monosomia 18
monosomia 22

3 germinoma - 1p35.3-p21.1
1p21.3-p31.1
6q12-g27
7p22.3-p11.2
10922.2-926.3
22q11.22-q13.33

4 germinoma 1921.1-q44 -

trisomia 5
trisomia 6
trisomia 8
trisomia 9
10p15.3-p11.1
trisomia 13
trisomia 14
trisomia 19
trisomia 20

5 teratoma maturum trisomia 21 -

6 germinoma - -

7 germinoma - -

8 germinoma - -

9 germinoma - -

10 teratoma maturum - -

11 germinoma trisomia 1 9921.11934.3

trisomia 2 11913.5925
trisomia 6 16911.2912.2
trisomia 7

trisomia 8

12p13.33p11.1
12911-924.33
trisomia 14
trisomia 15
16p13.3-p11.1
16912.2.-q24.3
17911.1925.3
trisomia 19
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trisomia 20
trisomia 21
trisomia 22

12 germinoma 12p13.33p11.1 9p24.2p11.2
17911.1925.3 10p15.3p11.1
trisomia 19 11p15.4p11.12

18911.2923
13 guz mieszany trisomia 21 monosomia 13

monosomia 18

Rownoczesne wystepowanie duplikacji i/lub amplifikacji oraz delecji fragmentow
chromosoméw zaobserwowano w 5 przypadkach (38%). Wylgczne wystepowanie
dodatkowych kopii materiatu genetycznego wykryto w dwoch guzach (15%), podczas
gdy w jednym z przypadkéw zaobserwowano wystepowanie jedynie utraty materiatu
genetycznego (tab. 32).

Tabela 32. Duze rearanzacje genomowe zidentyfikowane w badanej serii guzow.

Rodzaj aberracji chromosomowych | Liczba guzéw

Wytacznie duplikacje/amplifikacje 2

Wytgcznie delecje 1

Jednoczesne wystepowanie duplikacji | 5
i delecji réznych chromosomow

W  badanej grupie, dodatkowy materiat genetyczny zaobserwowano
w chromosomach 1, 2, 5, 6, 7, 8, 9, 13, 14, 15, 19, 20, 21, 22, X i Y, natomiast jego utrate
zanotowano w chromosomach 4, 5, 6, 9, 13, 15, 16, 18 i 22. Jedynym chromosomem,
ktory w zadnym z badanych guzéw nie ulegt aberracji byt chromosom 3. Dwa przypadki #4
i #11 zostaty sklasyfikowane jako okoto-triploidalne. Wystepowanie wytgcznie dodatkowego
materiatu genetycznego zaobserwowano w chromosomach 14, 19, 20 i 21, podczas gdy jego

wytgczng utrate odnotowano w przypadku chromosomow 4 i 11.

6.1.1. Aberracje liczbowe

Najczestszymi zmianami liczbowymi wykrytymi w badanej grupie guzéw byty: trisomie
chromosomu 21 i 19 oraz monosomie chromosomu 13 i 18.

Trisomia 21 wystepowata w 31% przypadkéw obejmujgcych dwa guzy typu teratoma
maturum (#1 i #5), jeden guz typu germinoma (#11) oraz jeden mieszany guz germinalny
(#13). W dwéch guzach byta to jedyna zaobserwowana dodatkowa kopia catego

chromosomu (#5, #13), oraz jedyna zmiana zaobserwowana w guzie #5. Na podstawie
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danych klinicznych potwierdzono wystepowanie zespotu Downa u pacjenta #1.
Drugg pod wzgledem czestosci wystepowania zmiang o charakterze dodatkowej kopii
chromosomu byta trisomia 19 odnotowana w 23% przypadkow (3/13). Powyzsza zmiana
zostata zaobserwowana jedynie w guzach typu germinoma i wystepowata w 3/4 przypadkach
wszystkich badanych guzéw o tym rozpoznaniu histologicznym, w ktérych zaobserwowano
nieprawidtowosci kariotypu. Najczesciej obserwowanymi zmianami o charakterze deleciji
catego chromosomu byly monosomie chromosoméw 13 i 18 wystepujgce jednoczesnie
w trzech przypadkach o réznych podtypach histologicznych guzéw: potworniak dojrzaty (#1),
guz pecherzyka zottkowego (#2) oraz guz mieszany (#13). Dodatkowo utrata diugiego

ramienia chromosomu 18q wystepowata w jednym przypadku (#12).

6.1.2. Aberracje strukturalne

Aberracje strukturalne obejmujgce fragmenty chromosoméw 1, 2, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 16, 17 i 22 zostaly opisane w 5/13 guzach. Tylko szes¢ regiondw chromosomowych
ulegto rearanzacji w wiecej niz jednym badanym przypadku: duplikacja fragmentow
chromosoméw 12p i 17q oraz delecja fragmentéw chromosoméw 6q, 9q oraz 11p i 11q.
Najczesciej wystepujaca (3/13; 23% guzow) aberracja strukturalna dotyczyta fragmentu
krotkiego ramienia chromosomu 12. Amplifikacje 12p13.33p11.1 zaobserwowano w dwdch
guzach: teratoma maturum (#1) i germinoma (#11), podczas gdy w kolejnym guzie
germinoma (#12) zidentyfikowano duplikacje w.w. regionu. W dwdéch guzach germinoma
(#11 i #12) zaobserwowano duplikacje dtugiego ramienia chromosomu 17. Minimalny
wspolny region duplikacji stanowit fragment 17911.1925.3 o wielkosci ok. 55,4 Mpz.
Duplikacje mniejszego fragmentu chromosomu 17 (17925.3) o wielkosci ok. 51,9 Mpz
zanotowano w guzie typu yolk sac (#2). Wsrdod zidentyfikowanych zmian o charakterze
delecji zadna nie powtérzyla sie wiecej niz w dwoch badanych przypadkach.
Zaobserwowano utrate fragmentu chromosomu 6 (6g12-q27) o minimalnym regionie
wspolnym wielkosci ok. 103,8 Mpz. Zmiana ta zostata wykryta w dwoch guzach: jednym
przypadku o typie teratoma maturum (#1) oraz jednym o typie germinoma (#3).
Kolejng z wykrytych zmian byta czesciowa delecja dtugiego ramienia chromosomu 9
(9921.11-934.4) wykryta w guzie pecherzyka zottkowego (#2) oraz guzie typu germinoma
zlokalizowanym w szyszynce (#11). Zanotowano réwniez dwie zmiany o charakterze utraty
fragmentu chromosomu 11: delecje regionu krétkiego ramienia 11p (minimalny wspolny
region 11p15.5-p11.12) wguzach typu: yolk sac (#2) oraz germinoma zlokalizowanym
w srédmozgowiu (#12) oraz nullisomie i delecje fragmentu 11g (minimalny wspdélny region
11913.5-925) odpowiednio w guzach #2 i #11.
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6.1.3. Analiza loci genéw szlaku Hedgehog

Przeprowadzono analize loci gendw kodujgcych ligandy, receptory, regulatory
oraz geny docelowego dziatania szlaku Hedgehog oraz powigzanych z nim szlakéw WNT,
TGFB, BMP oraz Hippo (tab. 23). Najczestsze zmiany liczby kopii dotyczyty genow PTCH1
(locus 9922.32) oraz ZIC2 (locus 13932.3). Ich utrate, w potgczeniu z delecjg genu HHIP
(locus 4931.21), odnotowano w dwoch przypadkach: teratoma maturum (#1) i guzie
pecherzyka zoftkowego (#2). Ponadto, zaobserwowano pojedyncze utraty genu PTCH1
w guzie typu germinoma zlokalizowanego w szyszynce (#11) oraz genu ZIC2 w mieszanym
guzie germinalnym (#13), z kolei w guzie typu germinoma (#4) zanotowano dodatkowe kopie
obu gendéw. Jednoczesng duplikacje gendéw GLI2 (locus 2q14.2) oraz IHH (locus 2q35),
obu zlokalizowanych na chromosomie 2, zaobserwowano w dwoch guzach: yolk sac tumor
(#2) i germinoma (#11).

W szesciu guzach zanotowano dodatkowo zmiany w liczbie kopii genéw $ciezki
sygnatowej WNT. Najwiecej zmian zaobserwowano w guzie typu germinoma (#11)
Zlokalizowanym w szyszynce: dodatkowe kopie gendw WNT2B, WNT4, WNT3A, WNTIA,
WNT10A, WNT6, WNT16, WNT2, WNT5B, WNT1, WNT10B, WNT9B, WNT3, WNT7B
oraz utrate jednej kopii genu WNT11. Duplikacie genu WNT5B (12p13.33) tgcznie
zaobserwowano w trzech guzach nalezgcych do dwodch réznych grup histologicznych:
teratoma maturum (#1) oraz germinoma (#11, #12). Pozostate powtarzajgce sie zmiany
dotyczyly duplikacji genow WNT3 (#11, #12), WNT3A (#4, #11), WNT6 (#2, #11), WNT9B
(#11, #12), WNT10A (#2, #11) oraz utraty kopii genu WNT11 (#2, #11). W przypadku guza
pecherzyka zéttkowego (#2) utracie ulegly obie kopie genu WNT711 (11q13.14-925).
Dodatkowo powtarzajgcg sie zmiang byta delecja genu WNT7B zaobserwowana w guzie
pecherzyka zottkowego (#2) oraz guzie typu germinoma zlokalizowanym w szyszynce (#3)
(tab. 33).

Tabela 33.  Zmiany liczby kopii genéw Sciezki sygnatowej WNT.

Przypadek Duplikacja/amplifikacja Delecja

#1 WNT5B

#2 WNT10A, WNT6 WNTB8A, WNT11, WNT7B
#3 - WNT7B

#4 WNT3A, WNTB8A,

#11 WNT2B, WNT4, WNT3A, WNT9A, | WNT11

WNT10A, WNT6, WNT16, WNT2,
WNT5B, WNT1, WNT10B, WNT9B,
WNT3, WNT7B

#12 WNTSB, WNT9B, WNT3
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6.2. Analiza somatycznych zmian molekularnych technikg NGS

Wyniki sekwencjonowania nastepnej generacji uzyskano dla wszystkich prébek
badanych tzn. dla 27 guzéw germinalnych, oraz dwoch przypadkow rdzeniaka zarodkowego
i jednego raka podstawnokomoérkowego skory.

Dla kazdej z badanych probek przeprowadzono skrupulatng ocene jakosci
uzyskanych odczytow na podstawie parametréw zebranych w tabeli 34. Analizie poddano
wszystkie 397 regionéw objetych sekwencjonowaniem. Dla 23 prébek uzyskano ilos¢
sczytan powyzej 10 min, a dla wszystkich powyzej 5 min ($rednia=11,228,673;
mediana=11,335,284; 5,526,192-15,707,100). Procent mapowania odczytéw do sekwencji
referencyjnej, rowniez odczytdw mapowanych poza regionami docelowymi, wynosit
dla wszystkich prébek 297% (srednia=97,88%; mediana=97,90%; 96,78%-98,68%). Srednie
pokrycie powyzej 500x uzyskano dla 19, a powyzej 100x dla wszystkich probek badanych
(Srednia=831,24; mediana=803; 176,1-2239,1). Wartosci sredniej jakosci wartosci odczytu
(ang. Average Q Input Reads) oraz $redniej jakosci odczytu UMI (ang. Average Q UMI
Reads) wynosity odpowiednio ~34 oraz ~47.

Wszystkie badanie probki przeszty zatozone punkty kontroli jakosci, a tym samym
zakwalifikowatly sie do drugiego etapu analizy - filtrowania danych pod wzgledem
ich czesto$ci i znaczenia Klinicznego. Analize surowych danych sekwencjonowania
przeprowadzono z uzyciem programu CLC Genomic Workbench 12.0 (Qiagen)
wykorzystujgc spersonalizowany algorytm filtrujgcy raportowane warianty (ryc. 5).

Po zastosowaniu odpowiednich filtrow oraz parametréw oceny in-silico otrzymano
liste 30 wariantow obecnych w 21/30 (70%) przypadkéw (tab. 35), ktore sklasyfikowano
w oparciu o kryteria ACMG (American College of Medical Genetics and Genomics, Richards
i wsp., 2015) oraz kryteria definiujgce w/w poziomy (ang. tier) I-IV. Warianty przydzielono do
jednej z nastepujgcych kategorii: 1) patogenny / potencjalnie patogenny (tab. 36);
2) o nieznanej patogennosci (VUS, ang. variant of uncertain (unknown) significance; tab. 37);
3) tagodny / prawdopodobnie fagodny (tab. 38). Wszelkie zapisy zmian w sekwencji
nukleotydowej oraz biatkowej uzyte w niniejszej pracy sg zgodne z rekomendacjami Human

Genome Variation Society (HGVS) [den Dunnen i wsp., 2016].
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Tabela 34.  Parametry jakosci sekwencjonowanych probek
Nr llosé Procent Odsetek llo$é grup llosé Srednia ilo$¢  Srednia Srednia Srednie llosé
sczytan | zmapowanych niesparowanych indywidualnych odczytow jakosé jakosé pokrycie @ fragmentow
sczytan odczytow (ang. odczytow dla grup UMI odczytow  odczytow Z niepelnym
broken pairs) (ang. singleton dla grup UMI pokryciem
groups) (<85x)

S01 | 14698672 97,24% 2,27% 3005474 1478906 2,43 33,64 45,85 1166,3 85
S02 | 10857380 98,33% 1,70% 1783935 853875 3,04 33,32 46,2 1051,8 55
S03 | 10662822 98,03% 1,81% 1967947 895333 2,7 33,53 46,7 988,3 25
S04 | 11014300 97,41% 2,51% 1352494 599804 4,07 33,35 46,81 482,9 325
S05 | 15707100 98,39% 1,67% 2005041 913226 3,92 33,29 46,74 1264,6 40
S06 | 14010536 97,91% 2,72% 2307443 1104637 3,06 33,32 46,14 1038,8 54
S07 | 12705468 98,68% 1,53% 2766642 1406679 2,3 33,15 45,29 2239,1 4

S08 | 10726316 98,53% 2,43% 856861 288121 6,32 33,16 49,72 519,6 49
S09 | 10300098 97,89% 2,28% 868044 323576 5,94 33,37 48,64 362,2 312
$10 | 15155532 98,06% 1,80% 2107042 916983 3,59 33,52 47,26 966,5 39
S11 | 12470546 97,82% 2,80% 2792408 1652492 2,25 33,07 43,04 1516,3 6

S$12 | 11379190 97,61% 2,72% 1869881 952120 3,05 33,19 45,13 803 129
S$13 | 11480750 97,88% 2,99% 1745638 824217 3,32 33,08 46,14 1009,6 23

S14 | 12432788 98,52% 1,87% 2444109 1219905 2,55 33,14 45,59 1833,3 5

S$15 | 8195076 97,71% 2,56% 917392 402684 4,48 33,35 47,06 403,2 288
S$16 | 14228122 98,25% 1,32% 1702376 615815 4,16 33,81 49,35 685,3 139
S$17 | 11291378 97,61% 1,73% 1033319 357754 5,43 33,68 49,44 281,1 377
S$18 | 10106702 97,35% 2,48% 1128468 428039 4,47 33,41 48,49 429,8 274
S$19 | 12792262 97,93% 1,59% 993012 314934 6,41 33,48 50,09 364,4 338
S20 | 7224340 97,29% 2,04% 754197 274819 4,76 33,49 48,86 240,4 382
S21 | 12986036 98,04% 2,00% 1705563 723913 3,81 33,4 47,53 814 41

S$22 | 13225548 97,86% 1,74% 1841123 753489 3,58 33,63 47,97 633,6 210
S23 | 7716874 98,03% 1,89% 698257 247344 5,52 33,33 49,09 280,8 347
S24 | 12244834 97,81% 2,18% 2119481 888635 2,89 33,47 47,62 973,5 26

S25 | 6986940 96,78% 3,04% 1007883 438592 3,46 33,25 46,98 386,7 320
S$26 | 5526192 97,41% 2,56% 746133 300333 3,7 33,36 47,92 287,7 343
S$27 | 12207832 98,42% 1,57% 2240321 980298 2,72 33,13 47,01 1294,3 7

S$28 | 10127798 98,04% 2,06% 2138373 1080039 2,37 33,35 45,41 1127 9

S29 8768304 97,99% 2,95% 1344142 577671 3,29 33,06 47,22 766,9 21

S30 9630466 97,61% 1,67% 722168 250936 6,62 33,65 49,25 176,1 392
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Jako warianty o znaczeniu patogennym Ilub prawdopodobnie patogennym
sklasyfikowano tgcznie 11 zmian w czterech genach: DISP2, KIT, KRAS oraz PTCH1
zidentyfikowanych w 14 réznych przypadkach badanych (tab. 36). Wsrdd nich stwierdzono
obecnos$¢ ultrarzadkiego wariantu (opisanego jako singleton z czestoscig <1:100,000 alelli
w bazie GnomAD Exomes) w genie DISP2 ¢.2212C>T (p.GIn738%) w jednym przypadku
germinoma oraz dwoch nowych, dotychczas nieopisanych w populacji ogolnej wariantéw
w genie PTCH1: ¢.391G>T (p.Glu131%) oraz ¢.2773del (p.Ala925fs) w guzach kontrolnych
(odpowiednio rdzeniaku zarodkowym oraz raku podstawnokomoérkowym skory). Ponadto
w badanym materiale stwierdzono obecno$¢ n=6 znanych zmian patogennych w genie KIT
w osmiu guzach GCTs oraz jednej w genie KRAS. Warianty genu KIT zlokalizowane byty
typowo, w tzw. regionach krytycznych genu (tzw. ang. hot-spot) tzn. w eksonie 9, 13 i 17.
Dodatkowa celowana re-analiza tych loci w guzach, ktére z powodu pokrycia <100x
dla regionéw genu KIT nie byty objete automatycznie analizg (por. ryc. 5; filtrowanie danych
NGS), umozliwita wykrycie znanych mutacji w dwoch dodatkowych guzach: S04 i S17.

Do drugiej kategorii zaliczono warianty o nieznanym znaczeniu klinicznym. tgcznie
grupa obejmowata dziewie¢ zmian molekularnych w szesciu genach: SMO, GLI2, GLI3,
LRP2, FGFR3 oraz KIT zidentyfikowanych u osmiu réznych pacjentéw i w jednej prébce
kontrolnej BCC (S07) (tab. 37). Trzecia kategoria: warianty tagodne i prawdopodobnie
tagodne obejmuje 10 réznych wariantéw niepatogennych i/lub prawdopodobnie
niepatogennych w szesciu genach, zidentyfikowanych w siedmiu GCTs oraz raku
podstawkonokorkowym skoéry (tab. 38). Wiekszos¢ z wariantéw zaliczonych do tych grup
zostata juz opisana w populacji kontrolnej; ponadto czes¢ z nich zostata juz zaraportowana
jako zmiana tagodna lub o niepewnym znaczeniu w bazie ClinVar oraz COSMIC.
Dla produktow genow szlaku Hh nie okreslono jeszcze struktury czgsteczki biatka, dlatego
tez ocena wptywu stwierdzanych substytucji na budowe ifunkcje biatka jest jedynie
hipotetyczna i opiera sie o wyniki analiz in-silico zebranych w Tabeli 37 i 38.

W Zadnym z analizowanych przypadkow nie stwierdzono zmian molekularnych dla 13
spos$réd analizowanych genéw: DHH, IHH, SHH, GLI1, HHIP, PTCH2, PTCHD1, ZIC1, ZIC2,
NRAS, HRAS, CBL oraz PTEN.
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Tabela 35.

Ogot wariantéw sekwencyjnych obecnych w guzach germinalnych

analizowanych technikg NGS w oparciu o autorski panel gendw.
Legenda: k — kobieta; m- mezczyzna; BCC — rak podstawnokomérkowy; MB — rdzeniak zarodkowy; b.d. — brak danych

X . Warianty sekwencyjne
Nr Rozpoznanie Lokalizacja Ptec Wiek . stwierdzone w badaniu
zachorowania
technika NGS
So01 rak zarodkowy jadro m 17 lat -
SMO: ¢c.2011C>T
S02 dysgerminoma jajnik k 11 lat KIT: ¢.2446G>T
KIT: c.2826C>A
LRP2: c.4351G>T
S03 dysgerminoma jajnik k 16 lat KIT: c.1965T>G
S04 dysgerminoma jajnik k 16 lat KIT: ¢.2446G>C
FGFR3: ¢c.1150T>C
0t guz pecherzyka zéttkowego adro m | 1roki3 miesiace SUFU: ¢.37A>C
ERBB4: c.473C>A
guz pecherzyka zéttkowego . L MTOR: c.*416G>A
S06 jadro m 11 miesiecy
MTOR: c.4941T>G
GLI3: c.341G>A
S09 dysgerminoma miednica mniejsza| k 12 lat GLI3: ¢.3083_3084delinsTT
KIT: c.2446G>C
S10 guz mieszany jadro m 16 lat KIT: ¢.1965T>G
S11 | guz pecherzyka zéttkowego jajnik k 17 lat -
S13 dysgerminoma jajnik k 16 lat KIT: c.1965T>G
S14 | guz pecherzyka zéttkowego jadro m 3 lata GLI3: c.341G>A
S15 guz mieszany jadro m 16 lat FGFR3: c.358C>A
S16 rak zarodkowy jadro m 16 lat -
S17 dysgerminoma jajnik k 13 lat KIT: c.2447A>T
KIT :c.1427G>T
518 guz mieszany jadro m 16 lat KRAS: ¢.35G>T
LRP2: c.4351G>T
S19 guz mieszany jadro m |17 lati 8 miesiecy DISP2: c.2212C>T
S20 potworniak niedojrzaty jadro m 2 miesigce -
S21 | guz pecherzyka zéttkowego jajnik k 12 lat FGFR3: c.358C>A
S22 guz mieszany jajnik k 17 lat LRP2:¢.11395C>T
S23 potworniak dojrzaty jajnik k 9 lat -
S24 guz mieszany jadro m 15 lat -
S25 | guz pecherzyka zéttkowego jadro m 2 lata GLI2: c.4332_4333delinsAT
S26 | guz pecherzyka zéttkowego jadro m | 1rokil miesigc -
S27 dysgerminoma dysgenetyczna k 7 lat KIT: c.2466T>A
gonada
KIT: c.2446G>T
S28 guz mieszany jajnik k 17 lat LRP2: c.3263A>G
LRP2: ¢c.11328G>T
S29 | guz pecherzyka z6ttkowego jadro m 2 lata -
S30 guz mieszany jadro m 17 lat LRP2: c.10937G>A
PTCH1: c.2773del
S07 BCC skéra k 66 lat LRP2; ¢.12580C>T
LRP2: c.12725A>G
S08 MB mobzg k 17 lat PTCH1: ¢c.391G>T
S12 MB b.d. b.d. b.d. -
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Patogenne lub prawdopodobnie patogenne warianty sekwencyjne obecne w guzach germinalnych analizowanych technikg NGS
w oparciu o autorski panel gendw.

Legenda: germ. — pochodzenie germinalne; som. — pochodzenie somatyczne; wyst. — wystepowanie; dbSNP — Database of Single Nucleotide Polymorphisms (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP;
stan na: 30.06.2019) [Sherry i wsp., 2001]; COSMIC — Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer (cancer.sanger.ac.uk; stan na: 30.06.2019) [Tate i wsp., 2019]; ClinVar — [Landrum i wsp., 2018];

Grupa predyktoréw in silico: GERP — Genomic Evolutionary Rate Profiling [Cooper i wsp., 2005]; DANN - [Quang i wsp., 2015]; CADD — Combined annotation-dependent depletion [Rentzsch | wsp.,
2019]; SIFT - sorts intolerant from tolerant [Ng i Heinkoff, 2003]; MutationTaster — [Schwarz i wsp., 2014]; PolyPhen — [Adzhubei | wsp., 2013]
ACMG - [Richards i wsp., 2015; Kalia i wsp., 2017]; TIER — [Li i wsp., 2017]

* Liczba sczytan dla danego wariantu / pokrycie (czesto$¢ wyst. wariantu w %)
** Szacowana czestos$¢ wyst. allelu na podstawie Gnomad Exomes

Szacowana
Zmiana Zmiana |Odsetek allelu . czestosé .
nr |na poziomie na poziomie | w badanej | 30 SNP ID Clinvar wystepowania | GERP DANN |CADD | SIFT | Mutation | Poly [ cngl TR
CcosMmICID Taster Phen
cDNA biatka probce (VAF)* allelu
w populacji**
DISP2 (OMIM*607503) NM_033510.2 NP_277045.1
1:230000
$19| ¢.2212C>T | p.GIn738* 241101 1294639078 - - 482 | 1 - - | patogenny | - | PVSI 1l
23,77% 1104000 PP3
KIT (OMIM*164920) NM_000222.2 NP_000213.1
PM1
84/598 PM2
S$18 | ¢.1427G>T | p.Serd76lle 14.05% COSM219784 - - 6.02 1 - 0.001 | patogenny 1 PP3
PP5
S03 O o79, PM1
0
: Znaczenie niepewne
$10| ¢.1965T>G | p.Asn655Lys 424??’23%6 O ranay | (germ.: RCV000549644; som.: ; 606 | 1 | 23 | 0 | patogenny 1 | o2
13 2600/3654 RCV000428319) PP5
71,15%
Patogenny PM1
(germ.: RCV000379347; som.:
S09 | c.2446G>C | pAspsieHis | 10/123 1121913506 o~y 60418094, RCV000505647, ; 562 | 099 | 26 |0.025| patogenny | 0,894 ~M2
13,01% | COSM1310 PP3
' RCV000439677, RCV000428990, i
RCV000014877)
81/531 Patogenny / prawdopodobnie PM1
S28 1525% | rs121913506 patogenny PM2
C.2446G>T | p.Asp816Tyr : S (som: RCV000422812, - 562 | 1 | 32 |0001 patogenny | 0.97 | PM5
02 175727 RCV000429574, RCV000014874, PP3
24.07% RCV000422151, RCV000663344) PP5
88/607 Znaczenie niepewne PS1
S27 | c.2466T>A | p.Asn822Lys 14,50% rs121913514 (germ.: RCV000549644, - 5.47 1 25 0 patogenny 1 PM1
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RCV000428319; som.: PM2
RCV000428319, RCV000429954; PP3
RCV000436687) PP5
(germ. i som.: RCV000419670
Patogenny PMA1
(germ.: RCV000379347; som.:
S04 | ¢.2446G>C | p.Asp816His 8712?2%/ %102;%113351%6 RCV000418294, RCV000505647, ; 5,62 26 | 0.025 | patogenny | 0,894 l'Z“F’,'g
oere RCV000439677, RCV000428990, PP5
RCV000014877)
Patogenny/ Prawdopodobnie
patogenny / Znaczenie niepewne
(germ. | som.: RCV000431704; PM1
11/72 rs121913507 som.: RCV000443179, PM2
S17] c2447A>T | p-Asp816Val | 15080, | COSM1314 RCV000505554, RCV000444150, - 5.62 31 | 0 | patogenny | 0,975 | pyg
RCV000014864, RCV000656673, PP3
RCV000656674, RCV000656675,
RCV000656676
KRAS (OMIM*190070) NM_033360.3 NP_203524.1
Patogenny PM1
(germ.: RCV000157944; som.: PM2
32/145 rs121913529 RCV000585801, RCV000154262, PM5
S18| c.35G>T p.Gly12Val 22 07% COSM520 RCV000439101, RCV000417765, - 5.68 25 | 0.008 | patogenny | 0.972 PP2
0% COSM1140133 RCV000428010, RCV000439750, PP3
RCV000029216, RCV000013413, PP5
RCV000150895)
PTCH1 (OMIM*601309) NM_000264.3 NP_000255.2
PVS1
BCC| 2773del | pAlagasts | (202774 ; - - 51399 ; - ; - Pm2 I
S07 28,68%
PP3
PVS1
MB N 741/772
S08 c.391G>T p.Glu131 95.98% - - - 4.67 - - patogenny F;Mg 1l
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Tabela 37.

W oparciu o autorski panel genow.

Warianty sekwencyjne o nieznanym znaczeniu klinicznym (VUS) obecne w guzach germinalnych analizowanych technikg NGS

Legenda: germ. — pochodzenie germinalne; som. — pochodzenie somatyczne; wyst. — wystepowanie; dbSNP — Database of Single Nucleotide Polymorphisms (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP;
stan na: 30.06.2019) [Sherry i wsp., 2001]; COSMIC — Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer (cancer.sanger.ac.uk; stan na: 30.06.2019) [Tate i wsp., 2019]; ClinVar — [Landrum i wsp., 2018];
Grupa predyktoréw in silico: GERP — Genomic Evolutionary Rate Profiling [Cooper i wsp., 2005]; DANN - [Quang i wsp., 2015]; CADD — Combined annotation-dependent depletion [Rentzsch | wsp.,

2019]; SIFT - sorts intolerant from tolerant [Ng i Heinkoff, 2003]; MutationTaster — [Schwarz i wsp., 2014]; PolyPhen — [Adzhubei | wsp., 2013]
ACMG - [Richards i wsp., 2015; Kalia i wsp., 2017]; TIER — [Li i wsp., 2017]

* Liczba sczytan dla danego wariantu / pokrycie (czesto$¢ wyst. wariantu w %)

** Szacowana czestos$¢ wyst. allelu na podstawie Gnomad Exomes

Szacowana
Zmiana . Odsetek allelu . czestosc .
L Zmiana : db SNP ID ClinVar . Mutation | Poly
nr |na poziomie L w badanej wystepowania |GERP [DANN CADD | SIFT ACMG | TIER
cDNA na poziomie biatka prébce (VAF)* COSMIC ID allelu Taster Phen
w populacji**
FGFR3 (OMIM*134934) NM_000142.4 NP_000133.1
107/419 0.85
S15 o ’ . ) PS4
c.358C>A | p.His120Asn 25,54% | 15771188160 - ; 345 092 | 5 | Q20 polimorizm |y fpyp oy
S21 116/898 .70, BP4
12,92% 0.44
GLI2 (OMIM*165230) NM_005270.4 NP_005261.2
PM2
c.4332_4333|p.Met1444_Leu1445 365/840 ) ) ) ) ) _
S25 " delinsAT | delinsliePhe 43,45% tagodny (RCV000538090) 457 il
GLI3 (OMIM*165240) NM_000168.5 NP_000159.3
70/168 Lagodny /
S09 41.67% prawdopodobnie fagodny
’ (RCV000634037; 1:400 PS4
C341G>A | pArgl1dlys 5146458902 A 1:300 (ASJ) | 583 | 1 | 23 | 0  patogenny 0978 po | WV
620/1172 ’ 1:200
$14 0 RCV000270860; BP6
52,90%
RCV000307311;
RCV000370048)
KIT (OMIM*164920) NM_000222.2 NP_000213.1
PVS1
S02 | c.2826C>A p.Cys942* 637/21009 - - - 5,72 | 0.99 - - patogenny PM2 1/
30,20% PP3
LRP2 (OMIM*600073) NM_004525.2 NP_004516.2
110/272 0.67, . ) PM2
S28 | c.3263A>G p.Lys1088Arg 40.44% - - - 6.06 | 0.83 - 0.48 polimorfizm | 0.004 BP4 1]
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1:27000
S28 |.11328G>T | p.Trp3776Cys 54010421 750068621 . 1:31000 (SAS) | 5.86 | 0.99 | 27 |0.001 | patogenny | 1 | EM2 1y
51,82% 1008 (S PP3
: 15229 PM2
S22 | ¢.11395C>T p.His3799Tyr 6.55% - - - 6.17 1 - 0.03 | patogenny |0,996 PP3 1
BCC 290/1214 PM2
(S07) c.12580C>T p.Pro4194Ser 23.89% COSM1722196 - - 5.65 1 - 0.002 | patogenny 1 PP3 1]
SMO (OMIM*601500) NM_005631.4 NP_005622.1
1:13000
371135 | 1s768907770 _ 0025 | . PP3
S02| c2011C>T | p.Args71Trp e Dosmetaiats - L2700 (LAT) 538 | 1| 21 polimorfizm RS
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Tabela 38.  Niepatogenne lub prawdopodobnie niepatogenne warianty sekwencyjne obecne w guzach germinalnych analizowanych technikg
NGS w oparciu o autorski panel genow.

Legenda: germ. — pochodzenie germinalne; som. — pochodzenie somatyczne; wyst. — wystepowanie; b.d. — brak danych;, dbSNP — Database of Single Nucleotide Polymorphisms
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP; stan na: 30.06.2019) [Sherry i wsp., 2001]; COSMIC — Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer (cancer.sanger.ac.uk; stan na: 30.06.2019) [Tate i wsp., 2019];
ClinVar — [Landrum i wsp., 2018];

Grupa predyktoréw in silico: GERP — Genomic Evolutionary Rate Profiling [Cooper i wsp., 2005]; DANN - [Quang i wsp., 2015]; CADD — Combined annotation-dependent depletion [Rentzsch | wsp.,

2019]; SIFT - sorts intolerant from tolerant [Ng i Heinkoff, 2003]; MutationTaster — [Schwarz i wsp., 2014]; PolyPhen — [Adzhubei | wsp., 2013]
ACMG - [Richards i wsp., 2015; Kalia i wsp., 2017]; TIER — [Li i wsp., 2017]

* Liczba sczytan dla danego wariantu / pokrycie (czesto$¢ wyst. wariantu w %)
** Szacowana czesto$¢ wyst. allelu na podstawie Gnomad Exomes

Szacowana
Zmiana Zmiana Odsetek allelu w . czestosc .
nr | napoziomie | napoziomie |badanejprébce ((:igss;\;l:z:lﬁ): Clinvar wystepowania | GERP | DANN | CADD | SIFT MT“:::::" ::;‘r" ACMG | TIER
cDNA biatka (VAF)* allelu
w populacji**
ERBB4 (OMIM*600543) NM_005235.2 NP_005226.1
1940/3980 cﬁﬁgggg;g; 1:4000 0.28 BS1
S05 c.473C>A p.Ala158Glu 48,74% (oznaczony jako SNP); - 1:5302((3?3%5) 5.32 0.99 24 0.07 patogenny 1 B8P ]
COSM5369854 '
FGFR3 (OMIM*134934) NM_000142.4 NP_000133.1
CrOS;IZ/I868116665965;2 prawdogzic;?):\i/e/fagodny 1:300 0.37, g:;
o . . )
S04 ¢.1150T>C p.Phe384Leu 119/1112 37,68% (oznaczony jako SNP); | (RCV000442867; RCVO00S57832; 170 4.68 0.96 18 (())234; polimorfizm | 0.007 8P4 1
COSM724 RCV000121079) ’ ’ BP6
GLI3 (OMIM*165240) NM_000168.5 NP_000159.3
1:73
€.3083_3084d 294/564 tagodny (RCV000544497; PM2
S09 olinsTT p.Ser1028lle 52.13% rs886043721 RCV000332595; e 5.33 19 0.042 BPG 1
LRP2 (OMIM*600073) NM_004525.2 NP_004516.2
rs146289506; - 1:500 patogenny
1031/2087 Znaczenie niepewne . BS1
S02 c.4351G>T p.Vall1451Phe 49,62% COSMSO?OSSS (RCV000366184; RCV000194393) 1:200 (AS)) 5,13 0.7 21 0.21 0.109 BS4 vV
(oznaczony jako SNP) 1:350
- 1:400 patogenny
. 317/789 rs142549310; Znaczenie niepewne . PP3
S18 c.10937G>A | p.Arg3646His 40,18% COSM145593 (RCV000624161) 1.€il.)3(SF[I)N) 5.31 0.97 19 0.11 0.061 BS1 \%
BCC c.12725A>G | p.Asp4242Gly | 1321/2726 rs35942532 Znaczenie niepewne 1:500 5.71 0.99 25 0.15 patogenny | 0.471 BS1 I\
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S07 48,46% (RCV000766599; RCV000387234; PP3
RCV000195081)
. 259/474 rs142549310; Znaczenie niepewne
S30 c.10937G>A | p.Arg3646His 54,64% COSM145593 (RCV000624161) 5.31 0.96 19 0.11 patogenny BS1 \%
MTOR (OMIM*601231) NM_004958.
187/267
* - - - -
S06 c.*416G>A 70,04% rs566776855 4.68 0.73 BP4 1]
. 575/ 779 Znaczenie niepewne BP1
S06 c.4941T>G p.His1647GIn 73,83% rs144984370 (RCV000471835) 5.91 0.81 15 1 patogenny 8P4 [\
SUFU (OMIM*607035) NM_016169.3 NP_0
0.22 PM2
20/216 rs1456048322; ! . .
S05 c.37A>C p.Thrl3Pro 9,26% COSM6387609 4.4 0.68 19 %:;23, polimorfizm :Ei 1
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6.3. Ocena ekspresji genéw w oparciu o tancuchowg reakcja polimerazy (PCR)
W czasie rzeczywistym

Dla kazdego przypadku badanie ekspresji gendw metodg PCR w czasie
rzeczywistym wykonano w trzech powtérzeniach. Analizowano wartosci Ct (ang. threshold
cycle; rowniez Cp) opisujgce moment wejscia reakcji w faze logarytmicznego przyrostu
produktu, w ktérym sygnat fluorescencji przekracza wartos¢ graniczg umozliwiajgcg jego
wykrycie. Jako warto$¢ odciecia odczytu przyjeto 35 cykl. Podczas procedury analizy danych
zastosowano odpowiednie korekty otrzymanych wartosci Ct w zwigzku z przeprowadzeniem
reakcji selektywnej preamplifikacji cDNA w toku eksperymentu. Wszystkie probki pomysinie
przeszty przyjete punkty kontrolne: braku kontaminacji DNA genomowym, kontrole
wydajnos$ci reakcji odwrotnej transkrypcji oraz jakosci reakcji QPCR. Uzyskane wartosci Ct
poddano normalizacji wzgledem poziomu ekspresji genu referencyjnego HPRT1
(ang. Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1). Gen ten wybrano sposrod pieciu
badanych gendéw referencyjnych, ktére zostaty wstepnie uwzglednione przy projektowaniu
eksperymentu gPCR, poniewaz uzyskano dla niego najstabilniejszg ekspresje we wszystkich
badanych podgrupach. Wyniki Sredniej arytmetycznej wartosci ekspresji genu HPRT1

w poszczegdlnych grupach badanych i grupach kontrolnych przedstawiono w tab. 39.

Tabela 39. Poréwnanie sredniej arytmetycznej wartosci Ct odzwierciedlajgcej stopien

ekspresji genu referencyjnego HPRT 1w badanych podgrupach

Grupa Srednia arytmetyczna wartosci Ct
dla genu referencyjnego HPRT1
kontrola pozytywna 29,54
kontrolna negatywna 29,16
teratoma maturum 30,54
teratoma immaturum 31,41
guzy mieszane 30,73
yolk sac tumor 30,61
dysgerminoma 29,80
carcinoma embryonale 30,74

Wykonano dwie réwnocenne analizy wynikbw majgce na celu porownanie
znormalizowanych wartosci ekspresji badanych gendéw w szesciu grupach histologicznych
wzgledem zaobserwowanego w kontroli pozytywnej i negatywnej eksperymentu.
Przeprowadzono réwniez zestawienie roéznic w poziomach ekspresji genéw badanych

oraz referencyjnych w obu zastosowanych kontrolach.
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6.3.1. Poréwnanie profili ekspresji kontroli pozytywnej i negatywnej.

Porownanie profili ekspresji tkanki rdzeniaka z podgrupy molekularnej SHH-aktywnej
(dalej: kontrola pozytywna) wzgledem tkanek normotypowego wezta chionnego (dalej:
kontrola negatywna) wykazato znaczgco (>100-krotnie) wyzszg ekspresje czynnikow
transkrypcyjnych ZIC1 i ZIC2 oraz gendw ERBB4 i DISP2 w przypadku medulloblastoma
(odpowiednio: 679x, 601x, 203x i 151x; p<0.001). Istotnie wyzsza ekspresja dotyczyta
réwniez gendéw FGF9, HHIP, PTCHD1, BMP5, PTCHD2, PTCH2, SFRP1, BOC, CSNK1E
oraz SMO (tab. 40). Obnizong ekspresjg natomiast wyroznity sie dwa geny: GREM1
oraz RUNX2 (tab.40).

Tabela 40.  Geny o zmienionej ekspresji w kontroli pozytywnej wzgledem kontroli
negatywnej (krotnos¢ >10)
Legenda: *Pozycja opisujgca umieszczenie genu na rycinie Heat Map (ryc. 7)

Geny o zmienionej ekspresji w kontroli pozytywnej
wzgledem kontroli negatywnej (krotnos¢ >10)

Pozycja*| Gen |Krotnos¢ | Wartos¢ p|Adnotacja
G12 zZic2 679 <0.001 A
G11 zic1 600 <0.001 A
B05 | ERBB4 204 <0.001 A
B04 DISP2 151 <0.001 A
B08 FGF9 100 <0.001 A
Co08 HHIP 37 <0.001 A
EO02 |PTCHD1 29 <0.05 -
A04 BMP5 28 <0.001 A
E03 |PTCHD2 26 <0.001 -
EO1 PTCH2 25 <0.001 A
EO7 SFRP1 20 <0.001 A
A08 BOC 14 <0.01 -
A12 | CSNK1E 13 <0.001 -
E09 SMO 11 <0.001 A
C05 | GREM1 -28 <0,01 A
E06 RUNX2 -20 <0.001 -
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Rycina 7. Heat Map przedstawiajgcy wizualizacje zmian krotnos$ci ekspresji dla kazdego
genu badanego w macierzy miedzy kontrolg negatywng i pozytywna.

Legenda: kolor zielony — obnizenie ekspresji; kolor czerwony — wzrost ekspresji; kolor czarny —
Srednia wielko$¢ ekspresji genu; kolor szary — geny, w ktérych w obu kontrolach Ct>35

01 02 03 04 05 06 07 05 09 10 11 12

Magnitude of log2{Fold Change]

-9.407 o 0.407

6.3.2. Profil ekspresji genéw w grupie badanej - analiza w odniesieniu

do profilu ekspresji kontroli negatywnej

Analizowano profile ekspresji gendéw zaangazowanych w sygnalizacje Hedgehog
w szesciu podtypach histologicznych GCTs. Na rycinach Heat Map (ryc. 6) przedstawiono
wizualizacje zmiany krotnosci ekspresji wszystkich genéw badanych w kazdej podgrupie

histologicznej wzgledem zastosowanej kontroli negatywne;.

Podtyp histologiczny: potworniak dojrzaty

Zaobserwowano istotnie zwiekszong ekspresje trzech genow: ZIC2, FGF9
oraz ERBB4 (odpowiednio: 13x, 13x, 31x; p<0,05). Zmniejszong ekspresje wykazaty
natomiast dwa geny: BCL2 kodujagcy regulator apoptozy oraz PRKACB kodujgcy zalezng
od cAMP katalityczng podjednostke beta kinazy (odpowiednio -5x, -6x; p<0,001).

Podtyp histologiczny: potworniak niedojrzaty

Zanotowano zwiekszong ekspresje siedemnastu gendw, wsrod ktérych znajdujg
sie geny ERBB4 i FGF9 opisywane wczesniej w podtypie teratoma maturum (odpowiednio:
29x oraz 23x; p<0,05). Dodatkowo nadekspresji ulegty trzy geny biatek morfogenetycznych
kosci: BMP7, BMP5 i BMP4 (odpowiednio: 56x, 30x oraz 4x; p<0.05), gen kodujacy receptor
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Rycina 8.

Heat Map przedstawiajgcy wizualizacje zmian krotnosci ekspresji dla kazdego

genu badanego w macierzy w poszczegoélnych podtypach histologicznych GCTs wzgledem

kontroli negatywne;j.

Legenda: kolor zielony — obnizenie ekspresji; kolor czerwony — wzrost ekspresji; kolor czarny —
Srednia wielko$¢ ekspresji genu; kolor szary — geny, w ktérych w obu kontrolach Ct>35
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wzrostu fibroblastéw 3 - FGFR3 (22x; p<0,01) gen kodujgcy czynnik transkrypcyjny FOXE1
(8x; p<0,05), czynnik zatrzymania wzrostu GAS1 (growth agrest specific 1) (5x; p<0,05),
gen kodujgcy biatko o niskiej gestosci receptora lipoproteinowego 2 LRP2 (13x; p<0,05),
OTX (ang. Orthodenticle homeobox 2) (11x; p<0,05) oraz gen kodujgcy zaangazowane
w przekaz sygnalizacji WNT biatko SFRP1 (9x; p<0,05). Geny kodujgce biatka bezposrednio
nalezgce do Sciezki sygnalizacyjnej Hedgehog ulegly nadeskpresji w mniejszym stopniu.
Istotne wyzsza ekspresja dotyczyta gendéw kodujgcych: receptory PTCHD1 i SMO
(odpowiednio: 12x; p<0,05 oraz 7x; p<0,01) oraz biatka: HHIP (11x; p<0,01), RAB23 (9x,
p<0,05) - negatywny regulator sciezki, DISP2 (9x; p<0,05) uczestniczacy w parakrynne;j
sygnalizacji Hedgehog oraz biatko receptorowe BOC (6x; p<0,05). Zaden z genéw badanych
w grupie guzow o podtypie histologicznym teratoma immaturum nie wykazat istotnie

obnizonej ekspresji wzgledem kontroli negatywne;j.

Podtyp histologiczny: guzy mieszane

W analizie ekspresji podgrupy guzow mieszanych zaobserwowano istotnie
zwiekszong ekspresje trzech gendw, wsrdd ktorych znajdujg sie dwa podwyzszone réwniez
w podtypie teratoma immaturum: FGFR3 (29x; p<0,01) oraz PTCHD1 (8x; p<0,05),
jak réwniez gen GLI/1 kodujgcy jeden =z istotnych dla sygnalizacji Hh czynnikéw
transkrypcyjnych (4x; p<0,05). Obnizong ekspresje zanotowano natomiast dla pieciu gendw,
w tym podobnie jak w grupie teratoma maturum PRKACB (-16x; p<0,01) oraz BCL2 (-11x;
p<0,001), jak rowniez FBXW11, GREM1 oraz GSK3B (odpowiednio: -7x p<0,01; -5x p<0,05;

-5x p<0,01). Zaden z tych genéw nie koduje kluczowych elementéw szlaku Hh.

Podtyp histologiczny: guz pecherzyka zoftkowego

Guzy o podtypie histologicznym guza pecherzyka zottkowego wykazaty zwigkszong
ekspresje osmiu genow, ktére byty juz powyzej wymienione w analizach poprzednich grup
histologicznych: ERBB4 (272x; p<0,001), LRP2 (46x; p<0,05), SFRP1 (16x; p<0,01), OTX2
(15x; p<0,01), ZIC1 (7x; p<0,05). Wsérod gendw o zwiekszonej ekspresji znajdowaty sie
réwniez cztery geny kodujgce biatka bezposrednio nalezgce do sciezki Hh: ligand IHH (17x;
p<0,05), receptor SMO (5x; p<0,05), inhibitor $ciezki Hh HHIP (5x; p<0,05) oraz regulator
RAB23 (4x; p<0,01). Zmniejszong ekspresje zaobserwowano dla szesciu gendéw, w tym
raportowanych w poprzednich grupach: PRKACB, BCL2, GREM1, FBXW11 (-14x, -11x; -
7x, -5x; p<0,001) oraz dodatkowo genu RUNX2 (-5x; p<0,001).
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Podtyp histologiczny: dysgerminoma

Zwiekszong ekspresje wykazano dla szesnastu gendw, wsrod ktérych znaczg grupe
stanowity geny szlaku sygnalizacyjnego WNT: WNT3, WNT2B, WNT9A, WNT2 (30x, 8x, 6X,
5x; p<0,05). Najwiekszy wzrost ekspresji zaobserwowano dla genu FGFR3 (113x; p<0,005).
BMP7, FGF9, FRMD6 (20x, 9x, 6x; p<0,05), CSNK1E (5x; p<0,001), BTRC (5x; p<0,05),
MOB1B (4x; p<0,05). Ponadto odnotowano zwiekszong ekspresje dwdch gendéw kodujgcych
receptory z domeng Patched: PTCHD1, PTCH2 (21x, 6x; p<0,001), receptor SMO (6x;
p<0,05) oraz genu DISP2 (7x p<0,05). Obnizenie ekspresji zaobserwowano z Kkolei
dla czterech genoéw raportowanych réwniez w poprzednich badanych grupach
histologicznych: GREM1, BCL2, PRKACB, RUNX2 (kolejno: -14x, -11x, -8x, -6x; p<0,001).

Podtyp histologiczny: rak zarodkowy

W grupie guzow raka embrionalnego zanotowano zwiekszong ekspresje czterech
gendw: ERBB4 (8x; p<0,05) i PTCHD1 (8x; p<0,01) oraz dwéch gendw kodujgcych elementy
Sciezki sygnalizacyjnej WNT: WNT3 i WNT5B (kolejno: 6x, 5x; p<0,05). Obnizenie ekspres;ji
zaobserwowano dla oSmiu genow, z ktorych wszystkie byty raportowane we wczesniej
opisywanych podgrupach histologicznych: PRKACB, BCL2 (-14x, -13x; p<0,001)
oraz FBXW11, GREM1, GSK3B, FKBP8, RUNX2, MTSS1 (-9x, -8x, -6x, -5x, -4x, -4x;
p<0,001).

Podsumowanie

W przeprowadzonej analizie ekspresji gendw w poszczegdolnych podtypach
histologicznych guzow germinalnych wzgledem ekspresji zaobserwowanej w kontroli
negatywnej, tkanki normotypowych weztéw, bez aktywacji SHH) zanotowano istotne roznice
w ekspresji dziesieciu gendw wystepujgce w minimum potowie podtypdéw histologicznych.
Stwierdzono wzrost ekspresji genow: ERBB4, FGF9, FGFR3, PTCHD1 i SMO oraz spadek
ekspresji genéw BCL2, FBWXW11, GREM1, PRKACB i RUNX2 (tab. 41).

Najczesciej wzrost ekspresji dotyczyt dwéch gendw, ktdre byly istotnie podwyzszone
w czterech podtypach histologicznych GCTs: ERBB4 (yolk sac (272x; p<0,001); teratoma
maturum (31x; p<0.05); teratoma immaturum (29x; p<0,05); carcinoma embryonale (8x;
p<0,05)) oraz PTCHD1 (teratoma immaturum (12x; p<0,05); dysgerminoma (21x; p<0,001);
guzy mieszane (8x; p<0,05); carcinoma embryonale (8x; p<0,01)). Najczesciej obserwowane
obnizenie ekspresji wystepowato jednoczesnie w pieciu podtypach histologicznych GCTs
i dotyczyto dwéch gendw: BCL2 (carcinoma embryonale (-13; p<0,001); guzy mieszane

(-11x; p<0,001); yolk sac (-11x; p<0,001); dysgerminoma (-11x; p<0,001); teratoma
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maturum (-5x; p<0,001)) oraz PRKACB (guzy mieszane (-16x; p<0,001); carcinoma
embryonale (-14x; p<0,001); yolk sac (-13x; p<0,001); dysgerminoma (-8x; p<0,001);
teratoma maturum (-6x; p<0,001)).

Tabela 41. Podsumowanie ekspresji badanych gendéw z uwzglednieniem wytgcznie
gendw o zmienionej ekspresji w 23 podtypach histologicznych.

Legenda: Kolor szary — brak zmiany ekspresji 24x
*Pozycja genu na ptytce badanej oraz rycinach Heat Map (ryc.6)

Podtyp Teratoma @ Teratoma Guzy Yolk sac Dysgerminoma Carcinoma
histologiczny maturum | immaturum | mieszane tumor embryonale
Pozycja* Gen Poziom krotnosci zmiany ekspresji (zaokraglony do jednosci)

A01 BCL2
BO5 ERBB4
BO7 FBXW11
B08 FGF9
B09 FGFR3
C05 GREM1
D11 PRKACB
EO2 PTCHD1
EO06 RUNX2
E09 SMO

6.3.3. Profil ekspresji genéw w grupie badanej w odniesieniu do wynikéw
kontroli pozytywnej

Na rycinach Heat Map (ryc. 9) przedstawiono wizualizacje zmiany krotnosci ekspresji
wszystkich genéw badanych w kazdej podgrupie histologicznej wzgledem zastosowanej

kontroli pozytywnej (medulloblastoma).

Podtyp histologiczny: potworniak dojrzaty

W analizie ekspresji gendw w grupie guzow potworniaka dojrzatego
nie zaobserwowano genow o zwiekszonej ekspresji wzgledem kontroli pozytywne;j.
Obnizonej ekspresji ulegto 11 gendéw. Najwiekszg roznice ekspresji odnotowano
dla czynnikéw transkrypcyjnych ZIC2 oraz ZIC1 (kolejno: -51x, -35x; p<0,001). Ponadto
zmniejszonej ekspresji ulegly geny: CSNK1E, FGF9, ERBB4, PRKACB (-11x, -8x, -7X, -7X;
p<0,001). MTSS1 (-6x; p<0,05) oraz MOB1B (-5x; p<0,01) oraz trzy z genéw kodujgcych
kluczowe elementy szlaku Hh: DISP2 (-42x; p<0,001), HHIP (-8; p<0,05) oraz PTCH2 (-7x;
p<0,001).
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Podtyp histologiczny: potworniak niedojrzaty

W podgrupie guzéw teratoma immaturum zaobserwowano zwiekszenie ekspresji
siedmiu genéw badanych w tym dwdch biatek morfogenetycznych kosci: BMP4 i BMP7 (12x,
6x; p<0,01) oraz FGFR3 (25x; p<0,01), RUNX2 (10x; p<0,01), FOXE1 (7x; p<0,05), KCTD11
(4x; p<0,05) i VEGFA (4x; p<0,05). Ekspresja dziewieciu gendéw ulegta natomiast obnizeniu.
Najwiekszy spadek ekspresji w tej grupie guzéw zanotowano dla genu Z/C2 (-19x; p<0,001)
oraz kolejno dla genoéw ZIC1, ERBB4, MTSS1, CSNK1E, FGF9 (-11x, -7x, -6x, -6x, -4x;
p<0,001) w tym dla trzech genéw kodujgcych kluczowe elementy sygnalizacji Hh: DISP2,
PTCH2, PTCHDZ2 (odpowiednio: -16x, -7x, -5x; p<0,001).

Podtyp histologiczny: guzy mieszane

W grupie guzéw mieszanych jedynie dwa geny ulegly nadekspresji: FGFR3 (32x;
p<0,01) oraz RUNX2 (5x; p<0,05) podczas gdy spadek ekspresji wzgledem zaobserwowanej
w kontroli pozytywnej wykazano dla 16 genow. Najwiekszg réznice odnotowano dla genéw
ZIC1 i ZIC2 (-181x, -178x; p<0,001) oraz kolejno dla genéw: FGF9, PRKACB, BMPS5,
CSNK1E, MTSS1 (odpowiednio: -40x; -19x, -12x, -12x, -11x; p<0,001) oraz GSK3B,
MOB1B, STK36, BCL2, FBXW11 (-7x, -7x, -6x, -6x, -5x; p<0,001) i IFT52 (-4x p<0,005).
Obnizong ekspresje, podobnie jak w grupie teratoma immaturum, zanotowano réwniez
dla trzech genéw kodujgcych kluczowe elementy sygnalizacji Hh: DISP2, PTCH2, PTCHD2
(-29x, -8x, -8x; p<0,001) jak réwniez HHIP i BOC (-9x, -6x; p<0,001).

Podtyp histologiczny: guz pecherzyka zoftkowego

W grupie guzow pecherzyka zottkowego zaobserwowano zwigekszong ekspresje
4 genow w tym IHH (13x; p<0,05) bedacego ligandem sciezki Hh; oraz LRP2 (17x; p<0,05),
BMP4 (7x; p<0,05) i WNT11 (6x; p<0,01). 14 gendw natomiast wykazato ekspresje obnizong
wzgledem kontroli pozytywnej eksperymentu: ZIC1, FGF9, ZIC2, PRKACB, BMP5, MTSS1,
CSNK1E, BCL2 (odpowiednio: -90x, -31x, -19x, -16x, -9x, -9x, -8%, -6x,; p<0,001). Podobnie
jak w poprzednich grupach zaobserwowano zmniejszong ekspresje genow DISP2, PTCHD1,
PTCHD2, HHIP, BOC i PTCH2 (-58x, -10x, -9x, -8x, -7x, -6x; p<0,001).
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Rycina 9.

Heat Map przedstawiajgcy wizualizacje zmian krotnosci ekspresiji dla

kazdego genu badanego w macierzy w poszczegoélnych podtypach histologicznych GCTs

wzgledem kontroli pozytywnej.

Legenda: kolor zielony — obnizenie ekspresji; kolor czerwony — wzrost ekspresji; kolor czarny —

Srednia wielkoS¢ ekspresji genu; kolor szary —
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Podtyp histologiczny: dysgerminoma

Wsrdd guzow typu dysgerminoma nadekspresji ulegto 5 genéw w tym trzy kodujgce
elementy szlaku WNT: WNT3, WNT9A i WNT2 (odpowiednio: 13X, 5x, 4x; p<0,05) oraz
FGFR3 (129x; p<0,005) i FRMDG6 (6x; p<0,05). Obnizong ekspresje zanotowano
dla 14 genéw badanych, w$rdod ktorych najwiekszg krotnosé spadku poziomu ekspresji,
na poziomie -243, zaobserwowano dla genu Z/C2 (p<0,001). Wsréd pozostatych gendw
o obnizonej ekspresji bylo 5 gendéw kodujgcych elementy szlaku sygnalizacyjnego
Hedgehog: DISP2, HHIP, PTCHD2, BOC oraz PTCH?Z2 (-22x, -18x, -14x, -12x, -4x; p<0,001).
Dodatkowo mniejszg ekspresje zanotowano dla gendéw: ERBB4, SFRP1, BMPS5, ZIC1,
FGF9, PRKACB, BCL2, MTSS1 (-99x, -41x, -37x, -31x, -12x, -10x, -6x, -5x; p<0,001).

Podtyp histologiczny: rak zarodkowy

W grupie carcinoma embryonale nadekspresje na podobnym poziomie
zaobserwowano dla dwéch genow: RUNX2 oraz WNTS5B (5%, 4x; p<0,05). Odnotowano
réwniez 24 geny o obnizonej wzgledem badanej w kontroli pozytywnej ekspresji. Najwiekszy
spadek ekspresji zanotowano dla dwoéch genow kodujgcych motywy palcow cynkowych:
ZIC2 oraz ZIC1 (-149x, -144x;) oraz kolejno dla genoéw: FGF9, CSNK1E, ERBB4, PRKACB,
MTSS1, SFRP1, MOB1B (odpowiednio: -28x, -28x, -24, -17x, -14x, -14x, -10x; p<0,001),
BMP5, GSK3B, BCL2, FBXW11, STK36, WNT2B oraz (-8x, -8x, -7x, -6X, -5%, -5x; p<0,001)
oraz BTRC i NUMB (-5x, -5x; p<0,005). W podgrupie carcinoma embryonale
zaobserwowano réznice w ekspresji az siedmiu genéw Hh: DISP2, PTCH2, HHIP, PTCHD?2,
SMO, BOC (-43x, -16x, -12x, -8x, -7x , -7x; p<0,001) oraz SUFU (-4x; p<0,05).

Podsumowanie

Istotne statystycznie réznice stopnia ekspresji wystepujgce w minimum potowie
podtypow histologicznych badanych guzéw zaobserwowano w odniesieniu do 17/84 (20%)
genow (tab. 42). Wzrost ekspresji stwierdzono dla dwoéch gendw: FGFR3 kodujgcego
receptor dla FGF oraz RUNX2, kluczowego regulatora wzrostu i proliferacji osteoblastéw.
Zwiekszenie ekspresji obu genow zaobserwowano w dwoéch podtypach histologicznych:
teratoma immaturum (odpowiednio: 25x; p<0,005 i 10x; p<0,05) i guzy mieszane
(odpowiednio: 33x, 5x; p<0,05). Zwiekszong ekspresje FGFR3 odnotowano dodatkowo
w podtypie dysgerminoma (129x; p<0,005), a genu RUNX2 w podtypie carcinoma
embryonale (5x; p<0,05). Obnizenie ekspresji zaobserwowano dla pietnastu genéw: BCL2,
BMP5, BOC, CSNK1E, DISP2, ERBB4, FGF9, HHIP, MOB1B, MTSS1, PRKACB, PTCH?2,
PTCHDZ2, ZIC1 oraz ZIC2 w tym dla szesciu z nich we wszystkich badanych podtypach
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histologicznych: DISP2 (teratoma maturum: -42x; teratoma immaturum: -16x; guzy
mieszane: -29x; YST: -57x, dysgerminoma: -22x; carcinoma embryonale: -43x; p<0,001),
FGF9 (teratoma maturum: -8x; teratoma immaturum: -4x; guzy mieszane: -40x; YST: -31x,
dysgerminoma: -12x; carcinoma embryonale: -28x; p<0,001), MTSS1 (teratoma maturum:
-6x, p<0,05 oraz teratoma immaturum:. -6x; guzy mieszane: -11x; YST: -9x,
dysgerminoma:  -5x; carcinoma embryonale: -14x; p<0,001), PTCHZ2 (teratoma maturum: -
7x; teratoma immaturum: -5x; guzy mieszane: -8x; YST: -9x, dysgerminoma: -14x; carcinoma
embryonale: -16x; p<0,001), ZIC1 (teratoma maturum: -35x; teratoma immaturum: -11x;
guzy mieszane: -181x; YST: -90x, dysgerminoma: -31x; carcinoma embryonale: -144x;
p<0,001), oraz ZIC2 (teratoma maturum: -51x; teratoma immaturum: -19x; guzy mieszane: -

178x; YST: -19x, dysgerminoma: -243x; carcinoma embryonale: -149x; p<0,001).

Tabela 42. Podsumowanie ekspresji badanych genoéw z uwzglednieniem wytgcznie
genow o zmienionej ekspresji w 23 podtypach histologicznych.

Legenda: Kolor szary — brak zmiany ekspresji =4x
*Pozycja genu na plytce badanej oraz rycinach Heat Map (ryc.6)

Poyp Hisclogiceny | Tolone  Terdona | Guzy YOS oygominoma - Carctoma
Pozycja Gen Poziom krotnosci zmiany ekspresji (zaokraglony do jednosci)

AO1 BCL2 Q -6 -6 -6 -7
A04 BMP5 -12 -9 -37 -8
A08 BOC 6 7 12 7
A12 CSNK1E

B04 DISP2

B05 ERBB4

B08 FGF9

B09 FGFR3

Co8 HHIP

D04 MOB1B

D05 MTSS1

D11 PRKACB

EO1 PTCH2

EO03 PTCHD2

EO06 RUNX2

G11 ZIC1

G12 ZIC2
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6.3.4 Poréwnanie profili ekspresji genéw w zaleznosci od poszczegdinych

parametréow klinicznych

Przeprowadzono réwniez analize profili ekspresji gendw wzgledem poszczegdinych
parametrow klinicznych takich jak: pte¢, wiek, lokalizacja guza, wystepowanie przed
i po okresie pokwitania (tab. 43). Poréwnano réwniez poszczegdlne podtypy histologiczne
pomiedzy sobg; z uwagi na ograniczong liczebno$¢ zastosowano podziat dichotomiczny
wyodrebniajgc do analiz guzy typu teratoma.

Tabela 43. Liczebnos$¢ przypadkow w poszczegolnych podgrupach GCTs, w ktérych

analizowano profil ekspresji genow szlaku Hh wyodrebnionych na podstawie poszczegdlnych
parametrow klinicznych.

Ple¢
dziewczynki, n=12 | chtopcy, n=12
Wiek
<10r.z,, n=9 | >10r.z., n=15
Lokalizacja
guzy gonadalne, n=19 guzy pozagonadalne, n=5

guzy zlokalizowane w jadrze, n=11 | guzy o odmiennej lokalizacji, n=13

Wiek zachorowania
przed okresem pokwitania, n=9 | po okresie pokwitania, n=16

Podtypy histologiczne
teratomata, n=8 ‘ pozostate guzy, n=16

Nie wykazano istotnych réznic w ekspresji badanych gendw pomiedzy
dziewczynkami a chtopcami oraz pomiedzy guzami zlokalizowanymi w jadrze i innymi
pozagonadalnymi lokalizacjami. W grupie guzoéw pochodzgcych od pacjentéw majgcych
ukonczone co najmniej 10 r.z. w momencie rozpoznania choroby w poréwnaniu do dzieci
miodszych wykazano jedynie zmniejszong ekspresje 10 genéw: WIF1, BMP5, SFRP1,
VEGFA, FGF9, BMP7, GLI3 (-15x, -11x, -5x%, -5x%, -5x%, -4x, -4x; p<0,001) oraz ZIC2, ZIC1,
WNT8B (-6x, -5x%, -4x; p<0,01). W guzach zlokalizowanych w gonadach w poréwnaniu do
guzdéw z lokalizacji pozagonadalnych zaobserwowano zmniejszong ekspresje pieciu genow:
WIF1, BMP5, GREM1, FGF9 i BCL2 (-21x, -6x, -5.5%, -4x, -4; p<0,001). Nie zanotowano
wzrostu ekspresji zadnego z gendéw. W grupie guzéw wywodzgcych sie z neoplazji komorek
zarodkowych in situ (GCNiS) zaobserwowano wzgledem guzow typu teratoma i yolk sac
okresu przedpokwitaniowego zmniejszong ekspresje siedmiu genéw: WIF1, BMPS5, ZIC2,
SFRP1, BMP4, (-16x, -10x, -8x, -6X, -5x; p<0,001) oraz ZIC1 i VEGFA (-5x, -5x; p<0,01).
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Poréwnano rowniez Kkolejno poszczegolne podtypy histologiczne wzgledem
pozostatej grupy guzéw (n=20) oraz dodatkowo dychotomicznie wybierajgc podgrupe
potworniakéow dojrzatych jak i niedojrzatych (n-=8). Badana grupa guzow typu teratomata
wykazata jedynie zwiekszong ekspresje 6 genow w odniesieniu do pozostatych podtypow
histologicznych: WIF1 , BMP5, GLI3, ZIC1, FGF9 i WNT8B (-19x, -11x, -5x, -5x, -4x,
p<0,001; -4x, p<0,005).

6.3.5. Analiza clustergraméw

Przeprowadzono hierarchiczng i nienadzorowang analize poréwnawczg profili
ekspresji celem oceny, czy poszczegdlne podtypy histologiczne majg wyrdzniajgce
sie wzorce ekspresji. Analize wykonano zarowno w odniesieniu do kontroli pozytywnej
jak i negatywnej eksperymentu (ryc. 10 i ryc. 11). Clustergramy umozliwiajg rozréznienie
i pogrupowanie poszczegolnych typow histopatologicznych GCTs, jednakze nie wszystkie
przypadki danego typu wykazujg spdéjny profil ekspresji badanych gendéw. Poniewaz wyniki
przedstawione na ryciniach 10 i 11 zostaly pobrane z pliku wyjsciowego oprogramowania
Gene Globe do analizy wynikow gPCR (Qiagen) majg one niskg jako$¢ wizualng.

Nie przeprowadzano obrobki graficznej uzyskanych wynikow.
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Rycina 10.  Clustergram przedstawiajgcy zmiany ekspresji 84 gendéw dla wszystkich

przypadkoéw badanych (w trzech powtérzeniach) wzgledem kontroli negatywne;j
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Rycina 11.  Clustergram przedstawiajgcy zmiany ekspresji 84 gendéw dla wszystkich

przypadkéw badanych (w trzech powtérzeniach) wzgledem kontroli pozytywnej
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6.4. Poréwnanie somatycznych zmian molekularnych i stopnia ekspresji genoéw szlaku

Hh w grupie 14 przypadkow

Dla 14 z 24 przypadkéw, ktére poddano ocenie ekspresji gendéw szlaku Hedgehog
przeprowadzono réwniez za pomocg metody NGS identyfikacje potencjalnych zmian
molekularnych w oparciu o zaprojektowany panel genéw (tab. 44) (por. Materiaty i metody,
sekcja 5.2.7., tab. 13, str. 43). Nie zaobserwowano zmian molekularnych w genach
kodujgcych kluczowe elementy szlaku Hedgehog moggcych byé przyczyng zmienionej
ekspresji elementow szlaku. Nie stwierdzono rowniez korelacji pomiedzy wystepowaniem
mutacji somatycznych w guzie a zmiang ekspresji danego genu. W 5/14 badanych

przypadkdéw nie zidentyfikowano zadnych wariantéw patogennych.
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Tabela 44.

metodg NGS w 14 przypadkach.

Legenda: czcionka pogrubiona — krotno$¢ zmiany 210

o Q © Wyniki qPCR
E _g:’ -g wzgledem kontroli negatywnej wzgledem kontroli pozytywnej
Ny o # Wiek |Ptec¢ 5 Wynik NGS
Q _ .
é .‘3 § geny ulegajace nadekspresji |geny o obnizonej ekspresiji gﬁ:zel::seg:;g;e geny o obnizonej ekspresji
L
g S03 | 16 lat k jajnik KIT ¢.1965T>G
S S04 | 16 lat k jajnik FGFR3 ¢.1150T>C |FGFR3, WNT3, PTCHD1, BMP7, ZIC2, ERBB4, SFRP1, BMP5,
g KIT ¢.2446G>C FGF9, WNT2B, DISP2, FRMD6, GREM1, BCL2, PRKACB, | FGFR3, WNT3, FRMD6, | ZIC1, DISP2, HHIP, PTCHD2,
@ S09 | 12 lat K miednica GLI3 ¢.341G>A WNT9A, PTCH2, SMO, WNT2, RUNX2 WNT9A, WNT2 BOC, FGF9, PRKACB, BCL2,
2 a mniejsza GLI3 CSNK1E, BTRC, GLI1, MOB1B MTSS1, PTCH2
S ¢.3083_3084delinsTT
g o | 505 1 rok m jadro ERBB4 c.473C>A
N o 3 m-ce SUFU c.37A>C ZIC1, DISP2, FGF9, ZIC2,
2 g S06 | 11 m-c m iadro MTOR c.*416G>A ERBB4, LRP2, IHH, SFRP1, PRKACB, BCL2, GREM1, LRP2, IHH, BMP4, PRKACB, PTCHD1, PTCHD2,
84‘;% Y 18 MTOR ¢.4941T>G 0OTX2, ZIC1, SMO, HHIP, RAB23 RUNX2, FBXW11 WNT11 BMP5, MTSS1, CSNK1E, HHIP,
NS S| 17lat | k jajnik - BOC, PTCH2, BCL2
= S21 12 lat k jajnik FGFR3 ¢.358C>A
ZIC2, ZIC1, DISP2, FGF9,
g So1 17 lat o CSNK1E, ERBB4, PRKACB,
X a m Jaaro - PRKACB, BCL2, FBXW11, PTCH2, MTSS1, SFRP1, HHIP,
8 ERBBA, FICHDL WNTS, 1 GREM1, GSK3B, FKBPS, RUNX2, WNT5B MOB1B, BMP5, GSK3B,
N RUNX2, MTSS1 PTCHD2, BOC, SMO, BCL2,
< ; FBXW11, STK36, BTRC
© S16 | 16 lat d - ) ’ )
i R WNT2B, NUMB, SUFU
x > BMP7, BMP5, ERBB4, FGF9,
'g g FGFR3, LRP2, PTCHD1, OTX2, FGFR3, BMP4, RUNX2, ZIC2, DISP2, ZIC1, PTCH2,
g > 1820 | 2m-ce | m jadro - HHIP, DISP2, SFRP1, RAB23, - FOXE1, BMP7, VEGFA, ERBB4, MTSS1, CSNK1E,
g 8 FOXE1, SMO, BOC, GAS1, KCTD11 PTCHD2, FGF9
Q c BMP4
KIT ¢c.1427G>T
€ |s18 160at | m | jadro KRAS c.3sg:T ZIC1, ZIC2, FGF9, DISP2,
B LRP2 c.10937G>A PRKACB, BCL2, FBX\W11 PRKACB, BMPS, CSNK1E,
Q0 e - FGFR3, PTCHD1, GLI1 4 ’ ’ FGFR3, RUNX2 MTSS1, HHIP, PTCH2, PTCHD2
IS S22 | 17 lat k jajnik LRP2 ¢.11395C>T ’ ’ GREM1, GSK3B ! . ) i ’
N S24 | 15lat m iadro N GSK3B, MOB1B, BOC, STK36,
& S30 | 171lat | m jadro LRP2 c.10937G>A BCL2, FBXW11, IFT52

Porownanie wynikow analizy ekspresji genéw szlaku Hedgehog (krotnos¢ zmiany 24x) i zmian molekularnych zidentyfikowanych
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Coraz wiecej dowoddw wskazuje na to, ze procesy embriogenezy i kancerogenezy
majg wiele cech wspdlnych. Podkresla sie role analogicznych szlakéw sygnatowych
w obu tych procesach [Aiello i Stanger, 2016; Manzo, 2019]. Jednym z nich jest szlak
Hedgehog, fizjologicznie odpowiedzialny za regulacje procesdéw réznicowania i dojrzewania
wielu tkanek i organdéw. Jednoczesnie, jego nieprawidiowa aktywacja zostata opisana
w procesach nowotworzenia, progresji oraz opornosci na leczenie wielu podtypow guzow
ztosliwych [Sari i wsp., 2018; Skoda i wsp., 2018; Katoh, 2019]. Sie¢ sygnalizacyjna Hh
stanowi od kilku lat obszar intensywnych badan w onkologii i biologii r6znych nowotworéw
sporadycznych. Sposéb, w jaki nieprawidlowo aktywny szlak Hh przyczynia sie
do powstawania, wzrostu czy progresji nowotworow nie jest wcigz jednak do konca poznany.
Aktywacja sygnalizacji Hedgehog zostata najszerzej opisana w guzach typu
medulloblastoma, ktére sg najczesciej wystepujgcymi ztosliwymi embrionalnymi guzami
moézgu u dzieci. Nieprawidtowa aktywacja Sciezki Hh dotyczy ok. 30% wszystkich
sporadycznych przypadkow MBs (tzw. podtyp SHH-aktywny). Najczesciej opisywane zmiany
molekularne dotyczg genéw PTCH1 i SUFU. Stwierdza sie rowniez amplifikacje MYCN
i GLI2 [Wang i wsp., 2018]. Istniejg réwniez pojedyncze doniesienia o aktywacji i ekspresji
genow sygnalizacji Hh w raku jajnika czy nowotworach jadra jak rowniez w nerwiaku
zarodkowym (neuroblastoma), raku podstawnokomorkowym, raku trzustki, piersi, jelita
grubego, jajnika, watroby i ptuca [Chen i wsp., 2013; 2017; Sari i wsp. 2018; Katoh i Katoh,
2019].

Jednym z procesow fizjologicznych regulowanych czasowo i przestrzennie poprzez
odpowiednig aktywacje poszczegodinych elementéw szlaku Hh jest rozwdj i dojrzewanie
uktadu ptciowego. Aktywacja szlaku Hh odgrywa fundamentalng role w prawidtowej migraciji
pierwotnych komorek ptciowych i réznicowaniu piciowym w trakcie embriogenezy
a nastepnie w utrzymaniu homeostazy komodrkowej. Zaburzenia tego procesu mogag
prowadzi¢ nie tylko do zaburzen réznicowania ptci, ale rowniez skutkowac¢ niekontrolowanym
rozrostem pierwotnych komorek piciowych stajgc sie zaczynem procesu nowotworzenia
w kierunku GCTs. Dotychczas nie przeprowadzono badan dotyczgcych zaangazowania
szlaku Hh i/lub dysregulacji jego poszczegdlnych elementéw w nowotworach germinalnych.
Ocena zmian aktywnosci szlaku Hh jest wazna dla lepszego poznania biologii tych guzéw,
zwtaszcza naktadajgcych sie w ich obrebie proceséw embriogenezy i karcynogenezy
oraz zaburzonego réznicowania i dojrzewania. W przysztoéci umozliwi to by¢é moze
opracowanie nowych schematéw leczniczych, w tym terapii spersonalizowanej. Dla guzow

germinalnych, zwtaszcza w grupie pediatrycznej, istnieje potrzeba opracowania nowych,
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celowanych strategii leczenia, ktére nie tylko poprawig wyleczalnos¢, ale i pozwolg
réwnoczes$nie zmniejszy¢ ryzyko wystepowania skutkdw ubocznych terapii. Waznym jest
réwniez ewentualna mozliwos¢ wykorzystanie inhibitoréw szlaku Hh u pacjentow z guzami
opornymi na standardowe leczenie, dla ktorych obecnie nie ma alternatywnych opcji
leczniczych.

Niniejsza praca doktorska prezentuje wyniki pilotazowych badan oceniajgcych
aktywnosc¢ oraz zmiany molekularne w poszczegdlnych elementach szlaku Hh w guzach
germinalnych. Przedstawione wyniki stanowig integralng czes$¢ projektu naukowego
finansowanego ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki w Gdanskim Uniwersytecie
Medycznym (nr 04-0155/09/324 p.t. ,Znaczenie szlaku sygnalizacyjnego SHH w patogenezie
i progresji guzow germinalnych wieku rozwojowego” pod kierownictwem prof. dr hab. Ewy
Izyckiej-Swieszewskiej), ktérego celem jest zbadanie stanu aktywacji szlaku Hh w GCTs
wieku rozwojowego z uwzglednieniem zmian molekularnych i ekspresji gendéw oraz
wytonienie nowych czynnikbw prognostycznych i predykcyjnych w oparciu o analize
zwigzkébw  molekularno-  pato-klinicznych. Robocza hipoteza  projektu  zakfada,
ze nieprawidiowo aktywny szlak HH odgrywa auto- i parakrynng role w patogenezie
i przebiegu GCTs u dzieci i mtodziezy, a przypuszczalnym mechanizmem tej aktywacji mogg
by¢ zmiany molekularne w kluczowych genach szlaku. Postuluje sie takze, ze istnieje podtyp
molekularny guzéw germinalnych zalezny od patologicznej sygnalizacji Hedgehog. Oprécz
przedstawionych w niniejszej rozprawie doktorskiej wynikéw analiz molekularnych
w projekcie zbierane sg szczegétowe dane kliniczne dotyczace chorych z GCTs (wiek, pteé,
lokalizacja guza, stadium choroby, markery w surowicy, stosowane leczenie, odpowiedz
na leczenie, okres wolny od wznowy, dlugos¢ przezycia), ktore w pozniejszych etapach
zostang wykorzystane do wykonania analiz pato-klinicznych. Réwnolegle wykonywana
jestréwniez analiza immuno-histochemiczna w oparciu o przeciwciata monoklonalne.
tacznie, badania te bedg pierwszym kompleksowym opracowaniem dotyczgcym szlaku
Sonic Hedgehog w GCTs wieku rozwojowego.

Rozmaitos¢ zastosowanych metod oraz niejednorodnos¢ analizowanych
przypadkéw obejmujgcych zarébwno preparaty mrozone jak izatopione w parafinie miato
na celu jak najszerszg ocene roznych aspektéw i poziomoéw dziatania szlaku Hh w GCTs.
Istotnym ograniczeniem pracy byt dostep do odpowiednio liczebnych grup przypadkéw GCTs
reprezentatywnych dla poszczegdinych  podgrup  wiekowych, histopatologicznych
jak i o odmiennych lokalizacjach. W trakcie realizacji projektu NCN zgromadzono prébki
GCTs poddane réznym procesom archiwizacji, o niejednolitej jakosci zastosowanych
odczynnikbw oraz czasie archiwizacji. Przeprowadzone w niniejszej pracy analizy majg
charakter badan pilotazowych, ktére przede wszystkim miaty na celu wysondowanie

mozliwosci technicznych wykonania poszczegoélnych testow w tak heterogennej grupie.
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W trakcie prac laboratoryjnych przetestowano wiele poprawek do metodyki badan majacych
na celu przezwyciezenie trudnosci zwigzanych z jakoscig badanego materiatu. Opracowano
odpowiednie korekty do protokotéw i procedur eksperymentalnych. Réwnoczesnie, uzyskane
wyniki pozwolity na wytypowanie gendw, ktérych mutacje i/lub stopieh ekspresji moze
potencjalne mie¢ znaczenie w GCTs. Umozliwi to kontynuacje badan w formie zawezonych,
celowanych analiz obejmujgcych wiekszg liczbe przypadkéw konkretnych podtypow guzow
germinalnych, ktére sg przewidziane w kolejnych etapach realizowanego projektu

naukowego.

7.1. Dobér grup badanych

Dzieki wieloo$rodkowej wspotpracy koordynowanej przez prof. dr hab. Ewe |zyckg-
Swieszewskg i prof. dr hab. Elzbiete Adamkiewicz-Drozyriskg (koordynator Grupy roboczej
Guzéw Germinalnych przy Polskiej Grupie Guzéw Litych PTOIHD) obejmujgcej osrodki
onkologii dzieciecej z Gdanska, Warszawy (IPCZD, IMiD), Kielc, Lublina, Wroctawia, Katowic
i Poznania zebrano reprezentatywng grupe pediatrycznych guzéw germinalnych. tgcznie
w okresie 2013-2018 zebrano 18 mrozonych guzéw germinalnych oraz 137 tkanek GCTs
utrwalonych w formalinie i zatopionych w bloczkach parafinowych od pacjentéw
pediatrycznych.

Rutynowo wykonywang preparatykg do oceny histopatologicznej nowotworéw jest
utrwalanie wycinkéw tkankowych w formalinie i zatapianie w bloczkach parafinowych.
O ile metoda ta bardzo dobrze zachowuje morfologie tkanek oraz budowe epitopow
wykorzystywanych w badaniach immunohistochemicznych i immunofluorescencyjnych
znaczgco wplywa jednak na stopien degradacji czgsteczek DNA i RNA.
Duze pofragmentowanie kwasow nukleinowych ma znaczgaco negatywny wptyw na jakosé
eksperymentow w oparciu o techniki biologii molekularnej, dlatego tez istotny jest odpowiedni
wybér preparatdw m.in. okres archiwizacji, jako$¢ i rodzaj odczynnikdw uzytych
do stworzenia preparatu FFPE, a takze sama procedura. Kolejnymi kryteriami wyboru
konkretnego preparatu do analiz przeprowadzonych w niniejszej rozprawie byty jego typ
histologiczny, komérkowos¢ oraz charakterystyka kliniczna. W ocenie somatycznych zmian
patogennych przy uzyciu techniki NGS oraz okresleniu profili ekspresji gendéw badania
przeprowadzono na reprezentatywnych wycinkach tkankowych FFPE nalezgcych do szeSciu
réznych podtypow histologicznych GCTs. Dobrano réowniez odpowiednie kontrole: trzy guzy
o potwierdzonym badaniem histopatologicznym aktywnym statusie ekspresji szlaku Hh
(dwa guzy medulloblastoma oraz jeden guz BCC) jak rowniez fragment normotypowego
wezta chtonnego jako kontrole negatywna. Zespot patomorfologéw i klinicystéw realizujgcych
projekt, dokonat wyboru poszczegolnych przypadkéw badawczych w  oparciu

o reprezentatywnosc i ilos¢ materiatu tkankowego GCTs oraz kontrolnych tkanek.
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Materiat mrozony pochodzit jedynie z guzéw OUN, z zasobow ICZD w Warszawie
i ICMP w todzi. Materiat mrozony z GCTs jest bardzo trudny do uzyskania ze wzgledu
na heterogennos¢ grupy i roznorodng prezentacje kliniczng, rzadkos¢ wystepowania
oraz czesto niespodziewane, zwtaszcza w guzach pozagonadalnych, przez klinicystow
rozpoznanie. Dopiero archiwizowane fragmenty materiatu mrozonego o ograniczonej ilosci
i komoérkowosci mogg by¢ przeznaczone do badan molekularnych.

W dotychczas opublikowanej literaturze dominujg opisy GCTs w gonadach u oséb
dorostych ze szczegolnym uwzglednieniem guzow jader u mezczyzn, gdyz sg one
najczesciej wystepujagcym typem tego nowotworu. Znacznie stabiej natomiast poznana jest
patogeneza ibiologia GCTs u dzieci (0-18 lat), poniewaz guzy te stanowig wyjgtkowo
zréznicowang grupe nowotworéw ze znaczng heterogenicznoscig wieku wystepowania,
miejsca rozwoju guza, przebiegu klinicznego i budowy histologicznej. Konieczna jest jednak
analiza homogennych grup histologicznych, gdyz GCTs stanowig niezwyktg grupe guzéw
réznych kierunkach i potencjale roznicowania co przektada sie takze na réznorodnosc
molekularng poszczegoélnych podtypow w réznym wieku. Dodatkowym utrudnieniem jest fakt
odmiennosci GCTs w réznych grupach wiekowych i lokalizacjach oraz czesta komponenta
mieszana guzéw. W  niniejszej pracy przeprowadzono pilotazowe  analizy
dla wyselekcjonowanych przypadkow reprezentatywnych dla poszczegdinych podtypdéw
GCTs. Badania sg kontynuowane w ramach projektu naukowego NCN, a stwierdzone
zaleznosci weryfikowane innymi metodami, w tym technikami immunohistochemicznymi

w oparciu o mikromacierze tkankowe.

7.2. Analiza profili genomowych wewnatrzczaszkowych guzéw germinalnych
(iGCTs)

Analiza niezrébwnowazenia genomowego zostata przeprowadzona
na nieselekcjonowanych (ang. consecutive) guzach OUN o zréznicowanych rozpoznaniach
histologicznych, z czego potowe stanowity guzy typu germinoma (n=8/16; tab. 4). Uzyskane
w ramach niniejszego projektu wyniki badan technikg mikromacierzy CGH zostaty
zaprezentowane w formie doniesien zjazdowych oraz publikacji [Kuleszo i wsp., 2016 (1);
Kuleszo i wsp., 2017 (2),(3)]. Germinoma jest najczestszym typem histologicznym
stanowigcym okoto potowy wszystkich iGCTs. Podobne odsetki rozpoznan germinoma
opisano w dwéch dotychczas najszerzej zakrojonych wieloosrodkowych badaniach profili
genomowych GCTs: 63% (39/62) u Terashima i wsp. (2014) oraz 47% (29/62) u Wang i wsp.
(2014). W badaniach GCTs OUN wykonanych klasyczng metodg CGH odsetki te wynosity:
53% (8/15) [Rickert i wsp., 2000]; 26% (5/19) [Schneider i wsp., 2006] oraz 47% (7/15)

u Wang Hsei-Wei i wsp. (2010). Réwniez w pracy obejmujgcej pediatryczne guzy germinalne
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(do 16 r.z.) badanych klasyczng metodg CGH odsetek guzéw typu germinomatous wynosit
32% (11/34) [Palmer i wsp., 2007].

W analizowane;j serii pediatrycznych iGCTs nieprawidtowy profil genomowy opisano
w 62% przypadkéw (8/13), co w poréwnaniu do dotychczas przeprowadzonych badan jest
stosunkowo niskim odsetkiem zidentyfikowanych zmian. Wczes$niejsze prace raportowaty
niezrownowazenie genomu w ok. 90% przypadkéw (90% u Schneider i wsp., 2006; 92,5%
u Schulte i wsp., 2016; 87% u Rickert i wsp., 2000). Obserwowane réznice mogg byc¢
wypadkowg nastepujgcych czynnikéw: 1) doboru grupy badanej - w niniejszej pracy badano
wytgcznie populacje pediatryczng (<18 r.z.) - podczas gdy odsetek osd6b w wieku 0-18
w innych badaniach stanowit ok. 60-75% [Schneider i wsp., 2006; Schulte i wsp., 2016;
Terashima i wsp., 2014, Rickert i wsp., 2000; Wang L. i wsp., 2014]; 2) mozaicyzmu
wynikajgcego z roznic w odsetku komérek nowotworowych w badanych przypadkach;
3) uzytej metodologii i doboru kryteriow, w tym progow detekcji, do oceny uzyskanych
wynikow.

Prawidlowy profii genomowy niektérych analizowanych przypadkow moze
by¢ réwniez wynikiem obecnosci naciekéw limfocytarnych zrebu oraz raportowaniem jedynie
zmian o wielkosci >300kb i >30% VAF (ang. variant allele frequency).

W niniejszym badaniu zaobserwowano szereg pojedynczych niezréwnowazen
genomowych GCTs jednak tylko kilka powtarzajgcych sie. W 220% przypadkach
zaobserwowano cztery aberracje liczbowe: trisomie 21 (31%), trisomie 19 (23%) oraz
monosomie 13 (23%) i monosomie 18 (23%) jak rowniez jedng aberracje strukturalng
obejmujgcg fragment ramion krotkich chromosomu 12:  duplikacje/amplifikacje
12p13.33p11.1 (23%). We wczesniejszych pracach przedstawiajgcych profile genomowe
iGCTs opisano obecnos$¢ dodatkowych kopii chromosoméw 12p, 1q, 8, 21 oraz chromosomu
X jak i utrate 11q, 18q oraz chromosomu 13 [Schneider i wsp., 2006]. Badania Wanga i wsp.
(rok) uzupefnity profil genomowy iGCTs o wystepowanie duplikacji 14q oraz utraty
fragmentow chromosoméw 10q i 17p, natomiast kompleksowa analiza z uzyciem
mikromacierzy SNP przeprowadzona przez Terashime i wsp. (2014) znacznie poszerzyta
katalog stwierdzanych zmian zaréwno liczbowych jak i strukturalnych. W prezentowanych
wynikach potowa z powtarzajgcych sie wykrytych aberracji pokrywa sie z opisanymi juz
w literaturze regionami. Sg to: duplikacja 12p, duplikacja 21 oraz delecja 9q idelecja 13
[Terashima i wsp., 2014; Wang i wsp., 2014; Schneider i wsp., 2006].

Duplikacje/amplifikacje ramion krétkich chromosomu 12p uwaza sie za ceche
charakterystyczng GCTs, ktéra okreslana jest jako swoisty marker, gtéwnie jednak
w nowotworach zarodkowych zlokalizowanych w gonadach zdiagnozowanych u pacjentéw
dorostych. W niektérych przypadkach region ulegajacy duplikacji/amplifikacji moze byc¢
ograniczony do 12p11.2-12.1 lub 12p13 [Oosterhuis i Looijenga, 2017]. Dodatkowy fragment
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chromosomu 12p, jezeli wystepuje w GCTs pediatrycznych - wystepuje incydentalnie.
Obecnos¢ dodatkowych kopii fragmentu chromosomu 12p odnotowano réwniez w iGCTs,
lecz w mniejszym odsetku guzow (20-59%) i na ogdt pod postacig duplikacji/amplifikacji
catych krotkich ramion chromosomu 12 [Phi i wsp., 2018] lub w potgczeniu z réznymi
ztozonymi nieprawidtowosciami strukturalnymi [Terashima i wsp., 2014]. Podobnie,
W niniejszej analizie czestos¢ zwielokrotnienia ramienia 12p wyniosta 23%. Wartos¢ ta jest
znacznie nizsza niz opisywane w innych lokalizacjach wskazujgc na odmiennos¢ biologii
i przebiegu procesu nowotworzenia pediatrycznych iGCTs wobec guzow o lokalizaciji
pozagonadalnej czy, najlepiej opisanych, TGCTs u oséb dorostych. Jedynie Schulte i wsp.
(2016) zaobserwowali wysokg czesto$¢ wystepowania dodatkowych kopii 12p (83%)
lecz moze to by¢ spowodowane specyficznym doborem grupy badanej (wytgcznie guzy typu
germinoma) i/lub wysoka czutoscig uzytej metody MIP, ktéra wykrywa nawet niewielkiego
stopnia mozaicyzm.

W serii badanych guzéw mrozonych przeprowadzona zostata rowniez szczegotowa
ocena loci genéw kodujgcych zaréwno ligandy, regulatory, receptory i kofaktory sciezki
sygnatowej Hedgehog, jak i geny docelowego jej dziatania oraz geny istotne dla Sciezek
wspotdziatajgcych m.in. WNT, TGFBR/BMP czy HIPPO. Analiza ujawnita zmiany liczby kopii
wsrod gendéw kodujgcych elementy sieci Hedgehog: PTCH1 (4/13 w tym delecja w 3,
duplikacja w 1), ZIC2 (delecja: 3/13; duplikacja: 1/14), GLI2 (duplikacja: 2/13), HHIP (delecja:
2/13), IHH (duplikacja: 2/13) oraz liczne zmiany liczby kopii genow szlaku WNT. Dodatkowo
zaobserwowano pojedyncze zmiany liczby kopii genéw: GLI1, GLI3, DHH, SHH, SMO
i PTCH2. Nasze wyniki po raz pierwszy podkreslajg obecno$¢ zmian genomowych
zwigzanych z genami szlaku sygnatowego Hh w pediatrycznych GCTs osrodkowego uktadu
nerwowego. Analiza niezrownowazenia genomu w prezentowanej serii nowotworow
wskazuje na kilka gendéw szlaku Hh jako przypuszczalnych kandydatéw zaangazowanych
w patogeneze wewnatrzczaszkowych GCTs: w szczegolnosci PTCH1, ZIC2 i GLI1-3 (por.
7.5). Poniewaz analizowana seria nowotworéw jest ograniczona w liczebnosci
i niejednorodna, stwierdzane zmiany majg czesto charakter jednostkowy. Ocena roli
zaburzen genomowych obejmujgcych loci zwigzanych ze szlakiem Hh w patogenezie GCTs
wymaga weryfikacji na wiekszych grupach. Grupy te powinny uwzglednia¢ nie tylko podtypy
histologiczne GCTs ale i nie by¢ ograniczone jedynie do lokalizacji wewnagtrzczaszkowe.
Niestety, ograniczeniem jest dostep do odpowiedniej liczby preparatow mrozonych, gdyz dla
innych lokalizacji rutynowym jest archiwizacja materiatu w formie bloczkow parafinowych,

nieadekwatnym do analizy w oparciu o technike mikromacierzy CGH.
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7.3. Analiza zmian molekularnych w oparciu sekwencjonowanie technikag NGS

Komercyjnie dostepne ,nowotworowe” panele genowe wykorzystujgce technike NGS
do oceny obecnosci wariantow sekwencyjnych zaréwno zwigzanych z ewentualng
predyspozycjg dziedziczng do rozwoju nowotworéw jak i celem wykrycia klinicznie istotnych
zmian somatycznych w tkance guza nie obejmujg wiekszosci genéw szlaku Hh. Swiadczy
to o wcigz ograniczonej wiedzy o roli sygnalizacji Hh w patogenezie nowotworéw. Panele
NGS przeznaczone do badania ogolnej predyspozycji genetycznej do rozwoju nowotworu,
jak réowniez panele ukierunkowane na diagnostyke nowotworow wieku dzieciecego, obejmujg
jedynie badanie genéw PTCHT oraz SUFU. Sposrdod kluczowych (kanonicznych) gendw
szlaku Hh komercyjne panele nowotworowe przeznaczone do profilowania somatycznego
nowotworow uwzgledniajg jedynie trzy geny: SMO, SUFU i PTCH1. Ponadto, sposrdd gendow
kodujgcych biatka szlakow wspotdziatajgcych z sygnalizacjg Hh panele te zawierajg
najczesciej: ERBB4, FGFR3, HRAS, KIT, KRAS, PTEN, MTOR oraz NRAS. Geny te nalezg
do onkogendéw lub gendéw supresorowych zaangazowanych w patogeneze wielu choréb
onkologicznych, o do$¢ dobrze scharakteryzowanym mechanizmie dziatania i mozliwosci
terapii personalizowanych. Rzadziej wykorzystywane w rutynowej praktyce klinicznej
diagnostyczne badania catego eksomu/genomu (ang. whole exome sequencing, WES;
whole genome sequencing, WGS) na etapie automatycznego filtrowania danych surowych
zreguly zawezajg analize wynikéw do oceny obecnosci zmian w genach powigzanych
z fenotypem pacjenta co moze prowadzi¢ do przeoczenia potencjalnie istotnych zmian
w innych genach.

Z uwagi na powyzsze, w celu oszacowania udziatu zmian molekularnych w genach
kodujgcych komponenty szlaku Hh w GCTs dla potrzeb niniejszego badania zaprojektowano
wiasny autorski panel 25 gendéw (por. tab. 13). W ramach panelu analizg objeto catg
sekwencje kodujgcg wraz z flankujgcymi sekwencjami intronowymi 12 gendéw kodujgcych
kluczowe jak i pomocnicze elementy szlaku Hedgehog, tzn. geny kodujace ligandy (SHH,
IHH, DHH), receptory/koreceptory (PTCH1, PTCH2, SMO, LRP2), regulatory (SUFU, HHIP)
oraz czynniki transkrypcyjne (GLI/1, GLI2, GLI3). Ponadto, do panelu wtgczono kolejnych 7
genéw wytypowanych na podstawie wynikow analiz ekspresji (por. Wyniki 6.3): PTCHD1,
DISP2, ZIC1, ZIC2 potencjalnie zwigzanych z poprawnym funkcjonowaniem Sciezki jak
rowniez niepowigzanych bezposrednio, ale wspodidziatajgcych z Hh produktow gendw
ERBB4 oraz FGFR3. Ponadto, na podstawie przeglgdu danych literaturowych opisujgcych
zmiany somatyczne w GCTs do panelu dotgczono réwniez sekwencje kodujgce genow: KIT,
KRAS, NRAS, HRAS, CBL, MTOR, PTEN.

Do sekwencjonowania technikg NGS uzyto DNA wyizolowanego z tkanek

zatopionych w parafinie utrwalonych w formalinie, ktére z uwagi na sposéb procesowania
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preparatow FFPE jest zawsze w pewnym stopniu pofragmentowane. Dlatego tez, celem
unikniecia raportowania wynikow fatszywie dodatnich bedgcych wypadkowg stabej jakosci
wykorzystanego do badania DNA, w analizie zastosowano restrykcyjne punkty odciecia
w raportowaniu znalezionych wariantow. Raportowano jedynie warianty o pokryciu >100x
dla danego regionu oraz o czestosci wystepowania zmienionego allelu (VAF) >5%. Jedynym
odstepstwem od tej reguty byta reanaliza regionéw hot-spot w genie KIT, w celu oceny
obecnosci znanych wariantow patogennych w obrebie fragmentéw o pokryciu <100x (przy
ilosci sczytan dla analizowanego allelu >10). Przy ocenie wariantow mozaikowych, jako
minimalne ustalono spetnienie co najmniej jednego z nastepujgcych kryteriow: obecnosé
co najmniej 10 sczytan dla analizowanego wariantu lub jego czestos¢ 210% VAF. Pomimo
zastosowanych wygorowanych kryteridw, osiggniete wyniki sg nadal obarczone niewielkim
stopniem niepewnosci, gdyz nie przeprowadzono weryfikacji obecnosci wykrytego wariantu
sekwencyjnego drugg metodg (np. sekwencjonowaniem Sangerowskim) ani nie wykluczono
jego germinalnego pochodzenia. W pierwszym wypadku dla wiekszosci zmian mozaikowych
klasyczna metoda sekwencjonowania Sangera mogtaby okaza¢ sie metodag
niewystarczajgco czutg; w odniesieniu zas do drugiego zastrzezenia w ramach niniejszego
badania nie dysponowano wystarczajgcg iloscig prawidtowej tkanki (np. z obrzeza guza
lub krwi obwodowej pacjenta) aby przeprowadzic¢ takie poréwnanie.

Analiza 27 guzéw GCTs wykazata obecnosé 26 zmian molekularnych, tym dziewiec
mutacji patogennych, osiem wariantéw sekwencyjnych o nieznanym znaczeniu klinicznym
oraz dziewiec¢ rzadkich wariantéw polimorficznych. Zmiany molekularne obecne byty w 19/27
(70%) badanych przypadkow, przede wszystkim w podgrupach dysgerminoma (7/7) oraz
w guzach mieszanych zawierajgcych komponente dysgerminoma (7/8). Najczesciej zmiany
patogenne stwierdzono w genie KIT (37%; por. nizej) zas wsrod gendw zwigzanych
ze szlakiem Hh najwiecej wariantéw sekwencyjnych opisano w obrebie genu LRP2.

Sposréd wariantow sekwencyjnych stwierdzonych w genach szlaku Hh (por. tab. 13;
tab. 36) do zmian zakwalifikowanych jako patogenne zaliczono jedynie ultrarzadki wariant
(opisany jako singleton z czestoscig <1:100,000 alelli w bazie GnomAD Exomes) w genie
DISP2 ¢.2212C>T (p.GIn738%). Zmiana ta prowadzi do powstania przedwczesnego kodonu
STOP, co najprawdopodobniej skutkuje zniszczeniem powstatego transkryptu
w mechanizmie NMD (ang. nonsense mediated decay). Aktualny stan wiedzy dot. roli biatka
DISP2 w procesach fizjologicznych jak i nowotworzenia nie pozwala na ocene znaczenia
klinicznego stwierdzanej mutacji [por. 7.5; Tukachinsky i wsp., 2012; Stewart i wsp., 2018].

Do drugiej kategorii zaliczono warianty o nieznanym znaczeniu klinicznym, w tym
sposrod gendéw szlaku Hh pojedyncze, prawdopodobnie germinalne, warianty w obrebie
sekwencji GLI2, GLI3 oraz SMO. Substytucja pojedynczego nukleotydu c¢.2011C>T
(p-Arg671Trp) w genie SMO zostata opisana z ~50% VAF; w populacji kontrolnej wariant ten
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wystepuje z czestoscig 0,008%. Nie zostat on dotychczas opisany w bazie ClinVar,
a predyktory in-silico sprzeczne klasyfikujg jego charakter. Kolejne dwie mutacje typu
missense w genach kodujgcych czynniki transkrypcyjne GLI2 oraz GLI3 (obecng w dwdch
przypadkach GCTs) byty juz uprzednio raportowane w bazie ClinVar jako zmiany
tagodne/prawdopodobnie fagodne. Wartosci VAF wskazujg rowniez na ich prawdopodobnie
konstytucyjny charakter. Z uwagi na wyniki analiz in-silico nie mozna jednak wykluczyé
ich modyfikujgcego wptywu na funkcje biatka. Substytucja ¢.341G>A w genie GLI/3 skutkuje
zamiang konserwowanej u kregowcéw reszty argininy na lizyne we fragmencie N-koncowym
biatka o nieznanej strukturze i funkcji. Druga z mutacji, substytucja dwoch nukleotydéw pod
koniec sekwencji kodujgcej gen GLI2, moze prowadzi¢ do pojawienia sie¢ nowego miejsca
splicingu (wg. algorytmu NNsplice prawdopodobienstwo wzrasta z 0.32 dla sekwencji
prawidtowej do 0.90 dla sekwencji z mutacjg).

Najwiecej zmian: n=8, w tym trzy dotychczas nieopisane w populacji kontrolnej,
zaobserwowano w genie LRP2, bedgcego najdtuzszym badanym genem (15657nt).
Majg one charakter substytucji powodujgcej zmiane pojedynczej reszty aminokwasowej
w biatku (ang. missense). Analogicznie do wyzej wymienionych elementéw szlaku Hh,
réwniez dla produktu genu LRP2 nie okreslono jeszcze struktury czgsteczki biatka. Dlatego
tez ocena wplywu stwierdzanych substytucji na funkcje biatka jest jedynie hipotetyczna
i opiera sie o wyniki analiz in-silico zebranych w tabeli 37 i 38. Wszystkie z opisanych
wariantow dotyczg substytucji reszt aminokwasowych w obrebie repetytywnych motywow
typu receptora-LDL klasy A lub B. Zaden z nich, jednakze, nie przypada w obrebie motywow
o zdefiniowanej funkcjonalnosci oddziatywania z czynnikami regulatorowymi. Uwaza sie,
ze ekspresja biatek z rodziny LRP jest czestym zjawiskiem w guzach litych i moze stanowi¢
czynnik prognostyczny przezycia pacjentow [Gonias i wsp., 2017].

Do trzeciej kategorii zaliczono warianty, ktére w sSwietle oceny ich czestosci
w populacji kontrolnej, obecng klasyfikacje w bazie ClinVar oraz COSMIC jak réwniez wyniki
analiz in-silico maja najprawdopodobniej tagodny charakter (por. tab. 38) W tej grupie
znalazta sie jeszcze jedna zmiana genie GLI3 o wartosci VAF 52% wskazujgcej na jej
konstytucyjne pochodzenie oraz wariant ¢.37A>C (p.Thr13Pro) w eksonie pierwszym genu
SUFU kodujgcym negatywny regulator $ciezki Hh. Region, w ktérym znajduje sie ten wariant
jest fragmentem, ktérego sekwencja jest bogata w powtdrzenia GC co sprawia trudnosci
w analizie technikg NGS. Srednie pokrycie tego fragmentu w bazie EXAC wynosi <10x; dla
porownania $rednie pokrycie dla catej sekwencji kodujgcej genu SUFU wynosi 73.4x.
Tak wiec raportowane w tym regionie substytucje, zwlaszcza o niskim VAF, moga

w rzeczywistosci by¢ artefaktami powstatymi w trakcie reakcji PCR.
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Znane warianty patogenne o znaczeniu klinicznym (geny: KIT, KRAS)

Szacuje sie, ze somatyczne zmiany molekularne w genie KIT dotyczg ~4%
wszystkich nowotwordéw, a najwieksza czestos¢ tych zmian dotyczy nowotworow tkanki
tacznej i miekkiej, niedrobnokomdrkowego raka ptuc, czerniaka, glejaka ztosliwego
i gruczolakoraka jelita grubego [The AACR Project GENIE Consortium, 2017]. Protoonkogen
KIT (alias SCFR; C-Kit; CD117) koduje receptor dla cytokin KITLG/SCF i jest kluczowym
elementem Sciezki sygnalizacyjnej KIT, ktéra odgrywa role w regulacji produkcji erytrocytow,
proliferacji limfocytow, rozwoju i funkcji komorek tucznych, tworzeniu melaniny i procesie
gametogenezy. Badania wskazujg, ze réwniez ~66% komorek zarodkowych i plemnikow
wykazuje ekspresje receptora c-kit, stgd tez, jego ekspresja zostata réowniez wykazana
w ok. 30%-50% guzéw germinalnych m.in., nasieniaka, dysgerminoma jajnikow czy
srodpiersia oraz wewngtrzczaszkowych GCTs [Coffey i wsp., 2008; Oosterhuis i Looijenga,
2017]. Najczesciej obserwowang zmiang w genie KIT w nowotworach germinalnych, dot.
jadra i struktur pozagonadalnych, sg substytucje o charakterze mutacji aktywujgcych
w eksonie 17, gtdownie w kodonie 816. Rdéwniez zmiany w eksonach 13, 11 i 9 nalezg
do dos¢ czesto wystepujgcych [Kemmer i wsp., 2014; Hoi-Hansen i wsp., 2007; Cheng
i wsp., 2011; van Nieuwenhuysen i wsp., 2018] .

W niniejszej pracy zidentyfikowano 6 zmian patogennych w genie KIT. Warianty
patogenne byty obecne w 10/27 (37%) guzéw GCTs. Wiekszos¢ (4/6) zidentyfikowanych
w pracy mutacji zlokalizowana byta w eksonie 17 (6/10; 60% KIT-dodatnich GCTs), w tym
3/4 w kodonie 816. Ponadto stwierdzono obecno$¢ nowego, dotychczas nieopisanego
wariantu w genie KIT wprowadzajgcego przedwczesny kodon STOP w pozycji 942. Z uwagi
na fakt, iz zmiana ta znajduje sie tuz przed prawidtowym koncem translacji przypadajgcym
w pozycji 977, jej wptyw na strukture i funkcje biatka moze jednak nie by¢ znaczacy dlatego
tez wariant ten zostat zakwalifikowany do kategorii wariantéw o niepewnym znaczeniu
klinicznym.

Patogenne warianty w genie KIT zidentyfikowano we wszystkich badanych guzach
typu dysgerminoma, nie badano guzéw typu seminoma. Szes¢ z siedmiu badanych
przypadkéw to dziewczynki powyzej 7 r.z. Wszystkie poza jednym guzem zlokalizowanym
w miednicy mniejszej byly guzami gonadalnymi, w tym jeden wystepowat w gonadzie
dysgenetycznej (6/7, 86%). Pozostate przypadki, w ktérych wystepowaty zmiany w genie KIT
to trzy mieszane guzy germinalne o dominujgcym rozpoznaniu (1) seminoma; (2) potworniak
dojrzaty i rak zarodkowy; oraz (3) rak zarodkowy rowniez o lokalizacji gonadalnej,
wystepujgce u dwoéch chtopcow (16 lat) oraz 17-letniej dziewczynki. Zmian w genie KIT nie
zaobserwowano w innych badanych podtypach histologicznych. Wyzsza niz dotychczas

opisywane czesto$¢ wystepowania wariantéw patogennych w genie KIT w badanej grupie
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wymaga potwierdzenia na wiekszej liczbie przypadkow, zwlaszcza o podtypie histologicznym
dysgerminoma/germinoma/seminoma, gdyz uzyskane wartosci mogg okazac sie jedynie
wypadkowg ograniczonej liczebnosci badanej grupy Ilub istotnie nizszym wiekiem
zachorowania w badanej grupie wzgledem wczesniejszych raportéw opisujgcych przede
wszystkim wyniki analiz guzow wieku dorostego.

Zmiany w genie KIT zostaty powigzane z zaawansowanym stadium ok. 1/3 guzéw
typu dysgerminoma [Cheng i wsp., 2011]. Informacja o obecnosci zmian molekularnych
w eksonach 17, 13, 1119 genu KIT moze by¢ przestankg do wdrozenia leczenia celowanego
m.in. imatinibem czy sunitinibem, lekdw obecnie rutynowo juz stosowanych miedzy innymi
w leczeniu guza podscieliska przewodu pokarmowego i czerniaka. Réwniez w GCTs podjeto
proby wykorzystania imatinibu i sunitinibu, jednakze zazwyczaj wykorzystywane one byly
w potgczeniu ze standardowg terapig cisplatyng jedynie w ramach badan klinicznych I-11 fazy
(ClinicalTrails.gov; stan na 30.08.2019). Istnieja natomiast doniesienia o skutecznosci
leczenia sunitinibem np. opornego na cisplatyne guza choriocarcinoma jak réwniez o braku
skutecznosci w hamowaniu wzrostu guzow, w ktorych stwierdza sie obecno$¢ mutacji
w eksonie 17 przez imatinib [Sanchez-Mufioz iwsp., 2012]. Z drugiej strony, Pedersini
i wsp. (2007) opisali pacjenta zopornym na leczenie nasieniakiem z potwierdzong
immunohistochemicznie ekspresjg c-kit leczonego wytgcznie imatinibem, u ktérego nastgpita
catkowita remisja choroby, lecz status mutacji genu KIT w tym guzie nie zostat okreslony
[Pedersini i wsp., 2007].

W jednym z analizowanych przypadkéw mieszanego guza GCT oprécz patogennej
zmiany w eksonie 9 genu KIT (VAF 14%) stwierdzono rowniez obecnos$¢ znanej mutacji
w genie KRAS (VAF 22%). Obecnos¢ mutacji w obu genach w obrebie tego samego guza
jest nietypowa i Swiadczy¢ moze o poliklonalnym pochodzeniu zmiany. Co do zasady,
mutacje w genach KIT i KRAS wzajemnie sie wykluczajg; co wiecej, zwigzana z aktywacjg
biatka KRAS amplifikacja chromosomu 12p obejmujgca locus genu KRAS réwniez nie jest
zwykle stwierdzana w guzach KlT-dodatnich [Oosterhuis i Looijenga, 2017]. Gen KRAS
koduje biatko o charakterze GTPazy, ktére ma kluczowe znaczenie w regulacji procesow
proliferacji, przezycia i rdznicowania komoérek, jak rowniez bierze udziat
w procesie onkogenezy, m.in. niedrobnokomérkowego raka ptuc i raka jelita grubego.
Obecno$¢ zmian patogennych w genie KRAS jest wskazaniem do zastosowania celowanego
leczenia m.in. cetuksymabem, panitumumabem, afatynibem, dakomitynibem, erlotynibem,
gefitynibem czy osimertynibem Stwierdzona w niniejszym badaniu zmiana pojedynczego
nukleotydu w pozycji ¢.35G>T (p.Gly12Val) jest czesto stwierdzanym somatycznym
wariantem sekwencyjnym w genie KRAS. Opisana ona zostata w ok. 4,6% przypadkow
nowotworow w tym gruczolakoraku jelita grubego, niedrobnokomérkowym raku ptuc,

zewnagtrzwydzielniczym nowotworze trzustki, nowotworze trzonu macicy oraz jajnika [The
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AACR Project GENIE Consortium. 2017]. Istniejg terapie celowane zatwierdzone przez
Agencje Zywnosci iLekéw (FDA; ang. Food and Drug Administration) oraz wytyczne
National = Comprehensive  Cancer Network (NCCN) o  stosowaniu terapii
przeciwnowotworowej opartej o wystepowanie mutacji p.G12V w genie KRAS m.in.
w przypadkach niedrobnokomérkowego raka pituca czy raka jelita grubego. Dotychczas
nie podjeto jednak prob leczenia celowanego KRAS-zaleznych guzéw GCTs.

W obrebie sekwencji pozostatych gendw, ktére nie nalezg do szlaku Hh a zostaty
wigczone panelu gendéw NGS z powodu na ich potencjalne znaczenie terapeutyczne (por.
tab. 13), stwierdzono jedynie obecnos¢ dwdch zmian o charakterze substytucji pojedynczego
nukleotydu: ¢.*416G>A znajdujgcg sie w regionie 3’ UTR oraz c.4941T>G (p.His1647GlIn)
genu MTOR. Z uwagi na ich dos¢ wysokg czestos¢ w populacji kontrolnej oraz wartosci
predyktorow in-silico warianty te zakwalifikowano do grupy zmian najprawdopodobniej
tagodnych (por. tab. 38). Ponadto jako zmiane o niepewnej patogennosci opisano
ultrarzadkg (dotychczas opisang jako singleton) substytucje w eksonie trzecim genu FGFR3:
c.358C>A wystepujacg w dwoch guzach o odmiennej histologii. W jej wyniku dochodzi
do zamiany konserwowanej u kregowcow reszty histydyny przez asparaging w pierwszej
od N-konica domenie o strukturze immunoglobulinowej typu C2. Pomimo, ze rozwigzano juz
strukture receptora FGFR3 w kompleksie z FGF (PDB:1RY7), obszar obejmujacy pozycje
120 nie jest widoczny w gestosci elektronowej, nie mozna wiec okresli¢ strukturalnych
konsekwencji stwierdzanej substytucji. Rola receptora w patogenezie GCTs jest
kontrowersyjna, natomiast postuluje sie jego wudziat w fizjologicznym procesie

spermatogenezy [Ewen i wsp., 2013].

7.4. Analiza ekspresji genéw

W niniejszej pracy po raz pierwszy przeprowadzono ocene stopnia ekspresji gendéw
szlaku Hh w guzach germinalnych wieku dzieciecego. Badaniem objeto tgcznie 84 geny,
co umozliwia kompleksowg ocene potencjalnych interakcji nie tylko w obrebie samego szlaku
sygnalizacyjnego Hh (tzw. ,kanonicznych”) ale réwniez wspoétdziatajgcych Sciezek (por.
Wstep, str. 22). Wyzwaniem niniejszej pracy bylo jednak uchwycenie potencjalnie
dyskretnych réznic w oparciu o badanie mato licznych podgrup histologicznych. Interpretacja
uzyskanych wynikéw musi by¢ wiec ostrozna, gdyz przede wszystkim stanowig one punkt
wyjscia umozliwiajgcy ukierunkowanie dalszych badan.

Analizujgc uzyskane wyniki ocene poziomu zaangazowania biatek szlaku Hh
w patogenezie GCTs wyrazonej profilem ekspresji ich mRNA przeprowadzono na czterech

poziomach: 1) wzgledem tkanki prawidtowej, 2) wzgledem tkanki wykazujgcej stan aktywac;ji
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szlaku Hh zwigzany z procesem nowotworzenia 3)wzgledem poszczegolnych typow
histologicznych badanej grupy GCTs oraz 4) wzgledem wybranych parametréw klinicznych.

W pierwszym etapie poréwnano uzyskany profil ekspresji do wartosci stwierdzonej
w kontroli negatywnej w celu okreslenia, ktére z badanych genéw wykazujg nadmierng
ekspresje. Poziomy ekspresji gendow kanonicznych szlaku Hh w zadnym z analizowanych
podtypow histologicznych nie byly nizsze niz poziom stwierdzany w dojrzatej tkance
prawidtowej, natomiast jedynie wybiorcze geny szlaku Hh ulegty nadekspresji. Stwierdzono
istotne roznice w ekspresji dziesieciu gendw wystepujgce w minimum potowie podtypéw
histologicznych w tym wzrost ekspresji dwoch gendw nalezgcych do grupy kanonicznych
dla szlaku: PTCHD1 w teratoma immaturum, mixed tumor, dysgerminoma oraz carcinoma
embrionale oraz SMO w teratoma immaturum, mixed tumor (3.5x), yolk sac tumor oraz
dysgerminoma (por. tab. 41). Obnizong ekspresje stwierdzono jedynie w stosunku do pieciu
genow kodujgcych czynniki wspotpracujgce ze szlakiem.

W drugim etapie poréwnano uzyskane profile do wartosci uzyskanej dla grupy
kontroli pozytywnej celem ustalenia, czy obserwowana nadmierna ekspresja wybranych
biatek szlaku Hh jest analogiczna tej, ktéra odgrywa role w patogenezie Shh-aktywnego
podtypu medulloblastoma. Dla wszystkich badanych podgrup histologicznych wykazano
obecnosc¢ istotnych statystycznie réznic. Wszystkie badane podtypy histologiczne GCTs
wykazywaty spdéjne obnizenie ekspresji genoéw: DISP2, PTCHZ2 oraz PTCHDZ2 i HHIP
wzgledem poziomu stwierdzanego w medulloblastoma. Najwiekszg zmiang krotnosci
ekspresji wyrdznit sie DISP2, ktérego ekspresja wzgledem kontroli pozytywnej ulegta
obnizeniu w kazdym podtypie histologicznym co najmniej 15x (-16 do -57; sr. 35x). Nalezy
jednak podkresli¢, ze w badanych guzach nie stwierdzono réwnolegtego obnizenia ekspresji
gendw PTCHD1 oraz SMO; przeciwnie ich poziom byt analogiczny do obserwowanego
w medulloblastoma (z wyjatkiem carcinoma embrionale, w ktérym poziom SMO byt niski
oraz yolk sac tumor, w ktérym poziom PTCHD1 byt niski, w obu wypadkach odpowiadajgcy
poziomowi stwierdzanemu w kontroli negatywnej). Ponadto, poza potworniakami (zaréwno
dojrzatymi jak i niedojrzatymi) wszystkie podtypy histologiczne wykazaty istotne obnizenie
ekspresji genu BOC kodujgcego biatko btonowe wymagane do maksymalnej aktywnosci
szlaku Hh. Uzyskane dane wskazujg na selektywng aktywacje pojedynczych biatek
nalezacych do grupy kanonicznych elementéw szlaku Hh w patogenezie GCTs, ktdra raczej
prowadzi¢ moze do dysregulacji fizjologicznych procesdéw dojrzewania niz by¢ czynnikiem
spustowym, ktéry uruchamia proces onkogenezy.

Kolejng wazng grupg genodw, dla ktorych stwierdzono istothg zmiane stopnia
ekspresji, tym razem spdéjne jej obnizenie we wszystkich analizowanych grupach
w poréwnaniu do kontroli pozytywnej byta rodzina tkankowo-specyficznych czynnikow

transkrypcyjnych a charakterze palca cynkowego C2H2: ZIC1 i ZIC2. Biatka te petnig wazng
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role we wczesnej fazie organogenezy OUN, zwlaszcza struktur moézdzku i rdzenia
kregowego. Jedng z ich funkgji biologicznych jest przetrzymywanie biatek z rodziny GLI
w cytoplazmie i/lub jadrze komoérkowym, wplywajac na regulowang przez nie aktywacje
translacji [Chan i wsp., 2011]. Pomimo, iz badania dot. roli biatek rodziny ZIC w onkogenezie
sg nadal ograniczone, wydaje sie ze uzyskany w niniejszym badaniu wynik odzwierciedla
raczej ich aktywacje w medulloblastoma (i innych tkankach neurogennych)
a nie dezaktywacje w GCTs [Aruga i Millen, 2018; The UniProt Consortium, 2019].

W trzecim etapie analizy danych gPCR poréwnano uzyskane profile pomiedzy
poszczegdlnymi typami histologicznymi w celu wytypowania ewentualnych markeréw
zwigzanych z konkretnym podtypem o potencjalnym znaczeniu diagnostycznym.
Jak juz wspomniano powyzej, profile ekspresji dla kanoniczych biatek szlaku Hh roznity
sie pomiedzy poszczegdlnymi podtypami histologicznymi. Profil dojrzatego potworniaka,
ktéry zbudowany jest z wysokozroznicowanych tkanek, nie wykazywat wielu zmian
aktywujgcych, przypominajgc najbardziej profil uzyskany dla kontroli negatywnej. Wyjatkowg
cechg yolk sac tumor byta niska ekspresja genu PTCHD1, natomiast rak embrionalny
wykazat niski poziom ekspresji genow SMO i SUFU wzgledem poziomu stwierdzanego
w kontroli pozytywnej. Klika gendéw z rodziny WNT miato podwyzszong ekspresje
w dysgerminoma i raku embrionalnym, natomiast geny z rodziny BMP miaty podwyzszong
ekspresje w potworniaku niedojrzatym.

Przedstawione na clustergramach (ryc.10 i 11) pogrupowane poszczegodlne podtypy
histologiczne wzgledem ich profili ekspresji genéw wydajg sie by¢ dobrze wytypowane,
jednakze nie wszystkie probki danego typu wykazujg spojny profil ekspresji badanych
genow. Wydaje sie, ze wyniki te odzwierciedlajg heterogennos¢ grupy badanej jakg sg guzy
germinalne. Podobnie, guzy typu medulloblastoma wykazujg znaczg niejednorodnos¢ profili
transkryptomicznych zaréwno pomiedzy poszczegdlnymi podgrupami jak i ws$rod MBs
z aktywng sygnalizacjg Hh (ok. 30% przypadkdéw) [Huang i Yang, 2015; Cavalli i wsp, 2017;
Morrissy i wsp, 2017]. Oznacza to rowniez, ze usrednione warto$ci zmiany ekspresji genow
opisane dla kazdego z podtypdéw histologicznych mogg w rzeczywistosci by¢ zanizone, gdyz
w obliczeniach uwzgledniono zaréwno wartosci uzyskane dla guzéw wykazujgcych
aktywacje poszczegolnych biatek szlaku jak i guzéw tego samego typu histologicznego,
w ktorych tej aktywacji nie zaobserwowano.

Przeprowadzone w ramach czwartego etapu analizy poréwnanie profili ekspresji
gendw w zaleznosci od poszczegolnych parametréw klinicznych nie wykazato istotnych
réznic w poziomie ekspresji kanonicznych gendéw kodujgcych biatka szlaku Hh ze wzgledu
na ptec, wiek, lokalizacje guza, wystepowanie przed i po okresie pokwitania oraz obecnosc¢
struktur embrionalnych lub ich brak. Zaobserwowano jednak istotne réznice w stopniu

ekspresji kilku elementéw szlaku WNT.
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Z uwagi na pilotazowy charakter badan wymagane jest przeprowadzenie analizy
ekspresji na wiekszej liczbie przypadkéw i/lub wykonanie celowanej analizy ekspres;ji
wybranych gendw o potencjalnym znaczeniu terapeutycznym lub rokowniczym.
Na podstawie przeprowadzonych analiz wytypowano 12 gendw: DISP2, HHIP, GLI1, GLI3,
IHH, PTCH2, PTCHD1, SHH, SMO, SUFU oraz ZIC1, ZIC2, ktérych ocena na dalszych
etapach realizacji projektu badawczego NCN powinna pozwoli¢ oceni¢ kierunki i potencjat
réznicowania w tej grupie guzow (por. 7.5). Analiza ich ekspresji na wiekszej grupie
przypadkéw moze rowniez dostarczy¢é danych odnosnie ew. mozliwosci terapii

spersonalizowane;j.

Ograniczenia metody qPCR

Wszystkie badane probki uzyskaty pozytywny wynik zastosowanych w toku
eksperymentu PCR kontroli jako$ci procesowania, co swiadczy o dobrej jakosci technicznej
otrzymanych wynikow. Pomimo dobrych wynikdéw parametréw kontrolnych réznica pomiedzy
srednig arytmetyczng wartosci Ct dla genu referencyjnego HPRT1 pomiedzy grupami
badanymi a grupg kontrolng wynosita ok. 2 jednostek (por. tab. 39). Moze to nieznacznie
wptywaé na precyzje uzyskanych znormalizowanych wartosci Ct, dlatego tez w niniejszym
opracowaniu ustalono rygorystyczne progi dla analiz poréwnawczych (por. Materiat i metody:
5.2.7.4. oraz 5.2.8.). Stwierdzona rdznica w wartosciach Ct najprawdopodobniej wynika
z réznic procesowania materiatu FFPE, starzenia sie ditugo archiwizowanego materiatu
oraz duzego pofragmentowania uzyskiwanego w procesie izolacji z bloczkéw parafinowych
mRNA.

106



7. DYSKUSJA

7.5. Ocena zaangazowania biatlek szlaku Hedgehog oraz elementéw

wspotdziatajgcych w patogeneze GCTs

Rycina12. Schemat szlaku Hh (panel A: hamowanie szlaku; panel B: klasyczna droga
w oparciu o aktywacje ligandem) — szczegdtowy opis poszczegoélnych etapow w tekscie

ponizej.
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Etap pierwszy — uwalnianie ligandu

Pierwszym etapem klasycznie aktywowanej sygnalizacji Hedgehog jest produkcja
oraz uwolnienie przez komorke funkcjonalnego ligandu HH (rycina 12, panel B, etap I).
Klasyczna, zalezna od ligandu, aktywacja ma jednak miejsce gtdwnie w procesie
embriogenezy (por. Wstep, sekcja 3.2.2., str. 20) a rzadziej w procesach nowotworzenia
(Pietrobono i wsp., 2019). W niniejszej pracy analizg objeto pie¢ gendéw kodujgcych biatka
uczestniczace w tym etapie aktywacji szlaku tj. trzy geny kodujace ligandy HH (SHH, DHH,
IHH) oraz dwa geny z rodziny dispatched (DISP1 oraz DISP2). Analiza w kierunku obecnosci

wariantow sekwencyjnych w genach DHH, IHH oraz SHH nie wykazata zmian o charakterze
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patogennym i potencjalnie patogennym. W dwdch (2/13, 15%) guzach analizowanych
technikg aCGH: yolk sac tumor (#2) i germinoma (#11) zanotowano dodatkowa kopie genu
IHH (locus 2q35; por. Wyniki, Sekcja 6.1.3., str. 60). Germinalne duplikacje regionu 2q35
zostaty opisane u pacjentéw z syndaktylig typu | (OMIM#185900). Klopocki i wsp. (2011)
wykazata, ze duplikacje tego regionu prowadzg do zaburzenia regulacji ekspresji genu IHH
poprzez tzw. efekt pozycji — przesuniecie lokalizacji enhancera.

Rolg biatek dispatched jest uwalnianie ligandu HH do mikrosrodowiska (przestrzeni
miedzykomorkowej). W genie DISP2 kodujgcym ludzki homolog 2 genu dispatched
stwierdzono potencjalnie patogenng zmiane typu nonesense (NM_033510.2:¢c.2212C>T)
najprawdopodobniej powodujgcg przedwczesng terminacje translacji biatka w ok. potowie
jego dtugosci (738/1401 a.a.). Stwierdzono jg w materiale z guza jgdra pobranego od 18
letniego mezczyzny z rozpoznaniem histologicznym mieszanego guza germinalnego
z przewagg niedojrzatego potworniaka oraz niewielkim odsetkiem zmian o charakterze guza
pecherzyka zottkowego i raka zarodkowego. Poza mutacjg w genie DISP2 w materiale nie
stwierdzono innych zmian somatycznych; z powodow technicznych nie wykonano badania
ekspresji szlaku Hh technikg qPCR. Dotychczas nie opisano mutacji patogennych w genie
DISP2 zarbwno na poziomie konstytucyjnym jak i somatycznym, a i jego rola zaréwno
w procesach fizjologicznych jak i nowotworzenia jest mato poznana [Stewart i wsp., 2018].
Ekspresje genu DISP2 opisano jedynie w Kilku przypadkach nowotworow m.in. chtoniakach
nieziarniczych, czerniaku, raku trzustki, raku urotelialnym czy raku jelita grubego [The
Human Protein Atlas; Uhlén iwsp., 2015]. Ze wzgledu na przynalezno$¢ do rodziny
dispatched uszkodzenie genu DISP2 moze potencjalnie prowadzi¢ do zaburzenia uwalniania
funkcjonalnego ligandu HH z komérki. W chwili obecnej stwierdzany wariant sklasyfikowany
zostat wiec jako zmiana o nieznanym znaczeniu klinicznym. Obecnos¢ zmiany w uktadzie
heterozygotycznym przy jej charakterze: utrata funkcji (loss-of-function) raczej nie bedzie
jednak mie¢ istotnego znaczenia dla proceséw wewnatrzkomérkowych, gdyz DISP2
nie nalezy do gendéw wrazliwych na dawke (pLI=0.02). Nie mozna jednak wykluczy¢
klonalnego charakteru zmiany tzn. jej wystepowania w uktadzie homozygotycznym
w niewielkim odsetku badanych komoérek co prowadzitoby do braku jego ekspresji, wiec

i potencjalnie zaburzen procesu uwalniania ligandu.

Etap drugi — interakcja ligandu z receptorami

Drugi etap klasycznej sygnalizacji Hedgehog (ryc. 12, Panel A i B, etap Il) bedacy
zarazem punktem poczagtkowym dla alternatywnej aktywacji szlaku typowej dla proceséw
nowotworzenia (por. Wstep, sekcja 3.2.2., str. 22) obejmuje interakcje ligandu z receptorami

i ko-receptorami znajdujgcymi sie na powierzchni i/lub w btonie komérki docelowego
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dziatania Hh. Wsrod gtéwnych receptorow o dobrze poznanej funkcji mozemy wyrdznié
PTCH1 oraz SMO.

W 4/13 przypadkéw GCTs stwierdzono zmiany liczby kopii genu PTCH1 (locus
9922.32; por. Wyniki, tab. 31, str. 56). Delecje jednej kopii genu PTCH1 stwierdzono w guzie
typu germinoma oraz wspoétwystepujgcg rownoczesnie z utratg genu HHIP (locus 4931.21
w dwoch przypadkach: teratoma maturum i guzie pecherzyka zottkowego (por. Wyniki, tab.
31, str. 56). W kolejnym guzie typu germinoma zaobserwowano obecnos¢ dodatkowej kopii
genu PTCH1. PTCH1 jest genem supresorowym, ktorego mutacje o charakterze utraty
funkcji zostaty opisane w nowotworach, atakze, w przypadku zmian konstytucyjnych,
w grupie rzadkich dziedzicznych choréb genetycznych t.j. zespole Gorlina, holoprosencefalii
czy zespole mnogich BCC. Potwierdzeniem zaangazowania genu PTCH1 w nowotworzenie
jest fakt, ze analiza technikg NGS wykazata patogenne warianty w dwoch z trzech guzow
kontrolnych pochodzenia niegerminalnego o wykazanej immunohistochemicznie aktywnosci
szlaku Hh (por. Wyniki, sekcja 6.2., str. 66). Jednakze podobnych zmian nie stwierdzono
wzadnym =z 27 przebadanych guzéw GCTs. Zmian ekspresji genu PTCH1
nie zaobserwowano w zadnym z badanych podtypow histologicznych. Niezrownowazenie
genomu obejmujgce locus PTCH1 stwierdzono jedynie w guzach, w ktérych rownoczesnie
wystepowaty liczne inne zmiany liczbowe i strukturalne w tym w dwadch z trzech przypadkow
amplifikacji ramion  krotkich chromosomu 12p. Obecnos¢ ztozonych aberraciji
chromosomowych przemawia za ich wtornym charakterem bedgcym raczej pochodng
niestabilnosci genomowej zwigzanej z (zaawansowanym) procesem nowotworowym.

Wspominany powyzej gen HHIP, ktérego locus ulegto delecji w dwdch guzach iGCTs,
jest istotnym elementem aktywnosci szlaku Hh. Pemni on funkcje wysoce konserwowanego
ewolucyjnie inhibitora sygnalizacji Hedgehog, ktéry moze wejs¢ w interakcje ze wszystkimi
trzema ligandami: IHH, SHH i DHH. Jest on szczegdlnie aktywny w kilku typach komérek
m.in. mézgu i ptuc. Chociaz rola HHIP w procesie nowotworzenia jest stabo poznana
opisano m.in., delecje genu HHIP w komodrkach podScieliska, ktora sprzyja proliferacji
komoérek biataczkowych [Agrawal i wsp., 2017]. Ponadto, obnizong ekspresje genu HHIP
opisano w literaturze w kilku typach nowotworéw, natomiast w niniejszej pracy opisano jego
podwyzszong ekspresje w tkance Shh-aktywnych medulloblastoma w stosunku do normalne;j
tkanki wezta chtonnego.

Drugim z kluczowych receptoréw szlaku Hh jest produkt genu SMO. W jednym guzie
typu germinoma (#11) stwierdzono trisomie chromosomu 7 obejmujgcg locus genu SMO
(7932.1). W zadnym z pozostatych badanych guzéw nie zaobserwowano niezrownowazenia
genomowego obejmujgcego jego locus. Ponadto, w 1/27 GCTs przebadanych technikg NGS
stwierdzono substytucje pojedynczego nukleotydu typu missense powodujgcg zmiane reszty

aminokwasowej p.Arg671Trp o nieznanym znaczeniu klinicznym (VUS). Tang i wsp. (2016)
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opisali analogiczng zmiane w jednym z 186 analizowanych guzow GIST; czestosé
nieprawidtowego allelu wynosita rowniez ~50%. Wskazuje tonajej prawdopodobne
germinalne pochodzenie. Allel zostat opisany w populacji kontrolnej z czestoscig 0,008%
nie figuruje zas w bazach ClinVar oraz COSMIC a predyktory in-silico sprzeczne klasyfikujg
jego charakter. Dotychczas nie okreslono struktury biatka SMO, dlatego tez nie jest mozliwa
ocena wptywu stwierdzonej substytucji na ksztatt czgsteczki, jednakze nie mozna wykluczy¢
istotnego nan efektu z uwagi na charakter chemiczny reszt aminokwasowych objetych
zamiang. W miejsce dodatnio natadowanej reszty argininy w wyniku mutacji podstawiona jest
hydrofobowa reszta tryptofanu. Substytucja dotyczy pierwszego =z ciggu dziesieciu
konserwowanych ewolucyjnie dodatnio natadowanych reszt lizyn i arginin w obrebie
C-koncowego fragmentu domeny cytozolowej receptora. Analogicznie do w.w. przypadku
GIST, réwniez w analizowanym przypadku mutacja w genie SMO wspotwystepowata
ze znang patogenng mutacjg w genie KIT. Wskazuje to na jej raczej tagodny, konstytucyjny
charakter; nie mozna jednak wykluczy¢ jej znaczenia jako czynnika modyfikujgcego przebieg
choroby. Kilka innych wariantéw typu missense w genie SMO ma udowodniong opornosé
na inhibitory szlaku Hh [Pricl i wsp., 2015]. Do poki struktura biatka SMO pozostaje nieznana,
nie ma jednak mozliwoéci jednoznacznej oceny ex-vivo potencjatu patogennego stwierdzane;
substytucji.

W niniejszej pracy zaobserwowano podwyzszong ekspresje genu SMO w trzech
podtypach histologicznych GCTs: potworniaku dojrzatym, guzie pecherzyka Zzoéttkowego
i dysgerminoma. Fizjologicznie, najwyzsza ekspresja genu SMO stwierdzana jest w jajniku
i endometrium. Wzmozong ekspresje SMO wykazano réwniez w kilku typach nowotworow
m.in. raku trzustki, okreznicy czy potréjnie negatywnym raku piersi [Sari i wsp., 2018; Niyaz,
2019]. Podwyzszona ekspresja SMO stanowi potencjalny cel inhibitorow wykorzystywanych
w terapii przeciwnowotworowej (por. Wstep, sekcja 3.2.4., str. 25). Efektywnos¢ terapii
z uzyciem vismodegibu, stosowanego zardwno samodzielnie jak i w ztozonych schematach
leczniczych jest aktualnie weryfikowana w badaniach klinicznych obejmujgcych rézne typy
nowotworéw m.in. rdzeniaka zarodkowego, drobnokomérkowego raka ptuca, raka trzustki,
oponiaka $rodczaszkowego, glejaka i ostrg biataczke szpikowg [Rimkus iwsp., 2016].
Z uwagi na potencjalne znaczenie kliniczne, w ramach dalszych etapow realizowanego
projektu naukowego finansowanego ze srodkéw NCN planuje sie ocene stopnia ekspresji
SMO na wiekszej liczbie przypadkow uwzgledniajgcych wszystkie podtypy histologiczne.

Najwiekszg ilos¢ aberracji genomowych (4/13; 31%) zaobserwowano dla fragmentow
chromosomu 9 obejmujgcych locus genu GAST kodujgcego specyficzne biatko hamujgce
wzrost komoérki. Poprzez wspoétdziatanie z receptorem PTCH1 biatko GAS1 uczestniczy
w zapewnieniu odpowiedniej modyfikacji gradientu stezenia ligandu HH tak aby zapewni¢

jego aktywnos¢ morfogenetyczng [Martinelli i Fan, 2015]. Zmiany w Jlocus genomowym
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GAS1 zostaty stwierdzone w 4 guzach o odmiennej histologii: potworniaku dojrzatym, guzie
pecherzyka zéttkowego oraz w dwoch przypadkach germinoma. Ponadto, stwierdzono
zwiekszong ekspresje genu wspotwystepujgcg z podobnym wzrostem ekspresji trzech
genow biatek morfogenetycznych kosci: BMP7, BMP5 i BMP4 oraz genu kodujgcego
receptor wzrostu fibroblastow 3 - FGFR3 w potworniaku niedojrzatym. Z uwagi na role, jakg
biatko GAS1 odgrywa w regulacji ilosci dostepnego ligandu Hh poprzez konkurowanie
zPTCH1 o jego wigzanie, zaburzenia majgce wptyw na jego iloS¢ mogg potencjalnie
przektada¢ sie na dysregulacje procesow morfogenezy a tym samym prowadzié¢
do nowotworzenia.

W pozostatych genach kodujgcych produkty biatkowe biorgce udziat w drugim etapie
sygnalizacji Hh (CDON, HHIP, LRP2, PTCHD1, PTCHD2, PTCHD3) w niniejszej analizie
stwierdzono pojedyncze zmiany liczby kopii, jednakze zadna z nich nie powtérzyta sie
w wiecej niz dwa razy. Ponadto, stwierdzono je w guzach charakteryzujgcych sie licznymi,
ztozonymi zaburzeniami genomu, dlatego tez najbardziej prawdopodobnym jest, ze sg one
zdarzeniami incydentalnymi bedacymi pochodng niestabilnosci genomu.
Nie zaobserwowano zadnej zmiany liczby kopii genu BOC (locus 3q13.2), gdyz chromosom
3 nie ulegt aberracji w zadnym z badanych guzéw. Zaobserwowano jednak obnizong
ekspresje tego genu w czterech badanych podtypach histologicznych GCTs (poza
potworniakami) w porownaniu do ekspres;ji stwierdzanej w Shh-aktywnych medulloblastoma.
Gen ten jest jednym z koreceptoréw prawdopodobnie wymaganych do poprawnego dziatania
PTCH1. Ponadto, Mille i wsp. (2014) wykazali jego nadekspresje w grupie SHH-aktywnych
guzow medulloblastoma zwigzang z progresjg choroby.

Réwniez geny zawierajgce podjednostke patched (PTCHD1, PTCHD2, PTCHD3)
wykazywaty odmienny wzorzec ekspresji w poszczegolnych podtypach histologicznych.
Podwyzszong ekspresje wykazano dla genu PTCHD1 w czterech grupach GCTs:
potworniaku niedojrzatym, dysgerminoma, raku zarodkowym oraz w guzach mieszanych
jak rowniez w Shh-aktywnym medulloblastoma. Ekspresja genu PTCHD1 obejmuje wiele
tkanek i organdéw przy czym najszerzej obejmuje moézdzek. W literaturze sg rowniez
doniesienia, o zaangazowaniu biatka PTCHD1 w sygnalizacje Hedgehog, poprzez
hamowanie zaleznej od GLI transkrypcji genéw w podobny sposéb jak homologiczne biatka
PTCH1 i PTCH2 [Noor i wsp, 2010]. Ekspresje kolejnego genu zawierajgcego podjednostke
Patched - PTCHDZ2 alias DIPS3 — zaobserwowano do tej pory w kilku nowotworach, m.in.
raku piersi, prostaty, ptuca, watroby czy raku jelita grubego jak roéwniez w analizowanej
w niniejszej pracy podgrupie kontrolnej Shh-aktywnych medulloblastoma [The Human
Protein Atlas; Uhlén i wsp., 2015]. Istniejg rowniez doniesienia o ektopowej ekspresji DISP3,
ktéra sprzyja proliferacji komorek oraz zmienia ekspresje genéw zaangazowanych w procesy

nowotworzenia [Zikova i wsp., 2014]. PTCHDZ2 miat istotnie nizszy poziom ekspresji w GCTs
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w porownaniu z medullobastoma. Przeciwnie, poziom aktywacji PTCHD1 w rdzeniaku
zarodkowym byt porownywalny z guzami germinalnymi. Z wuwagi na liczebnosé
analizowanych przypadkow nie jest mozliwa na obecnym etapie ocena nie tylko znaczenia
ale i pochodzenia tej rozbieznosci. Nie mozna jednak wykluczy¢, Zze wynika ona
z tkankowospecyficznych réznic w ekspresiji.

W dwéch guzach o ztozonych profilach genomowych zaobserwowano duplikacje
fragmentu chromosomu 2 obejmujacego locus genu LRP2 (locus 2q31.1). LRP2 koduje
biatko-2 zwigzane z receptorem lipoproteinowym ( in. megaling) bedgce istotnym czynnikiem
dla ponownego wychwytu wielu ligandéw w tym biatek HH. Badanie sekwencji kodujgce;j
genu LRP2, bedgcego najwiekszym badanym genem w panelu NGS, wykazato szereg
zmian o charakterze substytucji powodujgcej zmiane pojedynczego aminokwasu. Zadna
z opisanych zmian, na podstawie zastosowanych predyktorow in silico, nie zostata
sklasyfikowana jako patogenna Ilub potencjalnie patogenna. Opisano dotychczas
prawdopodobne znaczenie polimorfizméw genu LRP2 jako modyfikatorow przebiegu
choroby m.in. w raku prostaty, sugerujgc, ze mogg one zwieksza¢ aktywnos¢ megaliny a tym
samym zwieksza¢ wychwyt androgendw przyczyniajgcych sie do wzrostu guza [Holt i wsp.,
2008]. Analiza stopnia ekspresji genu LRP2 nie wykazata istotnych zmian w poszczegdélnych

grupach badanych.

Etap trzeci — aktywacja kaskady sygnalizacyjnej szlaku Hh

Trzeci etap kaskady transmisji sygnatu szlakiem Hh obejmuje dwa stany: (A) braku
aktywacji kaskady sygnalizacyjnej Hh, a w konsekwencji braku transkrypcji genow
docelowych (ryc. 12; panel 1, sekcja IllA) oraz (B) stan aktywacji kaskady sygnalizacyjnej
Hedgehog skutkujgcy transkrypcja gendw w jgdrze komérkowym (ryc. 12; panel 2, sekcja
[B).

Wspdlnym elementem obu w.w. stanéw jest biatko SUFU, negatywny regulator
sygnalizacji Hedgehog. Delecje fragmentu genomu (10922.2-.26.3) obejmujacg locus tego
genu zaobserwowano w jednym iGCT typu germinoma. Utrata heterozygotycznosci (LOH;
ang. loss of heterozygosity) w tym regionie (10g24) jest zjawiskiem czesto obserwowanym
w medulloblastoma [Bayani i wsp., 2000]. Ponadto, analiza sekwencji nukleotydowej
technikg NGS wskazata na obecnos¢ substytucji pojedynczego nukleotydu w eksonie
pierwszym, opisang juz w raku tarczycy (COSMIC ID nr COSM6387609). W Swietle
przeprowadzonej analizy in-silico wariant ten zostat zakwalifikowany jako potencjalnie
tagodny. Zamiana niekonserwowanej ewolucyjnie treoniny na proline na samym N-poczatku
biatka SUFU przypada na fragment nieuporzgdkowanej struktury bogatej w proliny

(PDB:4KMD), nie mozna wiec wnioskowacC o wptywie substytucji na budowe czgsteczki
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biatka. Ponadto, z uwagi na trudnosci techniczne zwigzane z sekwencjonowaniem tego
regionu genomu (por. 7.3.), nie mozna wykluczy¢ Ze stwierdzana zmiana jest jedynie
artefaktem reakcji PCR.

Aktywny stan szlaku sygnatowego Hedgehog skutkuje indukcjg ekspresji szereg
gendw, z ktérych najwazniejszymi sg czynniki transkrypcyjne z rodziny GLI. W dwdch
z trzech zastosowanych w niniejszej pracy technikach: aCGH i NGS zaobserwowano zmiany
dotyczgce gendéw kodujgcych czynniki transkrypcyjne GLI2 i GLI3. W przypadkach dwdch
GCTs, guzie pecherzyka zéttkowego oraz germinoma, zanotowano niezrownowazenie
genomu skutkujgce miedzy innymi obecnoscig dodatkowej kopii genu kodujgcego czynnik
transkrypcyjny GLI2. Natomiast analiza sekwencji nukleotydowej technikg NGS wykazata
obecnosc¢ czterech wariantéw sekwencyjnych o nieznanym znaczeniu klinicznym w genach
GLI2 oraz GLI3. Obecna w guzach pochodzgcych od dwéch nastoletnich kobiet:
dysgerminoma miednicy mniejszej i guzie pecherzyka zottkowego zlokalizowanym w jajniku
substytucja ¢.341G>A w genie GLI/3 skutkuje zamiang konserwowanej u kregowcéw reszty
argininy na lizyne we fragmencie N-koncowym biatka o nieznanej strukturze i funkcji. Druga
z mutacji, substytucja dwéch nukleotydéw pod koniec sekwencji kodujgcej gen GL/2, moze
prowadzi¢ do pojawienia sie nowego miejsca splicingu (wg. algorytmu NNsplice
prawdopodobienstwo wzrasta z 0.32 dla sekwencji prawidtowej do 0.90 dla sekwenc;ji
z mutacjg). Trzeci wariant, podwdjna substytucja ¢.3083 3084delinsTT w genie GLI3,
najprawdopodobniej skutkujgcy substytucjg reszty seryny na izoleucyne w pozycji 1028,
zuwagi na wysokg czestoS¢ w populacji kontrolnej oraz wartosci predyktorow in-silico
zostata zakwalifikowana do grupy zmian najprawdopodobniej tagodnych. We wszystkich
w/w wariantach czestos¢ nieprawidtowego allelu (VAF) wynosita ~50%, co wskazuje na ich
prawdopodobne germinalne pochodzenie. Allele zostaty rowniez juz opisane w populaciji
kontrolnej, zas w bazach ClinVar oraz COSMIC figurujg jako zmiany tagodne.

Do grupy konserwowanych ewolucyjnie kinaz zaangazowanych w regulacje
przeksztatcania czynnikéw transkrypcyjnych GLI z form aktywatora do represora sg kinazy
kazeinowe (CK; ang. casein kinase) 1a i 1¢, kinaza syntazy glikogenu 33 (GSK3pB; ang.
glycogen synthase kinase-3) i kinaza biatkowa A zalezna od CAMP (PKA; ang. protein
kinase A; CAMP; cyclic AMP) [Varjosalo i Taipalle, 2008]. Zaréwno PKA jak i CKI regulujg
réwniez akumulacie SMO na powierzchni komérki oraz jego dziatanie w odpowiedzi
na sygnat ligandéw. W niniejszej pracy badano wybrane geny kodujace elementy
w/w kompleksow biatkowych. Analizg objeto geny: CSNK1A1 (ang. casein kinase | isoform
alpha) oraz CSNK1E (ang. casein kinase | isoform epsilon) kodujgce poszczegdlne kinazy
kazeinowe oraz dwa geny PRKACA (kodujgcego podjednostke alfa biatkowej kinazy
aktywowanej c-AMP, ang. protein kinase, cAMP-dependent, catalytic, alpha) oraz PRKACB
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(kodujgcego podjednostke beta biatkowej kinazy aktywowanej c-AMP, ang. protein kinase,
cAMP-dependent, catalytic, beta) kodujgce katalityczne podjednostki alfa i beta PKA.

W niniejszym badaniu stwierdzono pojedyncze zmiany liczby kopii w genach
CSNK1A1, CSNK1E oraz PRKACB, jednakze zadna z nich nie powtorzyta sie wiecej niz dwa
razy. Natomiast trisomia chromosomu 19 obecna w trzech guzach typu germinoma
obejmowata Jlocus genu PRKACA. Gen CSNK1A1 jest przypuszczalnie genem
supresorowym,  kontrolujgcym proliferacje dzieki swojej funkcji gtébwnego regulatora
aktywnosci B-kateniny m.in. w raku jelita grubego i czerniaku [Elyada et al., 2011; Sinnberg
et al., 2010]. Badanie qCPR wykazato wzrost ekspresji mMRNA genu CSNK71E we wszystkich
podtypach histologicznych wzgledem Shh-aktywnych medulloblastoma. Zmiany w ekspresiji
i aktywnosci CK1¢, a takze wystepowanie patogennych zmian zaobserwowano w réznych
doniesienia o lepszych rezultatach leczenia u pacjentéw z wyzszg ekspresjg CK1e np.
w raku ptaskonabtonkowym jamy ustnej, raku piersi i raku jelita grubego [Chen i wsp., 2018].
W niniejszym badaniu wykazano réwniez wykazato spadek ekspresji genu PRKACB
we wszystkich badanych podtypach histologicznych (oprécz potworniaka niedojrzatego).
Ekspresja genu PRKACB zostata powigzana zrdéznym przezyciem pacjentéw
onkologicznych. Zwiekszona ekspresja genu PRKACB (ang. protein kinase cAMP-activated
catalytic subunit beta) jest korzystnym markerem prognostycznym przezycia pacjentéw
z rakiem nerki jak rowniez czynnikiem niekorzystnym u pacjentéw z rakiem watroby [The
Human Protein Atlas; Uhlén iwsp., 2015]. Obnizenie ekspresji PRKACB wykazano

dotychczas w niedrobnokomoérkowym raku ptuca [Chen i wsp., 2013].

Etap czwarty — interakcja ligandu z receptorami transkrypcja genow docelowych

IV etap obejmuje transkrypcje gendéw docelowych, z ktérych najwazniejsze: GLI1,
PTCH1, PTCH2 i HHIP1 zostaty juz omdéwione powyzej. Ich dziatanie obejmuje regulacje
szlaku Hh w oparciu o mechanizm dodatniego sprzezenia zwrotnego za posrednictwem GL/1
oraz ujemnego sprzezenia zwrotnego za posrednictwem PTCH1, PTCH2 i HHIP1 [Katoh
i Katoh, 2009]. Wazng grupe stanowig rowniez geny wspotpracujgcego szlaku WNT, ktorych
liczne zmiany liczby kopii (por. Wyniki, sekcja 6.1.3., tab. 33) oraz zmiany ekspresji zostaty
opisane w niniejszej pracy (por. Wyniki, sekcja 6.3.2.16.3.3., str. 78 i 81). Wykazano réwniez
zmniejszong ekspresje genu BCL2 wzgledem obu zastosowanych kontroli. Nieprawidtowg
ekspresje tego genu kodujgcego regulator apoptozy zaobserwowano w guzach litych, takich
jak rak gruczotu krokowego, piersi czy rak ptuc [Frenzel i wsp., 2009]. Liczne badania
wykazaty, ze wysoki poziom ekspresji genu BCL2 jest negatywnym czynnikiem rokowniczym
u pacjentéw z rakiem tarczycy, czerniakiem, rakiem piersi, prostaty, drobnokomoérkowym

rakiem ptuc, rakiem jelita grubego czy pecherza moczowego [Thomas i wsp., 2013; The
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Human Protein Atlas; Uhlén i wsp., 2015]. Z drugiej strony, podwyzszona ekspresja genu
BCL2 jest korzystnym czynnikiem przezyciowym u pacjentéw z rakiem nerki i rakiem szyjki

macicy [The Human Protein Atlas; Uhlén i wsp., 2015].
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Uwagi koncowe

Przedstawione w niniejszej rozprawie wyniki analiz zmian molekularnych w genach
szlaku Hedgehog majg charakter badan pilotazowych, ktére miaty na celu opracowanie
szczegotowe] metodyki poszczegdlnych analiz uwzgledniajgcej heterogennos$é tej grupy
guzow. Po raz pierwszy podjeto sie oceny zaréwno aktywnosci jak i zmian molekularnych
w poszczegolnych elementach szlaku Hh w guzach germinalnych. Z uwagi na trudnosci
zwigzane z jakoscig archiwalnego materialu tkankowego uzyskane wyniki nalezy
intepretowaé z ostroznoscig. Stanowig one punkt wyjsciowy do dalszych analiz w ramach
realizowanego projektu naukowego NCN, nie tylko poprzez wskazanie elementéw szlaku,
ktore powinny zosta¢ uwzglednione w dalszych analizach ale réwniez wskazujgc
na koniecznos$¢ poszukiwania nowych rozwigzan technicznych stuzgcych do oceny ich zmian
molekularnych. Negatywnie oceniono praktyczne aspekty wykonywalnos$ci analiz w oparciu
0 qPCR, ktory okazat sie technikg nieodpowiednia do analizowanego materiatu. Mimo
modyfikacji metody w oparciu o preamplifikacje uzyskane wartosci Ct byly na granicy
dopuszczalnosci do interpretacji. Rownoczesnie zdobyte doswiadczenie w przeprowadzaniu
analiz technikg NGS z wykorzystaniem unikalnych znacznikéw molekularnych tzw. UMI
pozwala na zaproponowanie alternatywnego rozwigzania. Na dalszych etapach realizacji
projektu badawczego planuje sie przeprowadzi¢ jednoczasowg ocene zmian molekularnych

i stopnia ekspresji genéw szlaku w oparciu o sekwencjonowanie RNA (RNA-seq).
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8. WNIOSKI

1. Sposérdod testowanych technik molekularnych negatywng ocene uzyskata analiza
ekspresji w oparciu o gPCR, ktéra pomimo wprowadzenia modyfikacji metodologii

wymagata znacznej powsciggliwosci przy interpretacji wynikow.

2. Niezréwnowazenie genomu jest zjawiskiem czestym w pediatrycznych wewnatrz-
czaszkowych GCTs, nie obserwuje sie zas zmian patognomonicznych. Niestabilnosc¢
obejmujgca loci niektorych gendéw szlaku, w tym PTCH1, ZIC2 oraz GLI1-3 wystepuje

w niewielkim odsetku guzow.

3. Rzadkos¢ wystepowania wariantéw sekwencyjnych o charakterze patogennym
w obrebie genow kodujgcych biatka zwigzanych ze szlakiem Hh wskazuje,

ze nie odgrywajg one istotnej roli w patogenezie GCTs.

4. Profil ekspresji gendw zwigzanych z sygnalizacja Hh wskazuje na selektywng
aktywacje pojedynczych elementéw, ktéra prowadzic moze do dysregulacji

fizjologicznych procesoéw dojrzewania lub apoptozy.

5. Konieczna jest kontynuacja badan na wigekszej grupie guzéw, z analizg ekspres;ji
wytypowanych gendéw uzupetniong o badanie immunohistochemiczne oraz ocene

korelacji pato-klinicznych.
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10.1. Najwazniejsze geny kodujgce biatka szlaku Hh oraz zespoty genetyczne zwigzane z ich
mutacjami germinalnymi [OMIM, NCBI, UniProt, GHR].

Gen Lokalizacja MIM * Funkcja Powiazana jednostka chorobowa MIM #
BOC 3913.2 608708 |receptor - -
CDON 11924.2 608707 |receptor Holoprosencefalia typ 11 614226
DHH 12913.12 605423 |ligand Czesciowa dysgenezja gonad | 607080
Z neuropatig
46,XY odwrdcenie pici typ 7 233420
GLI1 12913.3 165220 |czynnik Glioblastoma -
transkrypcyjny
efektor
GLI2 2914.2 165230 |czynnik Zespot Culler-Jones’a 615849
transkrypcyjny
efektor Holoprosencefalia typ 9
GLI3 7p14.1 165240 |czynnik Zespot Greiga 175700
transkrypcyjny
Zespot Pallistera-Halla 146510
efektor
polidaktylia A1, B, IV 174200,
174700
GPC3 Xg26.2 300037 |regulator Zespot Simpsona-Golabi-Behmela typ 1 312870
HHIP 4931.21 606178 |regulator - -
IHH 2q35 600726 Brachydaktylia A1 112500
Dysplazja konczyn i gtowy kosci udowej 607778
PTCH1 | 9q922.32 601309 |receptor Zespot Gorlina-Goltza (Zespot znamion | 109400
podstawnokomorkowych)
Holoprosencefalia 610828
SHH 7936.3 600725 |ligand Holoprosencefalia typ 3 142945
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Matoocze z rozszczepem teczowki 611638
Schizencefalia -
SMO 7932.1 601500 |receptor Zespot Curry-Jones’a 601707
SUFU 10924.32 607035 |regulator Zespot Gorlina-Goltza (Zespo6t znamion | 109400
podstawnokomaorkowych)
Rdzeniak zarodkowy 155255
Oponiak 607174
RAB23 | 6p12.1-11.2 606144 |regulator Zespot Carpentera 201000
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10.2. Szczegodtowa lista gendw badanych technikg gPCR

Symbol

Pozycja genu Opis Chromosom
AO01 BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 18
A02 BMP2 Bone morphogenetic protein 2 20p12.3
A03 BMP4 Bone morphogenetic protein 4 14922.2
A04 BMP5 Bone morphogenetic protein 5 6p12.1
A05 BMP6 Bone morphogenetic protein 6 6p24.3
A06 BMP7 Bone morphogenetic protein 7 20q13.31
AQ7 BMP8B Bone morphogenetic protein 8b 1p34.2
AO8 BOC Boc homolog (mouse) 3913.2
A09 BTRC Beta-transducin repeat containing 10924.32
A10 CDON Cdon homolog (mouse) 11924.2
A11 CSNK1A1 Casein kinase 1, alpha 1 5q32
A12 CSNK1E Casein kinase 1, epsilon 22q13.1
BO1 CTNNB1 Catenin (cadherin-associated protein), beta 1, 88kDa 3p22.1
B02 DHH Desert hedgehog 12913.12
B03 DISP1 Dispatched homolog 1 (Drosophila) 1941
B04 DISP2 Dispatched homolog 2 (Drosophila) 15915.1
BO5 ERBB4 V-erb-a erythroblastic Ieulz:\r;:r\])vlral oncogene homolog 4 2434
B06 FAT4 FAT tumor suppressor homolog 4 (Drosophila) 4928.1
B0O7 FBXwW11 F-box and WD repeat domain containing 11 5035.1
B08 FGF9 Fibroblast growth factor 9 (glia-activating factor) 13912.11
B09 FGFR3 Fibroblast growth factor receptor 3 4p16.3
B10 FKBP8 FK506 binding protein 8, 38kDa 19p13.11
B11 FOXE1 Forkhead box E1 (thyroid transcription factor 2) 9922.33
B12 FRMD6 FERM domain containing 6 149221
Co1 GAS1 Growth arrest-specific 1 9921.33
Co02 GLI1 GLI family zinc finger 1 12913.3
Co3 GLI2 GLI family zinc finger 2 2q14.2
co4 GLI3 GLI family zinc finger 3 7p14.1
Co05 GREM1 Gremlin 1 159013.3
Co6 GSK3B Glycogen synthase kinase 3 beta 3913.3
co7 HHAT Hedgehog acyltransferase 1932.2
co8 HHIP Hedgehog interacting protein 4931.21
Cco9 IFT52 Intraflagellar transport 52 homolog (Chlamydomonas) 20q13.12
c10 IHH Indian hedgehog 2935
C11 KCTD11 Potassium channel tetramerisation domain containing 11 17p13.1
C12 LATS1 LATS, large tumor suppressor, homolog 1 (Drosophila) 6925.1
D01 LATS2 LATS, large tumor suppressor, homolog 2 (Drosophila) 13912.11
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D02 LRP2 Low density lipoprotein receptor-related protein 2 29311
D03 MAPK1 Mitogen-activated protein kinase 1 22q11.22
D04 MOBKL1A MOB1, Mps One Binder kinase activator-like 1A (yeast) 4913.3
D05 MTSS1 Metastasis suppressor 1 8924.13
D06 NF2 Neurofibromin 2 (merlin) 22q12.2
D07 NPC1 Niemann-Pick disease, type C1 18g11.2
D08 NUMB Numb homolog (Drosophila) 14
D09 oTX2 Orthodenticle homeobox 2 14922.3
D10 PRKACA Protein kinase, CAMP-dependent, catalytic, alpha 19p13.12
D11 PRKACB Protein kinase, cAMP-dependent, catalytic, beta 1p31.1
D12 PTCH1 Patched 1 9g22.32
EO1 PTCH2 Patched 2 1p34.1
EO2 PTCHD1 Patched domain containing 1 Xp22.11
EO3 PTCHD2 Patched domain containing 2 1p36.22
EO04 PTCHD3 Patched domain containing 3 10p12.1
EO5 RAB23 RAB23, member RAS oncogene family 1p36.22
EO6 RUNX2 Runt-related transcription factor 2 6p21.1
EQ7 SFRP1 Secreted frizzled-related protein 1 8p11.21
E08 SHH Sonic hedgehog 7936.3
EO9 SMo Smoothened, frizzled family receptor 79321
E10 STK3 Serine/threonine kinase 3 8g22.2
E11 STK36 Serine/threonine kinase 36 2935
E12 SUFU Suppressor of fused homolog (Drosophila) 10924.32
FO1 TP53 Tumor protein p53 17p13.1
F02 VEGFA Vascular endothelial growth factor A 6p21.1
FO3 WIF1 WNT inhibitory factor 1 12914.3
FO4 WNT1 Wingless-type MMTYV integration site family, member 1 12913.12
FO5 WNT10A | Wingless-type MMTYV integration site family, member 10A 2935
F06 WNT10B | Wingless-type MMTYV integration site family, member 10B 12913.12
FO7 WNT11 Wingless-type MMTYV integration site family, member 11 11913.5
FO08 WNT16 Wingless-type MMTYV integration site family, member 16 7q931.31
F09 WNT2 Wingless-type MMTYV integration site family member 2 7931.2
F10 WNT2B Wingless-type MMTYV integration site family, member 2B 1p13.2
F11 WNT3 Wingless-type MMTYV integration site family, member 3 17
F12 WNT3A Wingless-type MMTYV integration site family, member 3A 1942.13
GO1 WNT4 Wingless-type MMTYV integration site family, member 4 1p36.12
G02 WNTS5A Wingless-type MMTYV integration site family, member 5A 3p14.3
GO03 WNT5B Wingless-type MMTYV integration site family, member 5B 12p13.33
G04 WNT6 Wingless-type MMTYV integration site family, member 6 2935
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G05 WNT7A Wingless-type MMTYV integration site family, member 7A 3p25.1
GO06 WNT7B Wingless-type MMTYV integration site family, member 7B 22q13.31
GO07 WNTB8A Wingless-type MMTYV integration site family, member 8A 5q31.2
G08 WNT8B Wingless-type MMTYV integration site family, member 8B 10924.31
G09 WNTIA Wingless-type MMTYV integration site family, member 9A 1042.13
G10 WNT9B Wingless-type MMTYV integration site family, member 9B 17921.32
G11 zZic1 Zic family member 1 3924
G12 Zic2 Zic family member 2 13932.2
HO1 ACTB Actin, beta -
HO02 B2M Beta-2-microglobulin -
HO3 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase -
HO4 HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 B
HO5 RPLPO Ribosomal protein, large, PO B
HO6 HGDC Human Genomic DNA Contamination )
HO7 RTC Reverse Transcription Control B
HO08 RTC Reverse Transcription Control -
HO09 RTC Reverse Transcription Control B
H10 PPC Positive PCR Control )
H11 PPC Positive PCR Control )
H12 PPC Positive PCR Control )
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10.3. Szczegotowa analiza profili ekspresji genéw w grupach badanych

Analiza w odniesieniu do profilu ekspresji kontroli negatywnej

Podtyp histologiczny: Teratoma maturum

Geny o zwigkszonej ekspresji Geny o obnizonej ekspresiji
Pozycja Nazwa Genu Krotnosé¢ | Wartos¢ p | Adnotacja Pozycja Nazwa Genu Krotnosé¢ | Wartos¢ p| Adnotacja
B05 ERBB4 30,96 0,015857 - A01 BCL2 -5,05 0,000309 A
B08 FGF9 13,10 0,034237 - D11 PRKACB -5,87 0,000008 A
G12 ZIC2 13,31 0,36717 -
Podtyp histologiczny: Teratoma immaturum
Geny o zwiekszonej ekspresji Geny o obnizonej ekspresiji
Pozycja | Nazwa Genu Krotnos¢ | Wartos¢ p | Adnotacja | Pozycja, Nazwa Genu | Krotnosé¢ | Wartosc¢ p Adnotacja
A03 BMP4 4.10 0.017121 -
A05 BMP5 29.77 0.019574 -
Brak genow o obnizonej ekspres;ji
A06 BMP7 55.72 0.003282 -
A08 BOC 6.03 0.007637 -
B04 DISP2 9.38 0.020929 -
B05 ERBB4 28.82 0.039098 -
B08 FGF9 22.46 0.013624 -
B09 FGFR3 21.81 0.001130 A
B11 FOXE1 8.43 0.018879 -

10. ZALACZNIKI

131



Co1 GAS1 4.77 0.034852 -
Cco8 HHIP 10.58 0.006356 -
D02 LRP2 13.15 0.030706 -
D09 oTX2 10.67 0.026125 -
E02 PTCHD1 12.37 0.022763 -
E05 RAB23 8.62 0.016014 -
EO7 SFRP1 9.36 0.022482 A
E09 SMO 7.18 0.004571 -
Podtyp histologiczny: guzy mieszane
Geny o zwigkszonej ekspresji Geny o obnizonej ekspresiji
Pozycja| Nazwa Genu | Krotnos¢  Wartos¢ p | Adnotacja Pozycja| Nazwa Genu A Krotnos¢ | Wartos¢ p  Adnotacja
B09 FGFR3 28.57 0.008654 A AO1 BCL2 -10.83 0.000000 A
C02 GLI1 417 0.015119 - BO7 FBXW11 -6.98 0.000001 A
E02 PTCHD1 8.43 0.015479 - Co5 GREM1 -4.82 0.015992 A
Cco6 GSK3B -4.72 0.000015 A
D11 PRKACB -16.20 0.000000 A
Podtyp histologiczny: yolk sac tumor
Geny o zwiekszonej ekspresji Geny o obnizonej ekspresiji
Pozycja| Nazwa Genu | Krotnos¢ | Wartos¢ p  Adnotacja | Pozycja| Nazwa Genu | Krotnos¢ | Wartos¢ p | Adnotacja
B05 ERBB4 272.48 0.000014 A A01 BCL2 -10.71 0.000000 A
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C08 HHIP 4.85 0.017014 BO7 FBXW11 -4.63 0.000000 A
C10 IHH 16.54 0.011224 C05 GREM1 -7.44 0.000007 A
D02 LRP2 45.86 0.030959 D11 PRKACB -13.42 0.000000 A
D09 oTX2 15.12 0.003962 EO6 RUNX2 -5.39 0.000045

EO05 RAB23 4.28 0.003694

EO7 SFRP1 15.92 0.004470 A

E09 SMO 5.14 0.020315

G11 ZIC1 6.70 0.014837

Podtyp histologiczny: dysgerminoma

Geny o zwiekszonej ekspresji Geny o obnizonej ekspresiji
Pozycja| Nazwa Genu | Krotnos¢ | Wartos¢ p  Adnotacja Pozycja Nazwa Genu | Krotnos¢ | Wartos¢ p Adnotacja
A06 BMP7 19.97 0.019979 - AO1 BCL2 -11.12 0.000000 A
A09 BTRC 4.68 0.007085 - Co5 GREM1 -13.45 0.000000 A
A12 CSNK1E 5.35 0.000174 - D11 PRKACB -8.30 0.000000 A
B04 DISP2 6.75 0.027061 - E06 RUNX2 -5.40 0.000002 -
B08 FGF9 8.60 0.022282 -
B09 FGFR3 112.73 0.001868 A
B12 FRMD6 6.12 0.019674 A
C02 GLI1 4.54 0.004357 -
D04 MOB1B 4.31 0.039525 -
EO1 PTCH2 5.83 0.000004 A
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E02 PTCHD1 21.26 0.000014 -
E09 SMO 5.56 0.010783 A
F09 WNT2 5.39 0.027753 -
F10 WNT2B 7.50 0.026316 A
F11 WNT3 29.93 0.015325 -
G09 WNT9A 6.00 0.019247 -
Podtyp histologiczny: carcinoma embryonale
Geny o zwiekszonej ekspresji Geny o obnizonej ekspresiji
Pozycja Nazwa Genu Krotnos¢ | Wartos¢ p | Adnotacja  Pozycja Nazwa Genu Krotnosé¢ | Wartos¢ p | Adnotacja
B05 ERBB4 8.40 0.039771 - A01 BCL2 -12.96 0.000000 A
E02 PTCHD1 8.00 0.009156 - BO7 FBXW11 -8.63 0.000000 A
F11 WNT3 6.32 0.042602 - B10 FKBPS8 -5.25 0.000000 A
G03 WNT5B 4.59 0.038599 - Co05 GREM1 -7.75 0.000001 A
Co6 GSK3B -5.93 0.000000 A
D05 MTSS1 -4.01 0.000049
D11 PRKACB -14.48 0.000000 A
EO6 RUNX2 -4.39 0.000004 -

10. ZALACZNIKI

134



Analiza w odniesieniu do profilu ekspresji kontroli pozytywnej

Podtyp histologiczny: Teratoma maturum

Geny o zwigkszonej ekspresji

Geny o obnizonej ekspresiji

Pozycja Nazwa Genu Krotnos¢ | Wartos¢ p | Adnotacja  Pozycja Nazwa Genu Krotnosé¢ | Wartos¢ p | Adnotacja
Brak gendw o obnizonej ekspresji A12 CSNK1E -11.26 0.000003
B04 DISP2 -42.03 0.000000 A
B05 ERBB4 -6.58 0.000000 A
B08 FGF9 -7.59 0.000000 A
Cco8 HHIP -7.82 0.012020 A
D04 MOB1B -4.65 0.002793
D05 MTSS1 -6.31 0.042903 A
D11 PRKACB -6.92 0.000001 A
EO1 PTCH2 -6.79 0.000000 A
G11 Zic1 -34.90 0.000000 A
G12 zZic2 -51.00 0.000000 A
Podtyp histologiczny: Teratoma immaturum
Geny o zwigkszonej ekspresji Geny o obnizonej ekspresiji
Pozycja Nazwa Genu Krotnos¢ | Wartos¢ p | Adnotacja  Pozycja Nazwa Genu Krotnosé | Wartos¢ p | Adnotacja
AO3 BMP4 12.36 0.006739 A12 CSNK1E -5.71 0.000000
A06 BMP7 5.87 0.008118 B04 DISP2 -16.08 0.000000 A
B09 FGFR3 24.88 0.001084 A B05 ERBB4 -7.07 0.000000 A
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B11 FOXE1 6.83 0.021342 B08 FGF9 -4.43 0.000002 A
C11 KCTD11 4.13 0.004656 D05 MTSS1 -6.18 0.000000 A
E06 RUNX2 10.02 0.005936 EO1 PTCH2 -7.34 0.000000 A
FO02 VEGFA 4.35 0.034256 EO3 PTCHD2 -6.27 0.000756
G11 ZIC1 -10.87 0.000000 A
G12 ZIC2 -19.48 0.000000 A
Podtyp histologiczny: guzy mieszane
Geny o zwiekszonej ekspresji Geny o obnizonej ekspresiji
Pozycja Nazwa Genu Krotnos¢ | Wartos¢ p | Adnotacja | Pozycja Nazwa Genu Krotnosé¢ | Wartos¢ p | Adnotacja
B09 FGFR3 32.60 0.008470 A A01 BCL2 -5.89 0.000006 A
E06 RUNX2 5.45 0.016516 A04 BMP5 -11.74 0.000021 A
A08 BOC -6.22 0.000023
A12 CSNK1E -11.64 0.000000 A
B04 DISP2 -28.71 0.000000 A
B07 FBXW11 -4.53 0.000288
B08 FGF9 -40.15 0.000000 A
C06 GSK3B -6.61 0.000002 A
Cc08 HHIP -8.75 0.000000 A
Co09 IFT52 -4.15 0.003438 A
D04 MOB1B -6.57 0.000003 A
D05 MTSS1 -10.57 0.000000 A
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D11 PRKACB -19.09 0.000000 A
EO01 PTCH2 -7.91 0.000000 A
EO03 PTCHD2 -7.79 0.000012
E11 STK36 -6.12 0.000000 A
Podtyp histologiczny: yolk sac tumor
Geny o zwiekszonej ekspresji Geny o obnizonej ekspresiji
Pozycja| Nazwa Genu | Krotnos¢ | Wartos¢ p  Adnotacja | Pozycja| Nazwa Genu | Krotnos¢ | Wartos¢ p | Adnotacja

A03 BMP4 7.21 0.040996 AO1 BCL2 -5.82 0.000000 A

C10 IHH 12.71 0.012369 A04 BMP5 -8.74 0.000003 A

D02 LRP2 17.22 0.035752 A08 BOC -6.65 0.000005

FO7 WNT11 5.63 0.009299 A12 CSNK1E -8.06 0.000000
B04 DISP2 -57.28 0.000000 A
B08 FGF9 -30.71 0.000000 A
Ccos HHIP -7.65 0.000000 A
D05 MTSS1 -8.51 0.000000 A
D11 PRKACB -15.82 0.000000 A
EO1 PTCH2 -6.12 0.000000 A
E02 PTCHD1 -9.54 0.000155
EO03 PTCHD2 -9.47 0.000002
G11 zic1 -89.68 0.000000 A
G12 zZic2 -18.51 0.000000 A
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Podtyp histologiczny: dysgerminoma

Geny o zwiekszonej ekspresji Geny o obnizonej ekspresiji
Pozycja| Nazwa Genu | Krotnos¢ | Wartos¢ p  Adnotacja | Pozycja| Nazwa Genu | Krotnos¢ | Wartos¢ p | Adnotacja

B09 FGFR3 128.59 0.001855 A AO1 BCL2 -6.04 0.000002 A

B12 FRMD6 5.95 0.020498 A A04 BMP5 -36.72 0.000000 A

F09 WNT2 4.14 0.035707 A08 BOC -11.65 0.000005

F11 WNT3 12.76 0.019873 B04 DISP2 -22.33 0.000000 A

G09 WNT9A 4.61 0.024909 B05 ERBB4 -98.53 0.000000 A
B08 FGF9 -11.57 0.000000 A
Cco8 HHIP -18.22 0.000000 A
D05 MTSS1 -5.28 0.000000 A
D11 PRKACB -9.78 0.000000 A
EO01 PTCH2 -4.36 0.000000
E03 PTCHD2 -13.94 0.000001
EO7 SFRP1 -40.62 0.000000 A
G11 zZic1 -31.07 0.000000 A
G12 zZIc2 -243.45 0.000000 A
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Podtyp histologiczny: carcinoma embryonale

Geny o zwigkszonej ekspresji

Geny o obnizonej ekspresji

Pozycja| Nazwa Genu | Krotnos¢ Wartos¢ p| Adnotacja | Pozycja| Nazwa Genu | Krotnos¢ | Wartos¢ p | Adnotacja
E06 RUNX2 4.62 0.029328 AO1 BCL2 -7.04 0.000000 A
G03 WNT5B 4.23 0.041454 A04 BMP5 -8.34 0.000001 A

A08 BOC -7.49 0.000027

A09 BTRC -5.35 0.004203

A12 CSNK1E -27.65 0.000000 A
B04 DISP2 -43.06 0.000000 A
B05 ERBB4 -24.24 0.000000 A
BO7 FBXW11 -5.60 0.000001

B08 FGF9 -28.08 0.000000 A
C06 GSK3B -8.31 0.000000 A
Co08 HHIP -12.26 0.000000 A
D04 MOB1B -9.48 0.000000 A
D05 MTSS1 -14.22 0.000000 A
D08 NUMB -4.76 0.005568 A
D11 PRKACB -17.06 0.000000 A
EO1 PTCH2 -15.73 0.000000 A
EO03 PTCHD2 -8.22 0.000011

EO7 SFRP1 -13.91 0.000000 A
E09 SMO -7.41 0.000004 A
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E11 STK36 -5.40 0.000001
E12 SUFU -4.25 0.006647
F10 WNT2B -4.91 0.000000
G11 ZIC1 -143.92 0.000000
G12 ZIC2 -148.83 0.000000
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10.5. Spis rycin

Nazwa

Rycina 1.
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Rycina 7.

Rycina 8.

Rycina 9.

Rycina 10.
Rycina 11.

Rycina 12.

Tytut

Schematyczne przedstawienie typéw guzéw zarodkowych
Proces obrobki potranslacyjnej biatek z rodziny Hedgehog
Schemat dziatania szlaku sygnalizacyjnego Hedgehog

Wzory uzyte do obliczenia stopnia wyznakowania proébki,
aktywnosci specyficznej oraz wydajnosci reakcji znakowania.

Schemat procesowania danych NGS

Ukfad genéw badanych technikg PCR w czasie rzeczywistym
na ptytce 96-dotkowej

Heat Map przedstawiajgcy wizualizacje zmian krotnosci
ekspresji dla kazdego genu badanego w macierzy miedzy
kontrolg negatywng i pozytywna.

Heat Map przedstawiajgcy wizualizacje zmian krotnosci
ekspresji dla kazdego genu badanego w macierzy w
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kontroli negatywne;j.

Heat Map przedstawiajgcy wizualizacje zmian krotnosci
ekspresji dla kazdego genu badanego w macierzy w
poszczegodlnych podtypach histologicznych GCTs wzgledem
kontroli pozytywne;.

Clustergram vs kontrola negatywna
Clustergram vs kontrola pozytywna

Schemat szlaku Hh (panel A: hamowanie szlaku; panel B:
klasyczna droga w oparciu o aktywacje ligandem;)
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