Rozprawa na stopien doktora nauk medycznych

Lek. Aleksandra Hincz

Ocena potencjalnej wartosci diagnostycznej
| prognostycznej ekspresji produktu genu ALOX-15
i szpikopochodnych komoérek LCA dodatnich
w nowotworach osrodkowego ukiadu nerwowego
oraz roli procesow frakcjonowania izotopowego
w tkance nowotworowej i jej otoczeniu
Praca w ramach projektu ,,InterChemMed - Interdyscyplinarne studia
doktoranckie tédzkich uczelni publicznych”
wspotfinansowanego ze Srodkow Europejskiego Funduszu Spotecznego w ramach Dziatania 3.2

Studia doktoranckie Osi priorytetowej Ill Szkolnictwo wyzsze dla gospodarki i rozwoju
Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwoj 2014-2020 ([1]POWR.03.02.00-00- [2]1029/16)

Promotorzy:
Prof. UM dr hab. n. med. Katarzyna Taran
Prof. dr hab. inz. Piotr Paneth

Uniwersytet Medyczny w todzi
Katedra Onkologii
Zaktad Patomorfologii
Pracownia Frakcjonowania lzotopowego w Procesach Patologicznych
Kierownik Katedry Prof. dr hab. n. med. Radzistaw Kordek

UNIWERSYTET
MEDYCZNY
W LtODZI

Lodz 2022




Serdeczne podziekowania dla:

Pani Profesor UM dr hab. n. med. Katarzyny Taran

za inspiracje, cierpliwos¢ i niezwykle cenne rady

Pana Profesora dr. hab. inz. Piotra Panetha

za opieke naukowg i merytoryczne uwagi

Pana Prof. dr. hab. n. med. Radzistawa Kordka

Kierownika Katedry Onkologii Zaktadu Patomorfologii UM w todzi
oraz

Pana Prof. dr. hab. n.med. Dariusza Jaskoélskiego

Kierownika Oddziatu Klinicznego Neurochirurgii

i Onkologii Centralnego Uktadu Nerwowego

Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego im. N. Barlickiego w Lodzi

za umozliwienie i pomoc w realizacji badan

Zespotu Katedry Onkologii Zaktadu Patomorfologii UM w todzi
Zespotu Oddziatu Klinicznego Neurochirurgii

i Onkologii Centralnego Uktadu Nerwowego

Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego im. N. Barlickiego w todzi
Pani Dr n.med. Elzbiety Satacinskiej-Los

z Kliniki Chirurgii i Onkologii Dzieciecej UM w t.odzi

Pana Dr. inz. Rafata Kaminskiego

z Miedzyresortowego Instytutu Techniki Radiacyjnej

Wydziatu Chemicznego Politechniki todzkiej

Pani Dr n.med. Magdaleny Orzechowskie]

z Zaktadu Kancerogenezy Molekularnej UM w todzi

za pomoc w realizacji badan

Rodzinie za pomoc, wyrozumiatos¢ i wsparcie

2|Strona



Spis tresci

L. WPTOWAAZENIE e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaans 8
1.1. Glejaki - najczestsze nowotwory wewnatrzczaszkowe.......................... 8
1.1.1. Epidemiologia glejakOw. .........coooiiiiiiiiiiiiiii e 9
1.1.2. Podziat gIEJakKOW. .......ccuuuiiiiiiiiiii e 9

1.1.3. Histoklinika glejakow ze szczegb6lnym uwzglednieniem glioblastoma. 16

1.1.4. MikroSrodowiSKO NOWOIWOIU..........ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 17
1.1.5. OtOCZENIE NOWOLWOIU ......eiiiieeeeee e e ettt e e e e e s s e e e e e e e e e eenneeees 18
1.1.6. Obraz makroskopowy i mikroskopowy glejakéw..............ccccooeeeeiiennns 21
1.1.7. Diagnostyka i leczenie glejakOw. ...........cccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 23
1.1.8. Czynniki prognostyczne i predykCyjne. .........couvvvveveieiiiiieeiiiiiieieieieeenen, 27
1.1.9. Profilowanie molekularne............ccccoiiiiiiiiii e 28
1.1.9.1. Mutacje w genach IDHL i IDH2. ........ccccoooiiiiiiiiiiiiei e, 28
1.1.9.2. KodeleCja L1PL1O0.....ccoiiiiiiiiiie et 29
1.1.9.3. Mutacja W genie ATRX. ..ot 30
1.1.9.4. Amplifikacja genu EGFR. .........cccooiiiiiiiiii e, 30
1.1.9.5. Aberracje w obrebie chromosomow 7 i 10.........cccevvviiiiiiiniiiiinnnn, 31
1.1.9.6. Mutacjaw genie TERT. ....ccooiiiiiii e 31
1.1.9.7. Homozygotyczna delecja w genach CDKN2A i CDKN2B............. 31
1.1.9.8. Hipermetylacja promotora MGMT. ........ccooiiiiiiiiiiiiieccec e, 32

1.1.9.9. Podsumowanie profilowania molekularnego i jego wptyw na

AIAGNOSIYKE. ... 33

3|Strona



1.2, SPEKtrOMEetria MAS......ccoiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 35

1.2.1. Spektrometria mas jako metoda badawcza. .............ccccooeeieiiiiiiiinnnnnnn. 35
1.2.2. Historia pomiaréw z wykorzystaniem spektrometrii mas..................... 36
1.2.3. Wykorzystanie Spektometrii Mas. ........ccevvveviiiiiiiiiiiieiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 38
1.2.4. Stabilne izotopy pierwiastkOW. ..........ccooiiiiiiiiiiiii e 41
1.2.4.1 Frakcjonowani€ iZOtOPOWE ........ccoeveruuuuiiiieeeeeeeeeeiiiiee e e e e e e e eeeenaanes 42
1.2.4.2. Pomiar stosunku izotopowego izotopdw stabilnych...................... 44

1.2.5. 1zotopowa spektrometria Mas. ..........ooevvrviiiiiieeeeeeeeee e 45
1.3. Biatka wykorzystane w badaniu glejakow. ...................cccccoeeeiii, 47
1.3.1. Biatko 15-LOX. iiiiiiiiiiiiiieeeeee e 47
1.3.2. BiatkO LCA. ... 52
1.4. Izotopy pierwiastkéw wykorzystane w badaniu glejakéw................... 55
1.4.1. Wegiel i stabilne izotopy tego pierwiastka. ...........ccccvvvviiiiiiiiiieninnnnns 55
1.4.2. Azot i stabilne izotopy tego pierwiastka. ..........cccccvvvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiennnn. 56

2. Zalozenia i CelE PraCy . ............uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 57
2.1, ZAlOZENIA PrACY ........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieb bbb 57

F A O 1 o] =03 Y 58
3. Materialy | MEtOAY ......uiiii i 59
A MaAterialy ... 59

I 0 /11 o T 63

4|Strona



3.2.2. Metodyka pomiarow sktadu izotopowego ..........ccevviiiviiiiiiiiiiinieeeennnn, 66
LY 11 70
4.1. Wyniki oceny immunoekspresji badanych biatek................................ 70
4.1.1. Immunoekspresja biatka 15-LOX........ooooiiiiiii 70
4.1.2. Immunoekspresja biatka LCA. ..., 71

4.2. Wyniki pomiaréw stosunku izotopowego stabilnych izotopow azotu

iweglaw glejakach. ... 73
4.2.1. Sktad izotopowy CENtrUM QUZA. ......cooveeeiiiiiiiiice e 74
4.2.2. Sktad izotopowy Obrzeza guza. ..........coooeeeeieiiiii 75

4.2.3. Sktad izotopowy makroskopowo niezmienionych tkanek otaczajgcych

4.2.4. Analiza porownawcza skfadu izotopowego wegla w badanych

[OKAIIZACTACK. ... 77

4.2.5. Analiza poréwnawcza sktadu izotopowego azotu w badanych

[OKANIZACJACK. .....ccoeiiee e ————- 77

4.2.6. Analiza poréwnawcza stosunku masowego N/C w badanych

[OKAIIZACIACK. ...ttt 78
4.3. Wyniki analizy StatyStyCZNe]. ........uuuuuuuimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeaeees 78
4.3.1. Wyniki analizy statystycznej immunoekspresji badanych biatek......... 78
4.3.1.1. Wyniki analizy statystycznej immunoekspresji biatka 15-LOX......79
4.3.1.2. Wyniki analizy statystycznej immunoekspresiji biatka LCA. .......... 88
G T I R o] =1 = Vo = SR 97

5|Strona



4.3.2. Wyniki analizy statystycznej pomiaréw izotopowych. ...........cc.......... 100

4.3.2.1. Wyniki analizy statystycznej pomiaréw stosunku izotopowego

4.3.2.2. Wyniki analizy statystycznej pomiaréw stosunku izotopowego
e At N PSSP OUPRSTPR 103

4.3.2.3. Wyniki analizy statystycznej pomiaréw stosunku masowego N/C.

.................................................................................... 103

4.3.2.4. KOTEIACE. ....cc e 111
4.3.2.5. Analizy sktadowych gtéwnych grupowania przestrzennego. ...... 115
4.3.3. Podsumowanie wynikow analizy statystycznej. ...........c.vveiiiinnnnnn. 122

4.3.3.1. Podsumowanie wynikow analizy statystycznej immunoekspresji
badanych DiatekK. ... 122

4.3.3.2. Podsumowanie wynikéw analizy statystycznej pomiarow

IZOTOPOWYCH. . 125
5. DY SKUSJA. ciiiiiiiiiiiiiiieee ettt 128
LY o 1= < R 148
7. Bibliografiai netografia. .......ccccooveiiiiiiiii s 149
B AN S . e 172

8.1. Alfabetyczny wykaz skrétow i akroniméw wykorzystanych w tekscie.

............................................................................................ 172
8.2. SPIS tAbEl. .o 175
8.3. SPIS WYKI@SOW. .......coiiiiiiiiiiiie e 176
8.4. SPIis diagramOW. ...........iiiiiiiiiii e 178

6|Strona



8.5. SPIS fOLOGIafii. cuuueeeeiieie e 178

B.6. SPIS IYCIN. i et 179
0. SHIBSZCZENIE. ..ttt 180
9.1. Streszczenie w jezyku polskim. ..................cccciiii 180
9.2. Streszczenie w jezyku angielskim — abstract. ..............ccccccveeenn, 186

7|Strona



1. Wprowadzenie
1.1. Glejaki - najczestsze nowotwory wewnatrzczaszkowe

Glejaki (ang.: gliomas) sg nowotworami ztosliwymi osrodkowego uktadu
nerwowego (OUN), wywodzacymi sie z komorek, petnigcych funkcje
podporowg i odzywczg. Stanowig liczng i niejednorodng grupe nowotwordw,
ktorych typy roznig sie miedzy sobg pochodzeniem, lokalizacjg, stopniem
ztosliwosci histologicznej (ang.: grade) oraz podtozem molekularnym. Glejaki
stanowig najczestszg grupe nowotworéow OUN u oséb dorostych (Kapoor
& Gupta, 2020), charakteryzujgca sie nie w petni przewidywalnym przebiegiem
i w wiekszosci duzg agresywnoscia.

Efekty leczenia chorych z glejakami nie sg zadowalajgce a wyleczalnos¢
niska w stosunku do podejmowanych wysitkéw terapeutycznych. Gtéwnymi
przyczynami takiego stanu rzeczy sg pojawienie sie objawow dopiero
w zaawansowanych stadiach choroby, niekorzystna lokalizacja zmian oraz
lekoopornosé. W glejakach o najwyzszym stopniu ztosliwosci histologicznej
nawet przy zastosowaniu najnowoczesniejszych metod terapeutycznych
w wigkszosci przypadkow nie udaje sie osiggngc¢ przezycia powyzej 2 lat (Stupp
i in., 2005). Wskaznik 5-letniego przezycia dla glioblastoma waha sie
w granicach 5% (Ostrom i in., 2014). Najczesciej jednak chorzy umierajg
w ciggu roku. Pomimo ze w ostatnich latach notuje sie spadek zachorowalnosci
na glejaki u dorostych, procentowy udziat rozpoznan glejaka wielopostaciowego
w tej grupie wcigz wzrasta (K. Li, Lu, i in., 2018), co w powigzaniu
z niekorzystnym rokowaniem czyni glioblastoma modelowym obiektem licznych
badan naukowych nad glejakami (Mehani i in., 2022; Mitre i in., 2022; Torrisi
iin., 2022), a poszukiwanie nowych aspektow ztozonej biologii tego nowotworu
i innych, niz dotychczas ujawnione, czynnikdw rokowniczych staje sie
narastajgca potrzebg wspoétczesnej onkologii. Odpowiedzig na to wyzwanie jest
najnowsza V wersja klasyfikacji Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang: World
Health Organization, WHO) nowotworéw OUN, ktéra w istotnym stopniu
zmienia podejscie do glejakow. Pomimo ze ukazata sie w ostatniej fazie
tworzenia prezentowanej pracy doktorskiej, zdecydowano sie poszerzycC
pierwotne analizy o dostepne aspekty ewaluacji rowniez w kontekscie nowych
wytycznych.
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1.1.1. Epidemiologia glejakow

Czestos¢ wystepowania glejakdw rosnie wraz z wiekiem, osiggajgc szczyt
miedzy czwartg a szdéstg dekadg zycia (Kumar i in., 2019). Obecny wskaznik to
od 4,67 do 5,73 zachorowan na 100 000 oséb (Ostrom i in., 2014).
Prawdopodobnie dzigki coraz czestszemu wykrywaniu ich na wczesnym etapie
rozwoju i coraz szybszemu wdrazaniu leczenia, stosunek $miertelnosci do
zachorowalnosci na nowotwory ztosliwe osrodkowego uktadu nerwowego spada,
ale sg one nadal przyczyng okoto 3% zgondw, a rocznie z ich powodu umiera
okoto 2800 os6b (Kordek & Jassem, 2019, s. 299).

Najwiekszg grupe nowotworow ziosliwych osrodkowego uktadu
nerwowego stanowig glejaki. Przyczyny powstawania tych guzéw nie zostaty
w petni poznane i wcigz trwajg proby ujawnienia informacji dotyczacych biologii
tych nowotwordw, ktérych znajomos¢ mogtaby przyczyni¢ sie do obnizenia
zachorowalnosci i Smiertelno$ci.

Dotychczasowymi  znaleziskami medycyny opartej na faktach
(ang.: evidence based medicine, EBM) bylo powigzanie wzrostu ryzyka
pojawienia sie nowotworéw ztodliwych OUN pochodzenia glejowego
z promieniowaniem jonizujgcym (Brustle i in., 1992; Patel i in., 2019), zwtaszcza
u pacjentéw po radioterapii w dziecinstwie (Kitanaka i in., 1989) oraz z niektorymi
zaburzeniami genetycznymi, w tym nerwiakowtdkniakowatoscig (Rodriguez i in.,
2013), zespotem Li-Fraumeni, stwardnieniem guzowatym, zespotem Lyncha,
chorobg Olliera i zespotem Maffuci'ego (Davis, 2018). Mimo iz zbadano takze
wiele innych czynnikéw, ich zwigzek z rozwojem guzéw OUN nie zostat

potwierdzony w sposob bezposredni (Ostrom i in., 2014, 2018).

1.1.2. Podziat glejakéw

Podziat glejakdbw wg lokalizacji pozwala na wyrdznienie guzow
nadnamiotowych (70% przypadkéw u osoéb dorostych) i podnamiotowych
(75% guzoéw u dzieci). Oprocz wewngtrzczaszkowego wzrostu obserwuje sie

niekiedy glejaki w kanale kregowym (Seki i in., 2015). Dodatkowym podziatem,
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doprecyzowujgcym lokalizacje zmiany jest odniesienie sie do konkretnych
struktur anatomicznych OUN.

Glej, z ktérego wywodzg sie i od ktorego biorg swojg nazwe glejaki, sktada
sie z wielu roznorodnych morfologicznie komorek, do ktérych zaliczy¢ mozna
miedzy innymi astrocyty, oligodendrocyty i komérki ependymalne. Obraz
mikroskopowy glejakdw znaczgco rozni sie w zaleznosci od kierunku
roznicowania. Tradycyjnie, glejaki, pod wzgledem morfologii dzielg sie na
(Kordek i in., 2007, s.302-304):

o (glejaki pochodzenia zarodkowego, czyli rdzeniaki
(ang.: medulloblastoma),

e glejaki pochodzenia astrocytarnego, czyli gwiazdziaki (ang.: astrocytoma)
i glejak wielopostaciowy (ang.: glioblastoma),

e glejaki gleju skgpowypustkowego, czyli skgpodrzewiaki
(ang.: oligodendroglioma)

e glejaki gleju wysciotkowego, czyli wyscidtczaki (ang.: ependymoma)

Aktualnie, ze wzgledu na rozwoj badan nad molekularnym podtozem
nowotwordw, podziat ten stracit na znaczeniu.

Klasyfikacja, ktéra bierze pod uwage zaréwno stopieh ziosliwosci
histologicznej guza jak i odrebnosci molekularne poszczegolnych nowotworow,
zostata stworzona w 2016 roku przez Swiatowg Organizacje Zdrowia, stajgc sie
Swiatowym standardem diagnostyki, wymiernie przektadajgcym sie na decyzje
kliniczne w indywidualnych przypadkach.

Obecna klasyfikacja jest efektem ewolucji poglagdow na biologie
nowotworéw OUN i przez lata zmieniata swojg forme i zakres w zalezno$ci od
aktualnych trendéw i doniesien ze Swiata nauki (Scheithauer, 2009). Jej pierwsza
edycja powstata w 1979 roku jako inicjatywa lekarzy oraz naukowcéw, majgcych
na celu unifikacje rozpoznan medycznych, bez wzgledu na kraj pochodzenia
pacjenta. W swojej pierwotnej formie skupiata sie tylko i wytgcznie na
wyznacznikach histopatologicznych, jednak wraz z uptywem lat, w kolejnych
edycjach ktadziono coraz wiekszy nacisk na najnowsze odkrycia biologii
molekularnej.

W 2016 roku, wraz z wprowadzeniem IV edycji klasyfikacji WHO, w sposdb

diametralny zmieniono podejscie do biologii nowotworéw OUN i wyodrebniajgc
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poszczegolne jednostki, opisano ich podtoze molekularne. W ten sposéb, do
diagnostyki  guzow  osrodkowego ukfadu nerwowego obok cech
histopatologicznych, po raz pierwszy w historii, wprowadzono profilowanie
molekularne (Komori, 2022). W grupie glejakéw, wzieto pod uwage zaburzenia

molekularne, o przedstawionym nizej charakterze (Hoshide & Jandial, 2016) :

e mutacje w genach kodujgcych dehydrogenazy izocytrynianowej 1 i 2
(ang.: isocitrate dehydrogenase 1 and 2, IDH1 i IDH2)

e kodelecje 1p/19q

e mutacje regulatora transkrypcji ATRX (ang.: alpha thalassemia/mental
retardation syndrome X-linked gene)

e mutacje lizyny w pozycji 27 histonu 3 (ang.: histone H3 lysine 27
methylation, H3 K27M)

Najnowsza V wersja klasyfikacji WHO nowotworow OUN z 2021 roku
w istotnym stopniu zmienia podejscie do glejakéw. Poszerzono informacije
0 podtozu molekularnym guzoéw oraz dokonano istotnych zmian w ich podziale
I nazewnictwie. Niektore, dotychczas rozpoznawane, zmiany przestaty istniec,
a w ich miejsce pojawity sie nowe. Dodatkowo, podzielono glejaki na ograniczone
i rozlane, dorostych (ang.: adult-type gliomas) i dzieci (ang.: pediatric-type
gliomas). Informacje dotyczgce glejakdéw z obu powyzszych klasyfikacji, zawarto
w tabelach 1i 2 (Louisiin., 2016, 2021).

Argumentami, przemawiajgcymi za zmianami, byty znaleziska naukowe,
wskazujgce na wyzszosSC znaczenia prognostycznego oraz terapeutycznego
wskaznikow molekularnych nad histologicznymi (Louis i in., 2016). Mimo iz
wyktadniki morfologiczne i obraz mikroskopowy, wedtug aktualnych wytycznych
WHO nie sg juz gtdwnym czynnikiem decydujgcym o rozpoznaniu, wcigz
pozostajg w uzyciu, gdyz pozwalajg na rdznicowanie miedzy sobg wielu
jednostek chorobowych, zaréwno nowotworowych jak i nienowotworowych oraz
przyczyniajg sie do okreslenia stopnia ztosliwos$ci histologicznej (ang.: grading)
wedtug przyjetej przez Swiatowg Organizacje Zdrowia czterostopniowej skali
(grade 1-4).
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Tabela 1. Fragment klasyfikacji nowotworéw OUN, dotyczacy glejakdw, wedtug

WHO, edycja IV, 2016. Wersja oryginalna.

KLASYFIKACJA WHO IV EDYCJA 2016

Diffuse astrocytic and oligodendroglial tumours
diffuse astrocytoma, IDH-mutant
diffuse astrocytoma, IDH-wildtype,
diffuse astrocytoma, NOS (ang. not otherwise specified)
anaplastic astrocytoma, IDH-mutant
anaplastic astrocytoma, IDH-wildtype
anaplastic astrocytoma, NOS
glioblastoma, IDH-wildtype
glioblastoma, IDH-mutant
glioblastoma, NOS
diffuse midline glioma, H3 K27M-mutant
oligodendroglioma, IDH-mutant and 1p/19g-codeleted
oligodendroglioma, NOS
anaplastic oligodendroglioma, IDH-mutant and 1p/19g-codeleted
anaplastic oligodendroglioma, NOS
oligoastrocytoma, NOS

anaplastic oligoastrocytoma, NOS

Other astrocytic tumours
pilocytic astrocytoma
subependymal cell astrocytoma
pleomorphic xanthoastrocytoma

anaplastic pleomorphic xanthoastrocytoma
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Tabela 2. Fragment klasyfikacji nowotworéw OUN, dotyczacy glejakow, wedtug

WHO, edycja V, 2021. Wersja oryginalna.

KLASYFIKACJA WHO V EDYCJA 2021

Adult-type diffuse gliomas:
astrocytoma, IDH-mutant
oligodendroglioma, IDH-mutant, and 1p/19g-codeleted

glioblastoma, IDH-wildtype

Pediatric-type diffuse low-grade gliomas:
diffuse astrocytoma, MYB- or MYBL1-altered
angiocentric glioma
polymorphous low-grade neuroepithelial tumor of the young

diffuse low-grade glioma, MAPK pathway-altered

Pediatric-type diffuse high-grade gliomas:
diffuse midline glioma, H3 K27-altered
diffuse hemispheric glioma, H3 G34-mutant
diffuse pediatric-type high-grade glioma, H3-wildtype and IDH-wildtype

infant-type hemispheric glioma

Circumscribed astrocytic gliomas:
pilocytic astrocytoma
high-grade astrocytoma with piloid features
pleomorphic xanthoastrocytoma
subependymal giant cell astrocytoma
chordoid glioma

astroblastoma, MN1-altered

13|Strona



Zmiany w nazewnictwie i kryteriach diagnostycznych spowodowaty
pojawienie sie wielu postawionych przed lekarzami, wyzwan, obejmujgcych przede
wszystkim potrzebe odejScia od znanego schematu postepowania. Czes¢
rozpoznan nowotworow ztosliwych, ujetych w najnowszej klasyfikacji, opiera sie w
duzej mierze na diagnostyce molekularnej, co w przypadku mniejszych osrodkow
diagnostycznych, bez mozliwosci wykonania owych oznaczen, nastrecza
problemdéw lub wprost uniemozliwia postawienie ostatecznego rozpoznania.
Korelacja pomiedzy dotychczasowymi rozpoznaniami, zgodnie z klasyfikacjig WHO
z 2016 roku, a oceng wg najnowszej V klasyfikacji, jest trudna z uwagi na obecne
potozenie tak wielkiego nacisku na badania molekularne. W przypadku braku
informacji na temat petnego profilu molekularnego guza reklasyfikacja jest prawie
niemozliwa. Biorgc to pod uwage, podtrzymano istnienie pojecia NOS (ang.: not
otherwise specified) dla rozpoznan, w ktérych nie ma mozliwosci okreslenia profilu
molekularnego oraz wprowadzono NEC (ang.: not elsewhere specified) dla
przypadkow, niewpisujgcych sie w Zzadng 2z zaproponowanych diagnoz.
Wykorzystanie tych rozpoznan zaleca sie jednak tylko w wyjatkowych przypadkach.

V klasyfikacia WHO 2z 2021 roku dzieli glejaki na ograniczone
(ang.: circumscribed astrocytic gliomas), do ktérych zaliczamy miedzy innymi
gwiazdziaki wiosowatokomorkowe oraz glejaki rozlane typu dzieci (ang.: pediatric-
type diffuse gliomas) i typu dorostych (ang.: adult-type diffuse gliomas), ktore
podzielono dodatkowo na trzy kategorie: gwiazdziaki (astrocytoma, IDH-mutant),
skgpodrzewiaki (oligodendroglioma, IDH-mutant, and 1p/19g-codeleted) oraz
glejaki wielopostaciowe (glioblastoma, IDH-wildtype).

Podstawowymi kryteriami, pozwalajgcymi na postawienie rozpoznania
w Swietle najnowszej klasyfikacji WHO, sg obecnos¢ mutacji IDH1/2 i kodeleciji
1p/19q (Louis i in., 2021). W przypadku guzow o statusie wildtype, czyli tych
w ktérych nie stwierdza sie mutacji w genach IDH1/2, rozpoznaniem,
w wiekszoéci przypadkéw, bedzie glioblastoma, IDH-wildtype. Guzy o statusie
mutant, czyli takie, w ktérych stwierdza sie mutacje w genach IDH1/2, w zalezno$ci
od obecnosci kodelecji 1p/19q mogg zosta¢ przyporzgdkowane albo do grupy
astrocytoma, IDH-mutant albo do grupy oligodendroglioma, IDH-mutant, 1p/19q
codeleted. W literaturze pojawity sie juz pierwsze prezentacje powigzan pomiedzy
dwiema klasyfikacjami (Whitfield & Huse, 2022), a jedna z nich zostata

przedstawiona na rycinie 1.
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1.1.3. Histoklinika glejakoéw ze szczeg6lnym uwzglednieniem glioblastoma

NajczeSciej wystepujgcg wsrod glejakdbw grupg sg gwiazdziaki
(ang: astrocytomas), z najwazniejszym z nich, z uwagi na najczestsze
wystepowanie i najpowazniejsze rokowanie - glejakiem wielopostaciowym.

Gwiazdziaki u dorostych lokalizujg sie zazwyczaj w potkulach mozgu,
w wiekszos$ci w ptacie czotowym (Larjavaara i in., 2007). Najwieksza ich cze$¢
zalicza sie do glejakéw rozlanych.

Gwiazdziaki o pierwszym stopniu ztosliwosci histologicznej nalezg do
odrebnej grupy - glejakéw ograniczonych - ze wzgledu na ich odmienne,
korzystne, w stosunku do glejakdéw rozlanych rokowanie.

Glejaki ograniczone charakteryzujg sie powolnym tempem rozwoju i nie
obserwuje sie w ich przypadku tendencji do naciekajgcego wzrostu, w zwigzku
z czym leczenie chirurgiczne przynosi w tej grupie bardzo dobre wyniki,
a wskaznik 10-letniego przezycia siega 95%. Do tego podtypu zaliczamy
nowotwory o 1 i 2 stopniu ztosliwosci histologicznej. Zdecydowanie czesciej
pojawiajg sie one u dzieci niz u osob dorostych, a najpowszechniejszym
zaburzeniem molekularnym w tej grupie jest mutacja w genie BRAF (J. Chen
& Dabhiya, 2020).

Glejaki rozlane obejmujg bardzo heterogenng grupe nowotworow,
w ktérych sktad wchodzg gwiazdziaki, skgpodrzewiaki i glejak wielopostaciowy.
Guzy te charakteryzujg sie nieregularnym, naciekajgcym wzrostem.
W zaleznosci od swoich cech morfologicznych, tempa proliferacji oraz
charakterystycznego profilu molekularnego mogg cechowac sie drugim, trzecim
oraz czwartym stopniem ztosliwosci histologicznej (grade). Najwazniejszym
czynnikiem diagnostycznym oraz rokowniczym, decydujgcym o dalszym
postepowaniu terapeutycznym jest obecno$¢ mutacji w genach IDH-1 i IDH-2.

Glejaki rozlane to przyktad nowotworéw ztosliwych, ktére cechujg sie
gtébwnie wzrostem i naciekaniem lokalnym i w ktérych przypadku przerzuty
stwierdzane sg niezwykle rzadko (Torrisi i in., 2022). Niezaleznie od tego sg one
niezwykle agresywne, a mikrosrodowisko w ktérym sie rozwijajg i bezposrednie

otoczenie, ktére modulujg, promuje ich wzrost i hamuje odpowiedz obronng
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organizmu w sposéb pozwalajgcy na wzmozong proliferacje i ograniczajgcy

dostepne mozliwosci terapeutyczne.

1.1.4. Mikrosrodowisko nowotworu

Mikrosrodowisko  jest obszarem  zlokalizowanym  bezposrednio
w sgsiedztwie komorek nowotworowych, ktéry cechuje duza heterogenicznos$é
oraz zroznicowanie pod wzgledem wchodzacych w jego skiad komoérek
i oddziatywujgcych w nim czynnikow chemicznych. Definiuje sie je jako
Srodowisko, w ktérym znajdujg sie komorki nowotworowe i w obrebie ktérego
istniejg liczne reakcje pomiedzy komoérkami nowotworowymi a podscieliskiem,
komponentg immunologiczng oraz innymi nienowotworowymi komadrkami,
znajdujgcymi sie w jego obrebie (Arneth, 2019; Torrisi i in., 2022).

Najnowsze badania wskazujg, ze mikrosrodowisko jest niezwykle wazne
w procesie nowotworzenia (Buonfiglioli & Hambardzumyan, 2021). Analizy tego
obszaru, zaréwno jako catosci jak i pojedynczych komérek oraz cytokin w nim
wystepujgcych staty sie w ostatnich latach tematem wielu dyskusiji, a badania nad
ich wptywem na przebieg i progresje choroby rozwijajg sie niezwykle
dynamicznie (Aubryiin., 2015; Cuiiin., 2020; Rahimi Koshkaki i in., 2020; Rodini
iin., 2018).

Pojawiajg sie takze doniesienia, ze to wiasnie mikrosrodowisko w sposdb
znaczgcy wspiera rozwoOj nowotworu (Arneth, 2019) oraz przyczynia sie do
powstawania najwiekszej liczby wznow (Clavreul i in., 2015; Petrecca i in., 2013).

Wptyw mikrosrodowiska ttumaczony jest przez wiele hipotez, a pod uwage

brane sg przede wszystkim:

e wystepowanie w mikrosrodowisku komérek macierzystych nowotworu
(ang.: glioblastoma stem-like cells, GSCs), cechujgcych sie duzag
opornoscig na zastosowane leczenie (Angelucci i in., 2018)

e dziatanie immunosupresyjne mikrosrodowiska (Dallavalasa i in., 2021,
Hernandez i in., 2021)

e promowanie tempa wzrostu komorek nowotworowych
(Buonfiglioli & Hambardzumyan, 2021; Torrisi i in., 2022)
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Pod wzgledem histologicznym mikrosrodowisko sktada sie z macierzy

pozakomorkowej, cytokin, naczyn oraz komorek - zarobwno nowotworowych jak

I nienowotworowych, sposrod ktorych najliczniej reprezentowane sg komorki

uktadu immunologicznego (Buonfiglioli & Hambardzumyan, 2021; Hernandez

i in., 2021) do ktérych zaliczamy przede wszystkim:

makrofagi zwigzane z guzem (ang.: tumor-associated macrophages,
TAMS), w ktérych sktad wchodzg szpikopochodne makrofagi LCA(+), 15-
LOX(+/-) oraz komérki mikrogleju

szpikopochodne komorki supresorowe (ang.: myeloid-derived suppressor
cells, MDSCs), LCA(+), bedgce heterogenng grupg niedojrzatych komaérek
linii mieloidalnej

limfocyty naciekajgce guz (ang.: tumor-infiltrating lymphocytes, TILS),
LCA(+)

komoérki NK (ang.: natural killers), LCA(+)

neutrofile, LCA(+)

WsSrod komorek spoza uktadu immunologicznego, rowniez wchodzgcych

w sktad mikrosrodowiska nowotworu, nalezy wymienic:

komérki macierzyste nowotworu - mate grupy komérek nowotworowych,
posiadajgcych zdolnosci proliferacji, samoregeneracji oraz réznicowania
(Singhiin., 2003)

komorki glejowe (astrocyty i oligodendrocyty) oraz neurony

fibroblasty zwigzane z guzem (ang.: cancer-associated fibroblasts, CAFs)

Mikrosrodowisko obrzeza guza przechodzi ptynnie w jego otoczenie, ktore

przez swoj bliski kontakt z komdérkami nowotworowymi i mnogos$¢ procesow

w nim zachodzgcych réwniez ma wptyw na proces nowotworzenia.

1.1.5. Otoczenie nowotworu

Otoczenie nowotworu jest to obszar w bezposrednim sgsiedztwie guza,

ktérego morfologia i znaczenie nie sg jeszcze do kohca poznane i wyjasnione.

Juz teraz wiadomo jednak, ze w kontekscie rozwoju i dalszego wzrostu
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nowotworu, nie pozostaje ono bez znaczenia, co dokumentuje rosngca liczba
badan naukowych (Lemée i in., 2015; Tamura i in., 2018).

Chemicznie i histologicznie obszar otoczenia rozni sie zaréwno od
centrum guza jak i tkanki prawidtowej (Tamura i in., 2018). Stanowi ono bardziej
strefe przejsciowg pomiedzy nimi i mimo ze makroskopowo przypomina
prawidtowy mozg, mikroskopowo widoczne sg takze pojedyncze komorki
nowotworowe, a obok nich reaktywne astrocyty, makrofagi zwigzane z guzem,
szpikopochodne komorki supresorowe, limfocyty oraz komorki podscieliska.
Nawet jesli nie stwierdza sie wystepowania w otoczeniu guza samych komoérek
nowotworowych, wcigz zauwazalne sg zmiany i reorganizacja biochemiczna,
inna niz w prawidtowej tkance (D’Alessio i in., 2016).

Pojawiajg sie takze doniesienia, ze prawidtowe komorki wystepujgce
w otoczeniu nowotworu, majgc kontakt z egzosomami, wydzielanymi przez
komoérki nowotworowe, podlegajg zmianom molekularnym (Ledford, 2014), co
potencjalnie moze swiadczyé o ich transformacji i nastepczemu wsparciu
progresji nowotworu. Ta reakcja otoczenia moze doprowadza¢ do rozwoju
wzmozonej agresywnosci i przyspieszonego wzrostu guza (Geribaldi-Doldan
iin., 2020).

Rozlegtos¢ obszaru, kryjgcego sie pod pojeciem otoczenia nowotworu, nie
jest do konca zdefiniowana i zazwyczaj opiera sie na okresleniu go w badaniach
obrazowych. W literaturze pojawiajg sie juz artykuly wskazujgce na to, ze
najwieksze znaczenie ma powierzchnia od marginesu nowotworu do 2-3 cm
w kierunku prawidtowej tkanki, gdyz to wtasnie tam wedtug doniesien dochodzi
do 90% wznow (Angelucci i in., 2018; Clavreul i in., 2015; Lemée i in., 2015).
Obszar ten jest najlepiej widoczny w badaniu mikroskopowym, ktére pozwala na
okreslenie marginesu guza z wiekszg niz ocena makroskopowa dokfadnoscig.

Jest wiele hipotez, mdéwigcych o przyczynie tak duzego wptywu otoczenia
na progresje choroby. W wiekszosci przeplata sie watek wystepowania w tym
miejscu komérek macierzystych nowotworu, charakteryzujgcych sie wysokimi
zdolnosciami samoregeneracji i proliferacji oraz bedgcych opornymi na rutynowe
leczenie i powodujgcych wznowe nawet po wycieciu chirurgicznym (Angelucci
iin., 2018). Zaleznos¢ komoérek nowotworowych, ich mikrosrodowiska

i otoczenia wzgledem siebie zostata zaprezentowana na rycinie 2.
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1.1.6. Obraz makroskopowy i mikroskopowy glejakéw

Glejaki cechuje roznorodnos¢ morfologii w obrazie zaréwno
makroskopowym jak i mikroskopowym.

Glejaki ograniczone przyjmujg zazwyczaj regularny ksztatt i sg dobrze
odgraniczone od otoczenia. W czesci przypadkow majg forme torbielowata.
Przyktadem nowotworu z tej grupy jest gwiazdziak wilosowatokomodrkowy,
w ktérego obrazie mikroskopowym zauwazy¢ mozna dwubiegunowe komorki
z dtugimi, cienkimi wypustkami. Nierzadko widoczne sg rowniez eozynofilne
widkna Rosenthala i mikrotorbiele. W obrazie mikroskopowym nie stwierdza sie
martwicy ani znaczgcej atypii (Kordek & Jassem, 2019; Kumar i in., 2019).

Glejaki rozlane makroskopowo prezentujg sie najczesciej jako nieostro
odgraniczone od otoczenia szare masy, naciekajgce okoliczng tkanke.
W najwyzszym, czwartym stopniu ztosliwosci histologicznej, obserwuje sie obraz
"motyla” tj. do$¢ symetryczne zajecie obu potkul w stosunku do linii posrodkowe;j.
Wyglad pola ich przekroju zalezy od utkania guza. Guzy o 2 i 3 stopniu ztosliwosci
bedg zazwyczaj mato spoiste lub galaretowate, natomiast w przypadku stopnia
4 zauwazalne bedzie zréznicowanie obrazu makroskopowego w zwigzku
z obecnoscig martwicy (barwa zoétta), pol utkania nowotworu (barwa szara),
krwotokéw (barwa czerwona i brgzowa), a takze torbieli, wypetnionych masami
martwiczymi (Kumar i in., 2019). Materiat pooperacyjny, zawierajgcy utkanie
glejaka, zostat przedstawiony na fot. 1.

Obraz mikroskopowy glejakow rozlanych réznit sie bedzie w zaleznosci od
stopnia ztosliwosci histologicznej nowotworu. Im bedzie on wyzszy, tym wyzsza
bedzie gestos¢ komdrkowa i bardziej widoczne cechy atypii. Granica pomiedzy
guzem a otaczajgcymi tkankami, ze wzgledu na naciekanie, bedzie niewyrazna.

Ocena mikroskopowa glejakéw rozlanych opiera sie na ewaluaciji:

e atypii oraz istnienia nieprawidtowych mitoz
e ocenie stopnia proliferacji z wykorzystaniem Ki-67
e obecnosci proliferacji mikronaczyniowych

e cech martwicy, a w szczegélnosci martwicy palisadowej
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Fot. 1. Materiat pooperacyjny, utrwalony w formalinie, pochodzacy z guza

osrodkowego uktadu nerwowego. Zdjecie z archiwum autorki.

Glejak wielopostaciowy, bedacy najczesciej rozpoznawanym glejakiem
(czwarty stopien ztosliwosci histologicznej), zbudowany jest z duzych komorek,
ktérych gesto$¢ w obrebie zmiany jest wzmozona w stosunku do tkanki
prawidtowej oraz guzéw o nizszym stopniu ztosliwosci. Zauwazalny jest znaczny
pleomorfizm, zaréwno komdrkowy jak i jadrowy, heterochromazja
(nierbwnomierne rozmieszczenie chromatyny w jadrze) i hiperchromazja
(nadbarwliwo$¢) jader. Dodatkowo zaobserwowa¢ mozna obecnos¢ wysokiego
indeksu jgdrowo-cytoplazmatycznego, a takze wysokg aktywnos$¢ mitotyczng
z duzym odsetkiem nieprawidtowych figur podziatu. Jedng z najwazniejszych
sktadowych architektoniki glejaka wielopostaciowego jest obecnosc proliferacji
mikronaczyniowych (ang.: microvascular proliferation, MVP), charakteryzujgcych
sie zarbwno wzmozong angiogenezg - 0 czym sSwiadczy bogate
mikrounaczynienie mikrosrodowiska i tkanek otaczajgcych guz (D’Alessio i in.,
2016) - jak i rozrostem komorek endotelialnych istniejgcych juz naczyn
(Das & Marsden, 2013). Dodatkowo zaobserwowa¢ mozna obszary martwicy,

najczesciej palisadowej, w ktérej bezkomoérkowe pola otoczone sg palisadg
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komérek nowotworowych (Kumar i in., 2019). Obraz mikroskopowy glejaka

wielopostaciowego przedstawiony zostat na fot. 2.

Fot. 2. Obraz mikroskopowy glejaka wielopostaciowego (barwienie
hematoksyling i eozyng - H&E, powiekszenie 200x). W centrum widoczna
martwica palisadowa. Zdjecie z bazy obrazéw mikroskopowych, stworzonych

w toku badan.

Immunohistochemiczny markerem komorek glejaka jest kwasne biatko
widkienkowe (ang.: glial fibrillary acidic protein, GFAP) (Ahmadipour i in., 2020)
oraz wimentyna (VIM) (Zhao i in., 2018). Pozytywna reakcja nie upowaznia

jednakze sama w sobie do rozpoznania tego nowotworu.

1.1.7. Diagnostykai leczenie glejakéw

Pierwszym elementem diagnostyki glejakoéw jest badanie neurologiczne,

a nastepnie neuroobrazowanie, umozliwiajgce uwidocznienie patologicznej masy
w obrebie struktur OUN. Podstawowym narzedziem, spetniajagcym to zadanie,
jest obrazowanie metodg rezonansu magnetycznego (ang.: magnetic resonance
23| Strona



imaging, MRI), najlepiej przed i po podaniu dozylnemu S$rodka
kontrastowego! (Kordek & Jassem, 2019).

Badanie to uwazane jest za jedng z najlepszych, nieinwazyjnych metod
diagnostyki. Powinno by¢ wykonywane zaréwno przed operacjg w celu
uwidocznienia patologii jak i po operacji w celu oceny doszczetnosci zabiegu
i obejmowacC zaréwno obrazowanie T1-zalezne, jak i T2-zalezne (Kordek
& Jassem, 2019).

W obrazowaniu T1l-zaleznym istota biata ukazuje sie jako obszary
hiperintensywne, a istota szara i ptyn moézgowo-rdzeniowy jako obszary
hipointensywne. W obrazowaniu T2-zaleznym istota biata ukazuje sie jako
obszary hipointensywne, a istota szara i ptyn mézgowo-rdzeniowy jako obszary
hiperintensywne 2. Glejaki w zaleznosci od swojego stopnia ztosliwosci
histologicznej, w obrazowaniu T1-zaleznym bedg albo dobrze odgraniczonymi od
otoczenia, hipointensywnymi masami z przestrzeniami torbielowatymi
(w przypadku gwiazdziakow witosowatokomorkowych) albo niewyraznie
naciekajgcymi sgsiednie tkanki, rozlanymi obszarami (w przypadku pozostatych
zmian z tej grupy). W zaleznosci od intensywnos$ci wzmocnienia kontrastowego,
mozliwe jest wstepne wnioskowanie co do stopnia zaawansowania zmiany - guzy
0 nizszym stopniu ztosliwos$ci histologicznej majg tendencje do bycia obszarami
hipointensywnymi, podczas gdy te o wyzszej - hiperintensywnymi 1.

Kolejnym etapem, o charakterze zaréwno diagnostycznym jak
i terapeutycznym, jest zabieg operacyjny. Wyciecie guza jest jednoczesnie
pozyskaniem materiatu do badan histopatologicznych, umozliwiajgc tym samym
postawienie ostatecznego rozpoznania w oparciu 0 ewaluacje obrazu
mikroskopowego zmiany. Doszczetno$¢ wyciecia jest takze czynnikiem
rokowniczym, niestety nieostre odgraniczenie nowotworu od otoczenia
i obecnosc licznych, mniejszych ognisk guza, rozproszonych w okolicznej tkance,
to cechy, ktérych ocena makroskopowa jest trudna i ktére utrudniajg uzyskanie

pozgdanego wyniku operacji. Pozostate po niedoszczetnym wycieciu utkanie

! https://www.aans.org/en/Patients/Neurosurgical-Conditions-and-Treatments/Astrocytoma-
Tumors, dostep 01.05.2022
2https://pl.wikipedia.org/w/index.php?title=Obrazowanie_metod%C4%85_rezonansu_magnetyc
znego&oldid=62216581, dostep 01.02.2021
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nowotworu jest przyczyng nawrotow choroby, a takze stopniowego
odroznicowania sie nowotworu. Z uwagi na lokalizacje zmian dgzenie do
catkowitej resekcji z marginesem zdrowych tkanek moze wigzac sie z ryzykiem
powaznych powikfan, w tym zgonu 3.

Spektrum najczestszych niepozgdanych efektéw obejmuje miedzy innymi
niedowtady i porazenia konczyn, zaburzenia mowy, wzroku, stuchu, czy tez
zmiany osobowosci 4. Komplikacje te mozna minimalizowag, korzystajgc z metod
mapowania, umozliwiajgcych wyznaczenie potozenia w mdézgu najwazniejszych
funkcjonalnie osrodkdéw, a nastepnie srodoperacyjna ich kontrola. Metodami
najczesciej wykorzystywanymi do tego typu procedur sg czynnosciowy rezonans
magnetyczny oraz obrazowanie tensora dyfuzji °.

Glejaki, zwtaszcza o wysokim stopniu ztosliwosci histologicznej,
charakteryzujg sie duzg agresywnoscig oraz stabg odpowiedzig na zastosowane
leczenie. Obecnie u pacjentéw rutynowo stosuje sie metody skojarzone, tgczace
leczenie chirurgiczne, radioterapie i chemioterapie (Sayegh i in., 2014; Silantyev
iin., 2019), lecz w zwigzku z rozwojem metod biologii molekularnej coraz czesciej
wdraza sie leczenia celowane (Esparragosa iin., 2018).

Radioterapia, w przypadku glejakéw, jest stosowana zazwyczaj jako
leczenie uzupetniajgce przy niedoszczetnym wycieciu guza. Stosuje sie jg
rowniez w celu zmniejszenia masy nowotworowej i  ciSnienia
wewngtrzczaszkowego. Metoda ta, sama w sobie, nie pozwala na wyleczenie,
a jej efekty sg zazwyczaj krotkotrwate 6. Czescig leczenia  adjuwantowego
u chorych na glejaki jest rowniez chemioterapia. Istnieje wiele protokotéw,
zarébwno monoterapii jak i wielolekowych schematéw, majgcych na celu
wywotanie cytotoksycznosci w obrebie guza. W zaleznosci od wykorzystywanej
substancji, cytostatyki podawane sg drogg dozylng, doustng lub dotetnicza.
Wsrdéd najczesciej wykorzystywanych zwigzkéw wymienia sie lomustyne,
karmustyne, prokarbazyne, nimustyne, fotemustyne, temozolomid, irynotekan,

topotekan i winkrystyne ©.

8 http://lwww.mp.pl/social/article/270928, dostep 02.05.2022

4 http://www.mp.pl/social/article/270928, dostep 02.05.2022

5 http://www.mp.pl/social/article/60937, dostep 24.04.2022

6 https://glioma-center.com/o-metodach-leczenia/radioterapia/, dostep 02.05.2022
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Leczenie biologiczne - immunoterapia, jest obecnie coraz czesciej
wykorzystywane w leczeniu choréb nowotworowych. Pozwala ono na osiggniecie
lepszych efektdw terapeutycznych i zmniejszenie ilosci skutkdw ubocznych
w stosunku do konwencjonalnych metod. W przypadku glejakow, a doktadniej
glejakdw wielopostaciowych, immunoterapia jest elementem licznych programow
lekowych. Wynika to w duzej mierze z faktu odkrycia bardzo waznej roli
mikrosrodowiska nowotworu i dowiedzenia wyjgtkowych zdolnosci komorek
nowotworowych do hamowania odpowiedzi immunologicznej organizmu
w trakcie procesu nowotworzenia, co stwarza punkt uchwytu do wykorzystania
nowych metod leczniczych.

W Stanach Zjednoczonych od 2009 roku do leczenia pacjentow
z glejakiem wielopostaciowym wykorzystuje sie bewacyzumab - humanizowane
przeciwciatlo monoklonalne, fgczace sie z czynnikiem wzrostu s$rédbtonka
naczyn (ang.: vascular endothelial growth factor, VEGF) i hamujgce angiogeneze
(Diaz iin., 2017).

Dodatkowo na catym $wiecie wsréd metod leczenia biologicznego,
bedacych aktualnie na etapie badan klinicznych wymienia sie (McGranahan i in.,
2019; Yu & Quail, 2021):

o terapie z wykorzystaniem komorek linii mieloidalnej (ang.: myeloid
targeted therapies)

¢ inhibitory punktéw kontroli odpowiedzi immunologicznej (ang.: immune
checkpoint inhibitors, ICIs)

e szczepionki

e terapie z wykorzystaniem chimerowych receptoréw antygenowych
(ang.: chimeric antigen receptor therapies, CAR therapies)

Mimo tak wielu stosowanych metod terapeutycznych nalezy pamietac, ze
procedury te majg zazwyczaj jedynie charakter paliatywny, majgcy na celu
poprawe jakosci i nieznaczne wydtuzenie zycia pacjenta, a nie jego wyleczenie
(Batash iin., 2017; Herfarth i in., 2001). W przypadku glejaka wielopostaciowego
sytuacja taka ma charakter jedynie kazuistyczny (Caruso i in., 2017),
a u zdecydowanej wiekszosci chorych po wyczerpaniu wszystkich dostepnych

schematéw leczenia, w niedlugim czasie dochodzi do nawrotu choroby
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(Sathornsumetee i in., 2007). Nadzieje na poprawe rokowania daje howoczesne
leczenie biologiczne oraz celowane, bedgce istotne gtownie w przypadku
pacjentow ze stwierdzonymi zaburzeniami molekularnymi w obrebie wybranych
gendw. Pojawiajg sie takze doniesienia o prébach klinicznych z wykorzystaniem

komérek macierzystych (Alcantara Llaguno i in., 2009).

1.1.8. Czynniki prognostyczne i predykcyjne

W glejakach zbadano wiele potencjalnych czynnikéw, ale tylko
w przypadku nielicznych z nich udato sie udokumentowaé ich znaczenie
rokownicze.

Najwazniejszym czynnikiem prognostycznym w glejakach jest stopien
ztosliwosci  histologicznej nowotworu (grade). W najwyzszym 4 stopniu
ztosliwosci histologicznej, 5-letnie przezycie wynosi obecnie okoto 5% (Delgado-
Lopez & Corrales-Garcia, 2016).

Kolejnym bardzo istotnym aspektem jest wiek pacjenta - przyjmuje sie, ze
im jest on wyzszy tym gorsze rokowanie (Corell i in., 2018; Davis, 2018; Pignatti
i in., 2002). Najdtuzszy czas przezycia obserwuje sie u chorych w wieku
rozwojowym (Bucci i in., 2004), co ma zwigzek ze zréznicowaniem czestosci
wystepowania typdéw histopatologicznych w réznych przedziatach wiekowych.

W wielu przypadkach czynniki prognostyczne i predykcyjne zazebiajg sie,
zwilaszcza jesli mowa o dokonanych w ostatnich latach postepach w zakresie
metod diagnostyki biologii molekularnej i udowodnienie zwigzku wielu zmian
genowych na przebieg choroby u pacjentéw, a tym samym rozpoczecie prac nad
terapiami celowanymi.

W odniesieniu do wptywu, jaki wywierajg mutacje okreslonych genow na
rokowanie i odpowiedz na leczenie u pacjentow, zdecydowano sie wprowadzic¢
cze$¢ z nich jako element klasyfikacji nowotworéw osrodkowego ukfadu
nerwowego wg WHO, a nawet uzalezni¢ postawienie diagnozy od konkretnego
profilu molekularnego.

Obecnie profilowanie molekularne staje sie coraz czestsze i zaczyna

stawac sie nieodtgcznym elementem rutynowej diagnostyki. Nalezy jednak
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zaznaczy¢, ze pomimo prognozowania opartego o ocene uznanych czynnikow
prognostycznych i predykcyjnych, proces chorobowy przebiega inaczej

u kazdego pacjenta.

1.1.9. Profilowanie molekularne

Profilowanie molekularne, dzieki okresleniu charakterystycznych dla
danego przypadku zmian genetycznych, pozwala na rozwdj medycyny
spersonalizowanej, dostosowanej do indywidulanego chorego. Sprzyja to
ewolucji w podejsciu do wyboru metod leczenia, co w przysziosci moze
zaowocowac przetomem w leczeniu nowotwordw (Q. Zhang i in., 2020).

Metodami wykorzystywanymi do okreslenia zmian genomowych sg
reakcja tancuchowa polimerazy (ang.: polymerase chain reaction, PCR),
fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (ang.: fluorescent in situ hybrydyzation,
FISH), metody immunohistochemiczne (ang.: immunohistochemistry, IHC)
i mikromacierze. Ze wzgledu na brak dostepnosci powyzszych metod
diagnostycznych w czesci placowek, zajmujgcych sie diagnostykg, ich
wykorzystanie jest czesto ograniczone (Q. Zhang i in., 2020), co w praktyce

skutkuje mniej indywidulanym podejsciem do terapii niz oczekiwane.

1.1.9.1. Mutacje w genach IDH1 i IDH2

Jednym z najwazniejszych odkry¢ poczynionych w dziedzinie profilowania
molekularnego w grupie nowotworéw osrodkowego uktadu nerwowego byto
stwierdzenie istnienia korelacji pomiedzy mutacjami dehydrogenazy
izocytrynianu IDH1 i IDH2 a agresywnoscig przebiegu procesu chorobowego
oraz dlugoscig czasu przezycia pacjenta (Christians i in., 2019; Hartmann i in.,
2010).

28| Strona



W  warunkach prawidtowej ekspresji genéw IDH powstajg
homodimeryczne biatka, katalizujgce przemiane izocytrynianu do a-ketoglutaratu
(ang.:a-keto-glutarate, a-KG). W przypadku wystgpienia mutacji, zamiast
funkcjonalnych enzymow pojawia sie onkometabolit - 2-hydroksyglutarat
(ang.:2-hydroxyglutarate, 2-HG), majgcy wptyw na proliferacje nowotworu
(Bhavya i in., 2020).

Istniejg przestanki méwigce o bezposrednim wptywie mutacji IDH 1/2 na
promocje nowotworzenia, poprzez zaburzenia regulacji metabolizmu
komorkowego i zapoczatkowanie zmian w szlakach sygnatowych, wptywajgcych
na proliferacje (Miller i in., 2017). W nowotworach pochodzenia astrocytarnego,
obecnos$¢ aberracji uwaza sie za korzystny czynnik prognostyczny - pacjenci,
u ktérych sie pojawiajg charakteryzujg sie zazwyczaj nizszym wiekiem i mniej
agresywnym przebiegiem choroby (Davis, 2018; Han i in., 2020).

Zgodnie z nomenklaturg guzy z obecnoscig mutacji w genach IDH okresla
sie jako IDH-mutant, natomiast te niewykazujgce zmian jako IDH-wildtype.
W Swietle najnowszej V klasyfikacji WHO pojecie IDH-wildtype w aspekcie

glejakow rozlanych typu dorostych jest zarezerwowane dla glioblastoma.

1.1.9.2. Kodelecja 1p19q

Kodelecja ramion 1p i 199 jest zaburzeniem chromosomalnym,
zwigzanym z korzystniejszym przebiegiem choroby (Marunoiin., 1999; Rasheed
i in., 1999). Polega ono na obecnosci niezrownowazonej translokacji, z delecjg
krotkiego ramienia chromosomu 1 i dtugiego ramienia chromosomu 19. Klinicznie
wigze sie to z dluzszym czasem przezycia pacjentdéw oraz lepszg odpowiedzig
na zastosowane leczenie (Kong i in., 2020).

Aktualnie, wedlug wytycznych WHO, obecnos¢ kodelecji 1p19q jest

wymagana do wyodrebnienia z grupy glejakow - skgpodrzewiakow.
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1.1.9.3. Mutacja w genie ATRX

Zmiany molekularne, zwigzane z genem regulatorowym transkrypciji
ATRX, powodujg dysfunkcje telomerdw i utrate stabilnosci genomowe.

Spotyka sie je u 75% pacjentow z glejakami o 2 i 3 stopniu ztosliwosci
histologicznej, a ich obecnosc¢ wigze sie z gorszym rokowaniem (Nandakumar
iin., 2017).

Zmiany te w wielu przypadkach wspofistniejg z mutacjami w genie IDH-1
i wykluczajg sie z kodelecjg 1pql9 (Davis, 2018), w zwigzku z czym nie sg
rozpoznawane u pacjentdéw ze skgpodrzewiakami i w podobny sposéb jak
kodelecja 1p19q pozwalajg nam wyodrebni¢ te wiasnie grupe sposrod innych

glejakdw.

1.1.9.4. Amplifikacja genu EGFR

Receptor naskorkowego czynnika wzrostu (ang.: epidermal growth factor
receptor, EGFR) to glikoproteina przezbtonowa, bedgca czionkiem rodziny
receptoréw kinaz tyrozynowych. Jest zaliczana do potencjalnych onkogenow,
a jej najwiekszy zwigzek w grupie nowotworéw pochodzenia glejowego stwierdza
sie z glejakiem wielopostaciowym (Saadeh i in., 2018).

Zmiany w obrebie genu kodujgcego EGFR, o charakterze amplifikaciji,
wigzg sie ze zwiekszong proliferacjg, angiogenezg i inwazjg (Saadeh i in., 2018).
Udowodniono réwniez, ze nieprawidtowosci przewodzenia sygnatu z receptora
naskorkowego czynnika wzrostu majg wptyw na przebieg choroby nowotworowej
i mogg stac sie potencjalnym celem terapeutycznym (Eskilsson i in., 2018; Hao
& Guo, 2019; Saadeh iin., 2018).
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1.1.9.5. Aberracje w obrebie chromosoméw 7i 10

Zgodnie z literaturg zdecydowana wiekszoS¢ przypadkow glejaka
wielopostaciowego wykazuje aberracje chromosomalne pod postacig trisomii 7
I monosomii 10 (+7/-10) (Lopez-Gines i in., 2005). Pojawiajg sie one juz
w poczatkowych fazach procesu nowotworzenia i wigzg sie z niekorzystnym

rokowaniem (Cimino i in., 2018).

1.1.9.6. Mutacja w genie TERT

Mutacja w obrebie genu odwrotnej transkryptazy telomerazy
(ang.: telomerase reverse transcriptase, TERT), bedgcej podjednostkg
licznych badan wykazano jej znaczenie w glejakach (Zheng i in., 2022),
okreslajagc jg zarowno jako wskaznik prognostyczny, jak i predykcyjny (Vuong
iin., 2017; Yuaniin., 2016).

Obecnos¢ zmian molekularnych w obrebie genu TERT obserwuje sie
najczesciej u chorych z rozpoznaniem glejaka wielopostaciowego
i skgpodrzewiaka, co wigze sie z gorszym rokowaniem niz u pacjentéw bez
stwierdzonej mutacji (Yuan i in., 2016).

W literaturze pojawiajg sie rowniez wzmianki na temat potencjalnego
wptywu mutacji w genie TERT nie tylko na przebieg choroby nowotworowej, lecz

takze na samo jej powstawanie (Walsh i in., 2015; Yuan i in., 2016) .

1.1.9.7. Homozygotyczna delecja w genach CDKN2A i CDKN2B

Geny inhibitora cyklinozaleznej kinazy 2A (ang.: cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A, CDKNZ2A) i inhibitora cyklinozaleznej kinazy 2B (ang.: cyclin-
dependent kinase inhibitor 2B, CDKN2B) kodujg biatka odpowiedzialne za
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prawidtowe funkcjonowanie biatka p53, bedgcego regulatorem wielu procesow
komorkowych, w tym naprawy DNA i apoptozy, potocznie zwanego "straznikiem
genomu"”.

Homozygotyczna delecja w obrebie genow CDKNZ2A i CDKN2B ze
wzgledu na uposledzenie prawidtowej roli biatka tp53 wigze sie z gorszym
rokowaniem i z tego wzgledu w aktualnej klasyfikacji nowotworéw osrodkowego
uktadu nerwowego stata sie czynnikiem majgcym wptyw na okreslenie stopnia
zaawansowania histologicznego rozlanych glejakow typu dorostych, IDH-mutant
(L. E. Huang, 2022).

1.1.9.8. Hipermetylacja promotora MGMT

Sposréd zaburzeh molekularnych, w kontekscie terapeutycznym, wazna
jest rowniez ocena metylacji metylotransferazy = O6-metyloguaniny
(ang.:0-6-methylguanine methyltransferase, MGMT).

MGMT zaliczany jest do enzymdéw naprawczych DNA, a jego brak lub
niedobdr przyczynia sie do apoptozy. W aspekcie nowotworéw osrodkowego
uktadu nerwowego jego ekspresja zaliczana jest do grupy czynnikow
predykcyjnych, gdyz warunkuje odpowiedz na zastosowane leczenie
chemioterapeutyczne lekami alkilujgcymi, gtéwnie temozolomidem (Klonowicz,
2007; Rao i in., 2018).

Komorki glejaka, ktére charakteryzujg sie wystepowaniem hipermetylaciji
promotora MGMT, sg bardziej wrazliwe na dziatanie lekéw alkilujgcych i tym
samym pacjenci z tym zaburzeniem majqg lepsze rokowanie (Bell i in., 2018; Wick
i in., 2014). Zwigzane jest to z mniejszg, ze wzgledu na mutacje, ekspresjg
enzymu MGMT, wykazujgcego funkcje naprawcze zmetylowanego DNA, ktérego
ilos¢ wzrasta przy stosowaniu temozolomidu. Przy niedoborach
metylotransferazy O6-metyloguaniny nie dochodzi do naprawy uszkodzonego
przez lek DNA, w zwigzku z czym zwiekszona jest cytotoksycznos¢ preparatu
i wzmozona apoptoza komorek nowotworowych (Klonowicz, 2007).

Szacuje sie, ze metylacja metylotransferazy O6-metyloguaniny wystepuje
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u 35-45% pacjentéw z glejakami o wysokim stopniu ztosliwosci i u 80% chorych

z guzami o niskim stopniu ztosliwosci (Davis, 2018).

1.1.9.9. Podsumowanie profilowania molekularnego i jego wplyw na

diagnostyke

Klasyfikacja nowotworéw osrodkowego uktadu nerwowego wediug WHO
oprocz oceny histologicznej opiera sie w duzej mierze na profilowaniu
molekularnym, majgcym Sciste odzwierciedlenie w rokowaniu (Whitfield & Huse,
2022). Jest to skomplikowany, wieloetapowy proces, wymagajgcy duzego
zaplecza diagnostycznego z mozliwoscig wykonywania oznaczen najnowszymi
metodami biologii molekularne;.

Pierwszym krokiem w ewaluacji glejakéw rozlanych typu dorostych jest
diagnostyka w kierunku obecnosci mutacji IDH, dzielgc te grupe na zmiany IDH-

mutant i IDH-wildtype.

1.1.9.9.1. Postepowanie diagnostyczne z nowotworami o charakterze
IDH-mutant

W glejakach rozlanych typu dorostych o profilu IDH-mutant (adult-type
diffuse gliomas) dokonuje sie podziatu na dwie grupy - skapodrzewiaki, IDH-
mutant z kodelecjg 1p19q (oligodendroglioma, IDH-mutant, 1p19qg codeleted)

oraz gwiazdziaki, IDH-mutant (astrocytoma, IDH-mutant), biorgc pod uwage:

e obecnos¢ mutacji w genie ATRX

e obecnos¢ kodelecji 1p/19q

Otrzymane wyniki pozwalajg na analize profilu molekularnego nowotworu
i ustalenie rozpoznania. Charakterystyczne zmiany molekularne obu typow

nowotwordéw zostaty przedstawione w tabeli 3.

33| Strona



Tabela 3. Charakterystyczne réznice molekularne pomiedzy oligodendroglioma,

IDH-mutant, 1p19q codeleted a astrocytoma, IDH-mutant.

oligodendroglioma, IDH- astrocytoma, IDH-
mutant, 1p19qg codeleted mutant

mutacje w obrebie
gendéw IDH1/2

mutacja w obrebie
genu ATRX

kodelecja 1p/19q

Nastepnie, w przypadku obu rozpoznan, niezbedne jest okreslenie stopnia

ztosliwosci histologicznej nowotworu. W oligodendroglioma, IDH-mutant, 1p19q
codeleted ze wzgledu na brak udowodnionych naukowo czynnikow
molekularnych, majgcych przetozenie na rokowanie, odbywa sie to wytgcznie na
podstawie oceny obrazu histologicznego, a nowotwory mogg charakteryzowaé
sie drugim lub trzecim stopniem ztosliwosci histologicznej (Komori, 2022).
Rozpoznanie astrocytoma, IDH-mutant obejmuje natomiast trzy stopnie
ztosliwosci histologicznej - grade 2, 3 oraz 4. Zgodnie z zaleceniami WHO

oznaczeniami pozwalajgcymi na wytonienie grade 4 sposrdod catej puli pacjentéw
sa:

e obecnosé¢ cech histologicznych typowych dla glioblastoma (ogniska
martwicy i/lub proliferacja mikronaczyniowa) przy profilu IDH-mutant

e obecnosé¢ mutacji CDKN2A/B - w przypadku homozygotycznej delecji
w obrebie tego genu nowotworowi przypisuje sie 4 stopien ztosliwosci
histologicznej, a gdy jest on prawidtowy mamy do czynienia ze stopniem
2 lub 3 (L. E. Huang, 2022).
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1.1.9.9.2. Postepowanie diagnostyczne z nowotworami o charakterze
IDH-wildtype

Nowotwory  IDH-wildtype o0 charakterystycznym dla glejaka
wielopostaciowego obrazie mikroskopowym (ogniska martwicy i/lub proliferacja
mikronaczyniowa) zostajg automatycznie rozpoznane jako glioblastoma, IDH-
wildtype. Przy braku przekonujgcych cech histologicznych nalezy przeprowadzi¢
ocene charakterystycznego dla glioblastoma profilu molekularnego pod katem
(Komori, 2022):

e obecnosci mutacji w genie TERT

e obecnosci amplifikacji w genie EGFR

e obecnosci aberracji chromosomalnej w postaci trisomii 7 i monosomii 10
(+7, - 10)

W  przypadku stwierdzenia zmian genetycznych w ktérymkolwiek
z wymienionych wyzej genéw, mimo braku charakterystycznych cech
mikroskopowych, mozna postawi¢ rozpoznanie glejaka wielopostaciowego
(Whitfield & Huse, 2022). Jesli natomiast nie wykazano ich obecnosci nalezy
poszukiwaé diagnozy poza grupg glejakdéw rozlanych typu dorostych lub tez
w przypadku niezgodnosci z zadnym z profildw molekularnych zdecydowac sie

na rozpoznanie z kategorii NEC.

1.2. Spektrometria mas

1.2.1. Spektrometria mas jako metoda badawcza

Spektrometria mas jest jedng z najbardziej przydatnych i uniwersalnych
metod analitycznych, polegajgcych na pomiarze stosunku masy do tadunku
elektrycznego badanego jonu (Gross, 2011). Mimo ze od wielu lat jest szeroko
wykorzystywana i ceniona w wielu innych obszarach badan, dopiero od niedawna
zaczeta cieszyC sie zainteresowaniem naukowcow prowadzgcych badania
nowotwordw o implikacjach klinicznych (Taran, 2015; Taran, Frgczek, Kaminski,
iin., 2015; Taran, Frgczek, Sikora-Szubert, i in., 2016; Taran, Fragczek, Sitkiewicz,
iin., 2016; Teaiin., 2016).
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1.2.2. Historia pomiaréw z wykorzystaniem spektrometrii mas

Narzedziem spektrometrii mas jest spektrometr masowy. Jego
skonstruowanie poprzedzone byto wieloma waznymi odkryciami naukowymi
i rozwojem wiedzy w dziedzinie fizyki i chemii, ktére dokonaty sie gtdwnie w XIX
wieku. Badania nad tadunkami elektrycznymi, przewodzeniem prgdu oraz
okreslenie definicji jonu przez Faradaya (Faraday, 1834), a nastepnie odkrycie
elektronu przez Thomsona (Thomson, 1897) wymusity rozwoj metod, majgcych
na celu badanie owych zjawisk. Pierwszym etapem na drodze do powstania
spektrometru mas byto scharakteryzowanie i wprowadzenie definicji promieni
katodowych, a nastepnie kanatowych przez Goldsteina w 1886 roku, co stato sie
podwaling fizyki atomowej i pozwolito na rozwdj badan nad atomami i ich ruchem.
Istnienie promieni katodowych udowodniono na podstawie analizy zjawiska
swiecenia rury Crooka naprzeciwko katody, natomiast promieni kanatowych,
zwanych inaczej anodowymi, w wyniku dalszych badan i obserwacji nad
zjawiskiem w rurce. Promienie kanatowe poruszaty sie w przeciwnym Kierunku
do promieni katodowych, w zwigzku z czym wysunieto hipoteze, ze majg
przeciwny tadunek. Tym samym promienie katodowe zostaty uznane za ujemnie
natadowane, natomiast kanatowe za dodatnio natadowane, co niedtugo pdzniej
zostato ostatecznie potwierdzone. Odkrycie to spowodowato szersze
zainteresowanie naukowcow tym tematem, co poskutkowato wysunieciem przez
Thomsona teorii 0 mozliwosci obliczenia stosunku masy do tadunku
elektrycznego czgsteczki, w oparciu o promienie katodowe, sktadajgce sie
z ujemnie natadowanych czgstek.

Kolejne lata przyniosty wiele badan i informacji na temat wspomnianych
promieni. Odkrywcami w tej dziedzinie byli J.J.Thomson i W.Wien. Prace Wiena
potwierdzaty natadowanie czgstek konkretnym fadunkiem elektrycznym,
zawieraty okreslenie masy elektronu oraz co najwazniejsze potwierdzaty wptyw
zarowno pola magnetycznego jak i elektrycznego na rozdzielenie obu typow
promieni (Wien, 1898). Na podstawie tych informacji naukowiec opracowat
pierwszy separator jonow, rozdzielajgce je w zaleznosci od stosunku masy do
tadunku elektrycznego.

Wynalazek ten stat sie podwaling dla dziatan Thomsona, ktéry po

uprzedniej modyfikacji projektow skonstruowat spektrograf masowy, bedacy
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pierwszym skaningowym spektrometrem mas. Do jego budowy uzyt ptyty
fotograficznej jako detektora, po czasie zamieniajgc ja na metalowg ptytke
z paraboliczng szczeling. Dodatkowo wyposazyt urzagdzenie w kubek Faradaya,
poditgczony do elektroskopu, ktory stuzyt za kolektor jonow i zmniejszat uzywane
ciSnienie. Zamiana ptytek z fotograficznej na metalowg byta momentem
przetomowym, ktoéry pozwolit na zamiane pomiaru jakosciowego na ilosciowy.
Dzieki temu rozwigzaniu wynik byt zapisywany juz jako spektrum mas
(Thomson, 1912).

Dysponujgc sprzetem o tak duzych mozliwosciach analitycznych,
Thomson rozpoczat badania nad neonem. Dzieki wyraznemu pojawieniu sie kilku
paraboli na wykresie obrazujgcym stosunki tadunku do masy jonow, mogt
sformutowac teorie, iz neon nie jest gazem prostym, lecz ztozonym z dwédch
mieszanin, w ktérych atomy tego samego pierwiastka réznig sie od siebie liczbg
atomowaq. Tak narodzita sie definicja izotopéw (Thomson, 1913).

Od tego czasu, w celu zwiekszenia ergonomii badan i poprawy jakosci
oraz zwiekszenia szybkosci otrzymywanych wynikow, spektrometr byt
udoskonalany przez wielu badaczy. Jednym z nich byt Francis William Aston,
ktérego zaangazowanie znacznie poprawito rozdzielczos¢ aparatu i umozliwito
mu odkrycie 212 naturalnie wystepujgcych izotopdéw, za co otrzymat nagrode
Nobla w dziedzinie chemii (Hughes, 2009).

Jednoczasowo nad rozwojem maszyny pracowat Arthur Jeffrey Dempster,
ktébremu zawdzieczamy udoskonalony analizator magnetyczny oraz
wprowadzenie nowej metody jonizacji substancji - strumien elektronowy
(Dempster, 1918). Tak powstat zarys budowy spektrometru, na ktérym opiera sie
wspotczesna aparatura.

Przez kolejne lata prowadzono prace nad usprawnieniem poszczegoélnych
elementow, dodaniem dodatkowych cech oraz nad sprzezeniem z innymi
metodami analitycznymi. Dzieki temu obecnie istnieje wiele rodzajow
spektrometrow mas o roznej konstrukcji, dostosowanych do potrzeb réznych
dziedzin nauki, a na rynku dostepna jest szeroka gama urzgdzen o roznych
parametrach. To, co tgczy je wszystkie ze sobg, to wystepowanie statych

elementow.
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Zaliczamy do nich:

e uktad wprowadzania probki
e Zrodio jondw

e analizator

e detektor

e system rejestracji danych

Zrodto jondw to czesé, ktéra umozliwia nam zjonizowanie czgsteczek
badanych, ktérych wytworzenie jest podstawg metody spektrometrii mas.
W zaleznosci od rodzaju jonizatora, badana substancja moze w réznym stopniu
ulegaé¢ fragmentacji do mniejszych czgsteczek, ktére to mogag by¢ réwniez
nastepczo w réoznym stopniu zjonizowane. Posrod przyktadowych podtypow
najczesciej uzywanych zrédet jondw znajdujg sie jonizacja elektronami,
elektrorozpylanie, termorozpylanie, desorpcja laserowa czy desorpcja z udziatem
matrycy. Ten, ktéry wykorzystany jest w konkretnej aparaturze, dobierany jest na
podstawie wymagan co do zakresu jego dziatania i stopnia jonizacji.

Kolejnym elementem spektrometru mas jest analizator, bedgcy miejscem
do ktérego wprowadzane sg jony i w ktéorym dochodzi do ich rozdzielenia na
podstawie stosunku masy do tadunku elektrycznego. Do zastosowanych tutaj
rozwigzan nalezg m.in. analizator czasu przelotu, sektor magnetyczny oraz
elektryczny, kwadrupol czy puftapka jonowa. Detektory w sposob ilosciowy
przetwarzajg otrzymane informacje, ktére nastepnie sg przetwarzane

I rejestrowane w systemie rejestracji danych jako widmo masowe.

1.2.3. Wykorzystanie spektometrii mas

Spektrometria mas jest uniwersalng technikg analityczng. Dzieki temu, ze
metoda ta zostata wynaleziona wiele lat temu, jej mozliwosci oraz ograniczenia
sg dobrze poznane, co przektada sie na mozliwos¢ ciggtego jej udoskonalania.

Najstarsze i najszersze zastosowanie spektrometrii dotyczy ekologii
I paleontologii, gdzie wegiel wykorzystuje sie jako znacznik do sledzenia zmian
w Srodowisku naturalnym (Cerling & Harris, 1999; Michener & Lajtha, 2007, s.24;
Boutton i in., 1983; Sweeting, 2010; Kelly, 2000; Ghosh & Brand, 2003) .
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Nie nalezy zapominaé takze o archeologii. Dane dostepne w literaturze
mowig, ze dzieki wykorzystaniu metody spektrometrii mas, mozliwe jest istotne
poszerzenie wiedzy o naszych przodkach, zwtaszcza w odniesieniu do diety
cztowieka pierwotnego (Klein, 2013; Chisholm i in., 1982).

Stosunkowo nowym jest zastosowanie spektrometrii mas w biologii
i medycynie, poczgtkowo w obszarze proteomiki (Aebersold & Mann, 2003;
Rozanova i in., 2021), gdzie stata sie niezbedng technikg do interpretaciji
informacji, zakodowanej w genomach. To, co zadecydowato o jej przewadze nad
innymi metodami to fakt, ze wielkos$¢ pojedynczych czgstek oraz ilos¢ badanego
biatka moze by¢ naprawde niewielka, a mimo to analiza cechuje sie niezwykig
wiarygodnoscig. Poniewaz biatka sg zaangazowane zasadniczo we wszystkie
funkcje biologiczne, proteomika jest wazng czescig badan w wielu obszarach
biologii i chemii, co przekfada sie na jej popularnos¢ (Rozanova i in., 2021).

Spektrometria mas jest nieoceniona réwniez w medycynie (Kurreck i in.,
2018), toksykologii i farmacji, miedzy innymi w badaniach farmakokinetyki,
farmakodynamiki, biorownowaznosci i dostepnosci biologicznej lekow
i substancji chemicznych (Flinders i in., 2017; Matrtelli i in., 2018).

Dzieki dogtebniejszemu wglgdowi w procesy molekularne, toczgce sie po
podaniu danego terapeutyku, duzo tatwiejsze stato sie okreslanie skutecznosci
lub przyczyny dziatan niepozgdanych, zwigzanych z zastosowanym leczeniem
(Khatib-Shabhidi i in., 2006).

Obszarami, w ktérych wykorzystuje sie spektrometrie mas sg ginekologia
oraz embriologia. Naukowcy za jej pomocg okreslajg profil biatkowy komdrek
macicy w okresie preimplantacyjnym oraz implantacyjnym (Burnum i in., 2008)
oraz okreslajg czynniki majgce wptyw na prawidtowy ich przebieg (Burnum i in.,
2009).

Przy uzyciu spektrometrii mas bada sie réwniez metabolity. Sg one
odzwierciedleniem stanu chorego, wiec ich analiza w przypadku procesow
patologicznych okazuje sie przydatna i moze mie¢ duzy wplyw na rokowanie
I dalsze leczenie pacjenta (Lou i in., 2017). Przyktadem takiego badania jest
analiza zaburzeh metabolicznych, wynikajgca z transformaciji ztosliwej w ludzkich
rakach ptuc in situ. Wykorzystanie spektrometrii mas umozliwito analize
dysregulacji genéw w tymze raku na podstawie zawartosci izotopu stabilnego

wegla. (Fan iin., 2009).
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Proponowane jest takze wykorzystanie pomiaréw naturalnie
wystepujgcych izotopdéw stabilnych wapnia jako doktadnego detektora
metabolizmu tkanki kostnej (Katzenberg & Lovell, 1999; Gordon i in., 2014),
natomiast izotopow wegla i azotu jako markera choréb zwigzanych z dietg (Kraft
iin., 2008).

Ponadto spektrometria mas uwazana jest za niezwykle wartosciowe
narzedzie analityczne, ktore po odpowiednich modyfikacjach, w przysziosci,
moze zrewolucjonizowa¢ badania w dziedzinach endokrynologii (Vogeser &
Parhofer, 2007), medycyny sgdowej (Benson i in., 2006; Hoffmann & Jackson,
2015), diagnostyki laboratoryjnej (Weild i in., 2014), czy farmakologii (Martelliiin.,
2018). Spektrometria mas wydaje sie by¢ szczegolnie przydatna w badaniach
nad procesami chorobowymi, zwtaszcza przy okreslaniu ich etiologii, czynnikéw
prognostycznych i predykcyjnych (Caldwell & Caprioli, 2005; DeSouza i in.,
2007). Ponadto jest uwazana za jedno z najlepszych narzedzi analitycznych
w badaniach profilowania biatkowego z surowicy krwi, opierajgcych sie na
poszukiwaniu biomarkeréw nowotworow cztowieka. Wykorzystywana byta

w badaniach nad:

e rakiem prostaty (Fujita & Nonomura, 2018; Kurreck i in., 2018),
e rakiem jajnika (Swiatly i in., 2018),

e rakiem piersi (He i in., 2007; M. Zhang i in., 2021)

e rakiem ptuca (M.-Y. Liiin., 2019),

e rakiem pecherza moczowego (Y.-T. Cheniin., 2019).

Wyniki czesci oznaczeh spektrometrycznych sg bardziej wiarygodne niz
te uzyskane przy uzyciu klasycznych biomarkeréw raka (Diamandis, 2004). Na
podstawie badan komorek raka jelita grubego u myszy, wysunieto teze, iz
spektrometria mas jako metoda analityczna oferuje unikalne i bardzo doktadne
podejscie do profilowania biatek, ktére jest niezbedne do zrozumienia zdarzen
molekularnych zwigzanych z powstawaniem guza (Chaurand i in., 2001). Nie
wyklucza sie tez, ze w przysztosci pozwoli to na stosowanie tej metody do
wyznaczania marginesow guza (Chaurand i in., 2002), co pozwoli zniwelowac¢
ryzyko niekompletnej resekcji nowotworéw. Opracowywane sg tez schematy
wykorzystania spektrometrii mas w potgczeniu z narzedziami bioinformatycznymi

do odkrywania i walidacji nowych biomarkeréw (Lu i in., 2007). W przypadku raka
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prostaty, bezposrednie profilowanie biatek z tkanki przy pomocy spektrometrii
mas moze potencjalnie uzupetnic naszg wiedze o lezgce u podstaw
nowotworzenia zmiany molekularne i obok badan histopatologicznych oraz
barwienn immunohistochemicznych by¢ przydatnym narzedziem w odrdznianiu
tkanek prawidiowych od nowotworowych (Cazares i in., 2009). Ponadto
spektrometria mas zostata okre$lona przez badaczy jako narzedzie dajgce
mozliwos¢ skorelowania konkretnych wynikow analitycznych z cechami
histologicznymi w badaniu mikroskopowym (Chaurand i in., 2004).

Najnowszym zastosowaniem spektrometri mas sg oznaczenia
w onkologii - po raz pierwszy bezposrednio w tkance nowotworowej "in vivo"
(Taran, 2015; Taran, Frgczek, Kaminski, i in., 2015; Taran, Fraczek, Sitkiewicz,
iin., 2015, 2016; Tea i in., 2016) przeprowadzone z wykorzystaniem izotopowej
odmiany tej metody, w ktérej ewaluuje sie stabilne (nie promieniotworcze) izotopy
pierwiastkdw naturalnie wystepujgce w tkankach prawidtowych i zmienionych

patologicznie.

1.2.4. Stabilne izotopy pierwiastkow

Izotopy to rézne formy tego samego pierwiastka, ktore r6znig sie miedzy
sobg liczbg neutronéw w jadrze, a zatem w konsekwencji majg rézne masy
atomowe.

Wyrézniamy izotopy nietrwate, inaczej promieniotworcze oraz trwate, czyli
takie ktore nie ulegajg spontanicznym przemianom w inne - nazywane sg one
takze izotopami stabilnymi. W przyrodzie obserwujemy kilka pierwiastkow, ktére
cechujg sie wystepowaniem wiecej niz jednej stabilnej formy tj. woddr, wapn,
wegiel, stront, siarke, azot i tlen.

Izotopy tego samego pierwiastka, ze wzgledu na te samg liczbe atomowa,
majg podobne wiasciwosci chemiczne. Mimo to ich zachowanie jako elementéw
reakcji chemicznej jest rozne, ze wzgledu na réznice masowgq i zwigzane z nig
wtasciwosci fizyczne. Przektada sie to i wptywa gtdwnie na szybkos¢ reagowania.

Fakt, ze izotopy stabilne znajdujg sie w tkankach naturalnie sprawia, ze sg

one idealnym materiatem do badan. Badania te w gtéwnej mierze analizujg
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zmiany w czasie, np. w ekologii wykorzystuje sie mozliwosci Sledzenia przeptywu
azotu i wegla w kolejnych pietrach tancucha troficznego (Caut i in., 2008;
Schwartz i in., 2014; Kurle, 2002; Langin i in., 2006; Layman i in., 2007; Finlay &
Kendall, 2008).

Izotopowa spektrometria mas znajduje takze zastosowanie w wykrywaniu
proceséw patologicznych, ktére prowadzg do zmian sktadu izotopowego.
W badaniach na myszach dowiedziono, ze zmiana stosunku stabilnych izotopow
wegla w wydychanym powietrzu (13C/*?C) jest markerem odpowiedzi zapalnej
ostrej fazy, wyniki te potwierdzono takze u ludzi (Boriosi i in., 2014). Dowiedziono
takze istnienia zmian w skfadzie izotopowym wegla i azotu w tkankach
gospodarza w przypadku infekcji pasozytniczej (Doi i in., 2008).

W 2015 roku po raz pierwszy udokumentowano roznice w skfadzie
izotopowym tkanek prawidtowych i nowotworowych "in vivo" oraz wskazano
potencjalne implikacje kliniczne takich oznaczen (Taran, 2015). Badane byty
takze inne nowotwory (hepatoblastoma i rhabdomyosarcoma), w ktoérych
zauwazono zwigzek otrzymanych wynikéw z typem histologicznym nowotworu
oraz rokowaniem (Taran, Frgczek, Sitkiewicz, i in., 2015, 2016). Podobne
badania w przypadku guza Wilmsa zaowocowaty odkryciem wczesniej nieznanej
biologii nowotworu oraz okresleniem nowego biomarkera, ktéry w przysziosci
moze przystuzy¢ sie do zindywidualizowania terapii pacjentow (Taran, Frgczek,
Sikora-Szubert, i in., 2016). W roku 2016 niezalezna grupa badaczy potwierdzita,
ze tkanki nowotworowe wykazujg inny stosunek izotopowy izotopéw stabilnych
wegla i azotu niz tkanki prawidiowe i podobnie wskazata na praktyczne
zastosowanie pomiaréw izotopowych w diagnostyce i ocenie rokowania (Tea
iin., 2016).

1.2.4.1 Frakcjonowanie izotopowe

Proces prowadzacy do zmiany liczby izotopow tego samego pierwiastka,
wchodzgcych w sktad danego materialu nazywany jest frakcjonowaniem

izotopowym. Wynika ono z dziatania na substancje réznych czynnikéw
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fizycznych i chemicznych i jest procesem naturalnym i samoistnym (Benson i in.,
2006).

W organizmach zywych frakcjonowanie odzwierciedla zmiany zachodzace
podczas wzrostu i metabolizmu komorki (Macko i in., 1987). Proces ten wigze sie
nie tylko z teoretycznymi zmianami w abundancji naturalnej izotopéw, lecz takze
praktycznymi, na przyktad we wtasciwosciach fizycznych catego materiatu.
Zazwyczaj liczba izotopow Izejszych, z racji tego, ze majg tendencje do tworzenia
stabszych wigzan zmniejsza sie , co skutkuje wzrostem liczby izotopow ciezszych
(Benson i in., 2006; Wolf, 2004). W efekcie pojawi sie roéznica w sktadzie
stabilnych izotopéw pierwiastka pomiedzy reagentami i produktami reakcji
chemicznej. Ogodlny poziom frakcjonowania stabilnych izotopow miedzy
okreslong czagsteczkg, a jej prekursorami jest kontrolowany przez wiele
czynnikéw (Macko i in., 1987).

Dla zobrazowania catosci zachodzgcych zmian i wyrazenia ich w sposob
wymierny, frakcjonowanie (aa-s) miedzy dwoma substancjami chemicznymi A i B

opisuje sie jako delta (d) i przedstawia sie wzorem (Wolf, 2004):

(1000 + &,)

Ry _
(1000 + &)

R

Oyp =
B

Wartosci a sg zwykle bardzo zblizone do 1.
Istniejg dwa gtdwne typy frakcjonowania (Ben-David & Flaherty, 2012):

¢ Frakcjonowanie rownowagowe - zachodzi gdy substraty i produkty reakciji
chemicznej roznig sie stosunkami izotopowymi, poniewaz ciezsze izotopy
tworzg silniejsze wigzania z substratem lub produktem. Proces zachodzi
w warunkach rownowagi termodynamicznej.

e Frakcjonowanie kinetyczne - wystepuje, gdy reakcja chemiczna jest
nieodwracalna, co ma miejsce zazwyczaj wtedy, gdy jeden typ czgsteczki

zmienia swojg faze (np. z cieczy w gaz) i zostaje usuniety.
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1.2.4.2. Pomiar stosunku izotopowego izotopow stabilnych

Zmiany zachodzgce w badanym materiale, dotyczgce sktadu izotopowego
staly sie przedmiotem zainteresowan naukowcow ze wzgledu na to, ze ich
analiza pozwala na dogtebniejsze zrozumienie procesow metabolicznych
Izotopami stabilnymi, ktorych badania obejmujg najliczniejszg grupe sg azot,
wegiel, siarka i tlen. Pierwiastki te sg rozpowszechnione w przyrodzie
i organizmach zywych, co czyni z nich uzyteczny przedmiot badan nad materig
ozywiong. Kazdy materiat ma swoj charakterystyczny profil izotopowy, bedacy
stosunkiem izotopu ciezkiego do izotopu lekkiego danego pierwiastka (R). Profil
ten jest wzglednie staty dla danej prébki i moze by¢ wyliczony wedtug wzoru
(Ben-David & Flaherty, 2012) :

__ lizotop ciezszy

izotop lzejszy

Udowodniono jednak, ze pod wptywem wszelakich czynnikow
srodowiskowych - chemicznych lub fizycznych - skfad izotopowy moze ulegaé
wahaniom. Roéznica wzgledna stosunkow izotopow stabilnych (8) jest aktualnie
przedmiotem wielu badan naukowych, w tym interdyscyplinarnych,
w najwiekszym stopniu obejmujgc nadal jednak zawezony obszar - biologie,
chemie i fizyke. Narzedziem, pozwalajgcym wykry¢ nawet minimalne zmiany
sktadu izotopowego pierwiastkdw jest spektrometr masowy izotopdw stabilnych

(ang.: isotope-ratio mass spectrometry, IRMS) (Carter & Barwick, 2012).

Przy okreslaniu roznicy wzglednej stosunkéw izotopow stabilnych (),
powinnismy korzysta¢ ze wzoru (Ben-David & Flaherty, 2012) :

Rsamp
Rstd

0= 1

Wartosci delta (8) sg wielkosciami bezwymiarowymi, ktére reprezentujg
iloraz stosunku izotopowego probki (Rsample) 1 punktu zerowego (Rstd),

uzgodnionego na szczeblu miedzynarodowym przez Miedzynarodowg Agencje
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Energii Atomowej (ang.: International Atomic Energy Agency, IAEA). Wyniki
przeliczane sg zazwyczaj na promile, ktore okreslajg jak bardzo dana probka
rézni sie od standardu. Gdy stosunek izotopdw ciezkich do lekkich w prébce jest
wyzszy niz w standardzie (Rsample> Rstd), probke nazywamy wzbogacona.
Natomiast, gdy stosunek w probce jest nizszy (Rsample< Rstd), probka jest
zubozona (Ben-David & Flaherty, 2012) .

Metodg pozwalajgcg na ujawnienie sktadu izotopowego badanej probki

jest izotopowa spektrometria mas (Carter & Barwick, 2012).

1.2.5. Izotopowa spektrometria mas

lzotopowa spektrometria mas (ang.: isotope-ratio mass spectrometry,
IRMS) to metoda, ktéra pozwala na pomiar stosunku izotopéw stabilnych
pierwiastkow (Michener & Lajtha, 2007). Stosunki te ulegajg nieznacznym
zmianom, ktére majg jednak duze znaczenie biologiczne. Obecnie mozna je nie
tylko wykry¢, ale i zbadac ilosciowo (Ghosh & Brand, 2003). Izotopowa odmiana
spektrometru mas pozwala na pomiar liczby izotopow stabilnych pierwiastkow
(Dunn & Carter, 2018) o niezwyktej precyzji, czego przyktadem moze by¢ pomiar
sktadu izotopowego wegla, wchodzgcego w sktad dwutlenku wegla (COy2), ktéry
ulegt od 0.0111073 do 0.0110906 przez ostatnie 200 lat (Ghosh & Brand, 2003).

Aparatura do pomiaru skfadu izotopowego weszta do uzytku po Il Wojnie
Swiatowej, stajgc sie standardowym przyrzadem analitycznym (Flenker, 2012).
Jej dziatanie opiera sie na systemie sektorowym. Badane pierwiastki, krotko
przed analizg, przeksztatcane sg w proste gazy, np.: wodér, dwutlenek wegla,
azot, tlenek wegla i dwutlenek siarki. Prébki sg konwertowane do stanu
gazowego przy uzyciu réznych metod, w zaleznosci od rozwigzania
zastosowanego w danej maszynie analizujgcej. IRMS mierzy stosunek jonow,
ktére odpowiadajg bezposrednio réznym formom izotopowym pierwiastkow,
wchodzgcych w sktad tych gazéw. Istnieje mozliwos¢ natychmiastowego
wyizolowania wchodzgcych w sktad mieszaniny czgstek i pojedyncze ich badanie
oraz przeksztatcenie w gaz i analiza catosci bez uprzedniego podziatu na rézne
zwigzki (Dunn & Carter, 2018).
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Kolejnym etapem jest jonizacja dostarczonych czgsteczek poprzez ich
interakcje z wigzkg elektronowg. Proces ten zachodzi w zrdodle jondw
spektrometru mas. Nowo powstate jony przechodzg przez pole magnetyczne,
a nastepnie w zaleznosci od swojej trajektorii ladujg w jednym z kolektoréw
Faradaya. Dzieki temu rozdziatowi oraz w konsekwencji przekazaniu informacji
przez system wzmacniaczy wprost do systemu rejestrujgcego dane, mozliwe jest
otrzymanie wykresu intensywnosci w czasie dla jonéw o danym stosunku masy
do fadunku, zwanego chromatogramem. Intensywnos¢ w tym przypadku
przektada sie wprost proporcjonalnie na liczbe jonéw (Dunn & Carter, 2018).

|lzotopowa spektrometria mas dostosowuje sie do rosngcych potrzeb
naukowcow. W miare uptywu czasu stworzono mozliwos¢ sprzezonej z innymi
technikami jednoczasowej analizy. Mierzenie parametrow wielu pierwiastkow
jednoczesnie w tej samej prébce materiatu jest bardzo pozagdane, czesciowo
w celu zaoszczedzenia czasu, ograniczenia kosztow i zmniejszenia ilosci
wymaganego materiatu, ale takze dlatego, Zze powstate sprzezone dane
pozwalajg na uzyskanie wielowymiarowego obrazu analizowanego problemu
naukowego (Fry, 2007). Wspodlne pomiary azotu i wegla sg mozliwe z powodu
zastosowania metody chromatografii gazowej (ang.: gas chromatography, GC)
i separacji gazéw Nz i CO2, wytworzonych w analizie elementarnej. Jesli chcemy
dodatkowo zmierzy¢ rowniez stosunek izotopdéw stabilnych siarki, mozemy
wykorzysta¢ do tego celu dodatkowg kolumne chromatograficzng, dzieki czemu
uzyskamy tgczne informacje o wszystkich trzech pierwiastkach. Metoda
opisanego sprzegania IRMS z GC jest aktualnie wykorzystywana rutynowo (Fry,
2007).

Podstawowymi materiatami poddawanymi ocenie z wykorzystaniem IRMS
sa:

e gazy atmosferyczne (Lopez i in., 2016; Pratt & Prather, 2012)

e zawartos¢ zbiornikow wodnych (Montiel-Leén i in., 2018; Suzuki i in.,
2018)

e ziemia (Nevesiin., 2018; Schaltegger i in., 2014)

e skaty i mineraty (Cho & Cohen, 2018; Piotrowski i in., 2018)

e substancje chemiczne (Khatib-Shahidi i in., 2006)

e skamieliny (Asaraiin., 2007)
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e tkanki roslinne (Michener & Lajtha, 2007; Perez de Souza i in., 2019)

e pidra (Bilkovaiin., 2019), siers¢ (Jang i in., 2019), ptyny ustrojowe (Kurle,
2002), kosci (Ishiiiin., 2018)

e tkanki zwierzece - (Boutton i in., 1983; Taran, Fragczek, Kaminski, i in.,
2015)

e tkanki ludzkie - kosci (Charapata i in., 2018; Schaepe i in., 2018), wiosy
(Cappelle i in., 2018; Flinders i in., 2017), zeby (Klein, 2013), paznokcie
(Hoiin., 2019; Voegel i in., 2018), ptyny ustrojowe (Keshishian i in., 2017;
Rolland i in., 2019), tkanki miekkie prawidtowe (P. Chaurand i in., 2001);
tkanki nowotworowe (Taran, 2015; Taran, Frgczek, Kaminski, i in., 2015;
Taran, Frgczek, Sitkiewicz, i in., 2015, 2016; Tea i in., 2016)

1.3. Biatka wykorzystane w badaniu glejakéw

1.3.1. Biatko 15-LOX

Lipooksygenazy, nazywane w literaturze skrétem LOX (ang.
lipoxygenase), sg biatkowymi enzymami z klasy oksygenaz, w wigkszosci
przyspieszajgcymi peroksydacje wielonienasyconych kwasow tluszczowych
(ang.: polyunsaturated fatty acids, PUFASs), gtéwnie kwasu arachidonowego,
linolowego i a-linolowego (Mashima & Okuyama, 2015). Swoje wtasciwosci
oksydacyjne zawdzieczajg obecnosci w swojej budowie Fe?*, ktéry dgzy do Fe®*.

Obecnos¢ lipooksygenaz stwierdzana jest u dwoch z trzech domen zycia
lgdowego - bakterii oraz eukariota. Ludzki genom posiada sze$¢ funkcjonalnych

gendéw LOX, ktore odpowiadajg za szes¢ roznych biatek (lvanov i in., 2015):

e b5-lipooksygenaza arachidonianu (ang.: arachidonate 5-lipoxygenase,

5-LOX)

e 12-lipooksygenaza arachidonianu (ang.: arachidonate 12-lipoxygenase,
12-LOX)

e 12-lipooksygenaza arachidonianu (ang.: arachidonate 12-lipoxygenase,
12B-LOX)

e 15-lipooksygenaza arachidonianu (ang.: arachidonate 15-lipoxygenase,

15-LOX)
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e 15-lipooksygenaza arachidonianu typu Il (ang.: arachidonate 15-
lipoxygenase type Il, 15-LOX-2)
e lipooksygenaza typu naskorkowego E3 (ang.: epidermis-type

lipoxygenase 3, E-LOX-3) .

Produktami reakcji utleniania z ich udziatem sg np. eikozanoidy, takie jak
prostaglandyny, lipoksyny i leukotrieny oraz substraty, wchodzgce w sktad
fosfolipidéw i estrow cholesterolu (van Leyen, 2013).

Lipooksygenazy biorg udziat w bardzo wielu procesach, toczacych sie
w organizmie, sposrod ktérych najwazniejszymi wydajg sie reakcje zapalne,
hiperproliferacyjne, neurodegeneracyjne, nowotworzenie oraz modulacja uktadu
odpornosciowego (Kuhn i in., 2002).

W zwigzku z tak duzym zakresem procesow, w ktorych uczestniczg
lipooksygenazy lub tez zwigzki powstate pod ich wptywem, ilos¢ badan nad ich
dziataniem i zastosowaniem w nauce, w tym takze medycynie, jest ogromna. Na
platformie PubMed aktualnie istnieje ponad 20 tysiecy artykutdw na ten temat,

a kolejne pojawiajg sie w ilosci ponad 600 rocznie (fot. 3).

/ Liczba artykutéw w aspekcie czasu — 20 203 wyniki \

1946 2022

/

Fot. 3. Wynik przeprowadzonego dla potrzeba badan wyszukiwania liczby

artykutéw na temat lipooksygenaz w serwisie Pubmed ’.

7 http://[pubmed.ncbi.nim.nih.gov/?term=lipoxygenases&sort=date&timeline=expanded, dostep
04.05.2022r.
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15-LOX zostat wyizolowany z krwi kréliczej i opisany po raz pierwszy
w literaturze w 1975 r. Ma on zdolno$¢ do utleniania fosfolipidéw btonowych
podczas rozpadu mitochondriow w procesie dojrzewania krwinek czerwonych
(Schewe i in., 1975). Podobny enzym, w 1988 roku, zostat wykryty w ludzkich
eozynofilach, a poréwnanie wiasciwosci enzymatycznych obu biatek
doprowadzito do wniosku, ze jest to ludzki ortolog kréliczego 15-LOX (Sigal i in.,
1988). Prawie dziesiec lat pozniej, w 1997 r. opublikowany zostat artykut, ktory
wykazat istnienie takze innego, rzadziej spotykanego typu 15-LOX (Brash i in.,
1997). Jego ekspresja zostata ujawniona w skorze, gruczole krokowym, ptucach
i rogowce (Kuhn i in., 2002). W literaturze, w celu odréznienia od siebie obu
enzymow, ktére mimo wspolnej nazwy wykazujg bardzo zrdéznicowane
wiasciwosci chemiczne i fizyczne, wprowadzono nowe nazewnictwo. Enzym,
ktory zostat odkryty jako pierwszy zyskat miana 15-LOX, 15-LOX-1 lub 15-LOX
typu retikulocytarnego (I). Drugi natomiast otrzymat kilka synonimicznych nazw:
15-LOX typu naskérkowo - epidermalnego (I1), 15-LOX-2 oraz 15-LOX-B.

Gen ALOX15 koduje 15-LOX, ktéry ulega ekspresji na wysokim poziomie
w  eozynofilach, komorkach nabtonka  oskrzelowo-pecherzykowego
i w monocytach. Gen ALOX15B koduje 15-LOX-2 i jest silnie wyrazony
w komoérkach nabtonkowych. Oba geny znajdujg sie na chromosomie 17.

W ciggu nastepnych dziesiecioleci 15-LOX zostat bardzo szczegotowo
scharakteryzowany, a jego funkcje biologiczne zostaty zbadane w wielu
systemach komaorkowych in vitro, a takze w réznych modelach chordb zwierzat
oraz ludzi (Ilvanov i in., 2015). Powstato bardzo wiele doniesien na temat jego
udziatu jako inicjatora i promotora w rozwoju miazdzycy (Mashima & Okuyama,
2015; Vijil 1 in., 2014), czynnika majgcego korelacje z réznym rokowaniem
i powiktaniami chordb sercowo-naczyniowych (Horn i in., 2013), takich jak udar
niedokrwienny mozgu (van Leyen i in., 2006; Yigitkanli i in., 2013), choroba
wiencowa i zawat miednia sercowego. 15-LOX wystepuje w duzych ilo$ciach
w eozynofilach i mimo poznanych juz jego dziatan biologicznych, rola tego
enzymu nie zostata jeszcze do konca poznana (Feltenmark i in., 2008). Jego
zwiekszony poziom stwierdza sie w jednostkach chorobowych takich jak
cukrzyca (Cole i in., 2013), choroba Alzheimera (Pratico i in., 2004), choroby
zapalne stawow (Wan i in., 2019, 2020) czy choroby zapalne oskrzeli (Shannon

iin., 1993; Stevens i in., 2020).
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15-lipoksygenaza arachidonowa jest enzymem, ktéry reaguje
z wielonienasyconymi kwasami ttuszczowymi i wytwarza metabolity, majgce swoj
udowodniony udziat w rozwoju wielu choréb nowotworowych. Biorgc pod uwage
to odkrycie, wykorzystanie inhibitoréw 15-LOX mogtoby potencjalnie prowadzi¢
do opracowania nowych lekéw przeciwnowotworowych, ktére bytyby traktowane
jako $rodki chemioterapeutyczne (Orafaie i in., 2018).

Uzytecznosc¢ 15-LOX jako markera, czynnika predylekcyjnego oraz celu

terapeutycznego byta badana w roznych guzach, takich jak:

e rak sutka (Jiang i in., 2006; Kazan i in., 2020; Tavakoli-Yaraki i in., 2013)

e nowotwory tagodne i ztosliwe jelita grubego (Shureiqi i in., 2005; Wu i in.,
2014; H. Zhu iin., 2008; X. Zuo i in., 2012)

e rak prostaty (Huiin., 2013; O’Flaherty i in., 2012)

e rak trzustki (Hennig i in., 2007)

e rak nerki (Goharaiin., 2012)

e rak zotgdka (Liuiin., 2010)

e rak ptuc (M.-Y. Liiin., 2019; Sultan i in., 2020)

W obrebie osrodkowego uktadu nerwowego, badania w kierunku
znaczenia ekspresji 15-LOX polegajg gtownie na ocenie jego roli
w niedotlenieniu, chorobach neurodegeneracyjnych oraz urazach (Di Meco i in.,
2017; Gaberel i in., 2019). Pojawiajg sie réwniez doniesienia 0 znaczeniu tego
enzymu w glejakach (Hsi i in., 2011; Souza i in., 2020) i jego potencjalnym
wykorzystaniu jako nowego celu terapeutycznego (Pacholska i in., 2012; Viita
iin., 2012).

W opublikowanych badaniach odnaleziono informacje na temat wptywu
metabolizmu lipiddw w obrebie makrofagéw zwigzanych z guzem (TAMs) na
komorki nowotworowe, gtownie poprzez mediatory lipidowe, produkowane
miedzy innymi przez lipooksygenazy (LOX), ktére sg przedmiotem
przedstawionej pracy. Wzmozona oksydacja kwaséw ttuszczowych oraz ich
synteza "de novo" mogg miec€ znaczgcy wptyw na mikroSrodowisko nowotworu,
wspierajgc wzrost guza i przyczyniajgc sie do jego opornosci na leczenia radio-
I chemioterapeutyczne (Corniin., 2020).

15-LOX, bedgcy jednym z ewaluowanych w niniejszej pracy biatek,
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ulegajacy ekspresji w obrebie makrofagéw M2, jest jednym z enzymow biorgcych
udziat we wspomnianych procesach, moggcym by¢ wskaznikiem zmian
molekularnych w komérkach i niosgcym potencjalne implikacji kliniczne. Enzym
ten charakteryzuje sie wiasciwosciami przeciwnowotworowymi, ktore zostajg
utracone wraz ze spadkiem jego ekspresji. Nadekspresja natomiast prowadzi do
hamowania zapalenia poprzez inhibicje agregacji komorek nacieku zapalnego
(Tianiin., 2017).

TAMs wykazujg obecnos¢ dwodch istotnych w  kontekscie procesu
nowotworowego form - klasycznie aktywowanej M1, wykazujgcej aktywnosc¢
prozapalng i alternatywnie aktywowanej M2, wykazujgcej funkcje
przeciwzapalng. Liczba i wzajemny stosunek obu form zmienia sie wraz
z postepem procesu nowotworowego (Hinshaw & Shevde, 2019; Y. Kim i in.,
2017).

Makrofagi M1, stacjonujgce w tkance, zwigzane sg z aktywacjg
klasycznego szlaku dziatania i nie wykazujg ekspresji 15-LOX (Weigert i in.,
2018). Dopiero podczas ich transformacji do formy M2, gtéwnie pod wptywem
kontaktu z IL-4 i IL-13, dochodzi do jego wzmozonej ekspresji (Kapralov i in.,
2020). Pojawito sie wiele badan oceniajgcych przydatnos¢ ewaluacji ekspresiji
enzymow, wchodzgcych w skfad kompleksow regulujgcych oksydacije lipidow,
nie ma jednak wielu badan na temat roli 15-lipooksygenazy arachidonowej i jej
ekspresji w komdérkach uktadu odpornosciowego w procesie nowotworzenia oraz
dynamiki zmian tej ekspresji podczas progresji nowotworu (De Armas i in., 2010).

Badania nad funkcjg makrofagdbw wigzg sie z poznawaniem
mikrosrodowiska srodowisku nowotwordéw, w ktérym komorki te petnig szereg
funkcji, w tym promujg wzrostu guza oraz angiogeneze przez produkcje VEGF.
Biorg one udziat takze w indukowaniu przerzutow. Dodatkowo, poprzez
wzmaganie opornosci komoérek nowotworowych na leczenie, odpowiedzialne sg
w duzej mierze za niepowodzenia terapeutyczne (Mantovani i in., 2017; Weigert
iin., 2018).

Mikrosrodowisko nowotworu jest skomplikowanym uktadem, a komorki
wchodzgce w jego skfad zmieniajg swojg czynnosc¢ biologiczng w kontakcie
z cytokinami, produkowanymi zaréwno przez nowotwor jak i przez otaczajgce je
inne komoérki nienowotworowe. W literaturze wskazuje sie, ze makrofagi o typie

M2 stanowig wiekszos¢ makrofagdw mikrosrodowiska nowotworu. Lokalizujg sie
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gtébwnie w obszarach hipoksyjnych i tych o wzmozonej angiogenezie (Colby i in.,
2018; Xiong i in., 2021). Wykazano jednak, ze obecnos¢ hipoksji nie wptywa na
wzmozong ekspresje 15-LOX.

Warty podkreslenia jest wptyw 15-LOX na ferroptoze komérek glejaka
wielopostaciowego, bedgcej rodzajem smierci komorki, roznigcym sie zaréwno
od martwicy jak i apoptozy. Polega ona na akumulacji powstatych w procesie
peroksydacji lipidow zelazo-zaleznych nadtlenkow lipidéw. Jej istnienie zostato
odkryte dopiero niedawno, a wplyw ekspresji enzymow utleniajgcych na
wystgpienie ferroptozy wcigz nie jest do konca poznany (Colakoglu i in., 2018;
Mitre i in., 2022).

1.3.2. Biatko LCA

Biatko LCA (ang.: leukocyte common antygen) to wspolny antygen
leukocytarny, ktory ulega ekspresji tylko i wytgcznie w jadrzastych komérkach
uktadu hematopoetycznego, zarowno tych dojrzatych jak i prekursorowych. Nie
stwierdza sie jego obecnosci w erytrocytach i ptytkach krwi. Jego nazwa
synonimiczng, ktéra bardzo czesto pojawia sie w literaturze fachowej, jest CD45
(Charbonneau i in., 1988).

Zwigzek ten nalezy do grupy transbtonowych receptorow biatkowej
fosfatazy tyrozynowej (ang.: receptor type protein tyrosine phosphatase, RPTP).
Region cytoplazmatyczny CD45 zawiera dwie homologiczne domeny biatkowej
fosfatazy tyrozynowej - aktywng domene 1 (D1) i katalitycznie uposledzong
domene 2 (D2) (Nam i in., 2005).

LCA, ze wzgledu na zmienny splicing znamiennych eksondéw (Thude i in.,
1995), ma kilka izoform, a komoérki mogg wykazywac obecnosé¢ wiecej niz jedne;j
z nich, przez co rdznig sie od siebie sitg ekspresji (Ngo i in., 2007; Novak i in.,
1994). Chociaz teoretycznie liczba mozliwych konfiguracji antygenu jest duza,
w sposoOb mierzalny obserwuje sie gtownie tylko szes¢ z nich: e3_8, 378 (RO),
3578 (RB), 34578 (RAB), 35678 (RBC) i 345678 (RABC) (Holmes, 2006).

LCA lokalizuje sie gtdwnie w btonie komdrkowej, jednak jego niewielkie

ilosci znajdujg sie takze w cytoplazmie komorek. Obecno$¢ i stosunek ilosciowy
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antygenow w komérce moze roznic¢ sie w zaleznosci od etapu jej dojrzewania,
subpopulacji do ktorej nalezy oraz tego czy byta juz wczesniej eksponowana.
Ekspresje LCA stwierdza sie nawet w martwiczej tkance nowotworowej
pochodzenia hematopoetycznego (Judkins i in., 1998).

LCA spetnia bardzo wazng role w dziataniu uktadu immunologicznego,
gtébwnie poprzez inicjacje szlakdéw sygnatowych limfocytow T. Nalezy jednak
podkresli¢, ze rozne izoformy wykazujg rézng zdolnos¢ do wspierania aktywacii
tych komoérek (Altin & Sloan, 1997; Novak i in., 1994). Nie zostato to jeszcze
w pefni wyjasnione, a wszystkie funkcje LCA wcigz nie sg do konca poznane
i stanowig materiat bardzo licznych badan. Pewne jest natomiast, ze
w komoérkach petnig niezbedna role, gdyz zaburzenia ich ekspresji u ludzi wigzg
sie wystgpieniem ciezkiego ztozonego niedoboru odpornosci (ang.: severe
combined immunodeficiency, SCID) (Cale i in., 1997; Kung i in., 2000;
Rheinlander i in., 2018; Tchilian i in., 2001). Wskazuje sie, ze nawet niewielkie
mutacje w obrebie genu kodujgcego LCA mogg prowadzi¢ do chordb
autoimmunologicznych (Jacobsen i in., 2000; Schwinzer i in., 2003; Vogel i in.,
2003).

W tkankach nienowotworowych LCA zidentyfikowano miedzy innymi na
limfocytach B i T, komdérkach plazmatycznych, histiocytach, monocytach
i komorkach tucznych. Komorki tkanek niehematopoetycznych nie wyrazajg jego
ekspresji. W licznych badaniach komoérek nowotworowych, obecnos¢ LCA
zostata stwierdzona w prawie wszystkich chtoniakach nieziarniczych typu B i T,
w przewlektej biataczce limfocytowej typu B lub T, biataczce prolimfocytowej
i biataczce witochatokomorkowej. U pacjentow z chtoniakiem Hodgkina komorki
pozostajg niereaktywne, wykryto jednak, ze niektore komorki Reeda-Sternberga
mogg by¢ pozytywne. Nowotwory niehematopoetyczne pozostajg niereaktywne
(Kurtin & Pinkus, 1985; Michels i in., 1987), co sprawia, ze LCA moze byc¢
markerem nowotwordéw ukfadu krwiotwdrczego pozwalajgcym na ich odréznienie
od nisko zréznicowanych nowotworéw ztosliwych pochodzenia nabtonkowego,
mezenchymalnego lub nerwowego. W literaturze opisano wprawdzie pojedyncze
przypadkow ekspresji antygenu LCA w nowotworach pochodzenia
niehematopoetycznego (McDonnell i in., 1987; Nandedkar i in., 1998), jednak ta
kazuistyka nie przekresla roli LCA jako doskonatego wskaznika

hematopoetycznego pochodzenia zmian.
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Obiektem wielu wspdtczesnie prowadzonych badah sg prekursorowe
szpikowe komorki LCA dodatnie, przemieszczajgce sie we krwi do tkanek
I wptywajgce na wiele procesow toczgcych sie w organizmie cztowieka.
Wysunieto hipoteze, ze ze wzgledu na swojg zdolno$¢ roznicowania sie
w kierunku miofibroblastéw, produkujgcych kolagen typu |, majg wplyw na
powstawanie zmian wtdknistych w watrobie, skérze, ptucach i nerkach (Abe i in.,
2020; Madala i in., 2014; Xu i in., 2015; Xu & Kisseleva, 2015). Inne badania
mowig z kolei o ich wiasciwos$ciach regeneracyjnych w miejscu uszkodzenia
tkanki (Baligar i in., 2016; Harb i in., 2009; Ito i in., 2001) .

Ze wzgledu na niejednoznaczne wyniki badan dotyczgcych roli
szpikopochodnych komorek LCA-dodatnich w réznego rodzaju procesach
patologicznych liczba artykutow dotyczgcych tych komorek ustawicznie wzrasta.
W literaturze opisywane sg jako potencjalny marker, czynnik rokowniczy i target
terapeutycznym wielu jednostek chorobowych, w tym glejaka wielopostaciowego
(Brandenburg i in., 2017; Zaitsev i in., 2020), szpiczaka mnogiego (Hermiston
i in., 2003; Oka i in., 2020), zawatu miesnia sercowego (Z. Gabbasov i in., 2014;
Z. A. Gabbasov i in., 2016), HIV (K. Li, Cong, i in., 2018; Nguyen i in., 2017;
Stanton i in., 2004) oraz chordéb autoimmunologicznych m.in. tocznia (Szodoray
i in., 2016) i reumatoidalnego zapalenia stawéw (Capitanescu i in., 2010).

Obecnos¢ komorek szpikopochodnych LCA(+) stwierdza sie réwniez
w mikrosrodowisku nowotworu. Najwiekszy odsetek komorek nienowotworowych
mikrosrodowiska glejakéw stanowig makrofagi (Parney i in., 2009; Xiao i in.,
2021). Obok nich stwierdza sie takze limfocyty T i B, komorki NK,
szpikopochodne komorki supresorowe, neutrofile i mastocyty. Ich obecnosé
wywiera bardzo duzy wptyw na komorki nowotworowe, a wydzielane przez nie
chemokiny biorg udziat w procesach wzmagajgcych proliferacije guza,
zapobiegajgcych apoptozie, wzmagajgcych angiogeneze i przyczyniajgcych sie
do zwiekszonej inwazji oraz przerzutowania (Hanahan & Coussens, 2012).
Limfocyty wykazujg przewaznie tendencje do rekrutacji komorek linii mieloidalnej
i supresji limfocytéw T cytotoksycznych. Makrofagi, mastocyty i supresorowe
komorki  szpikopochodne wykazujg cechy proangiogenne, proinwazyjne,
proprzerzutowe, proproliferacyjne i inhibitacyjne apoptozy. Neutrofile réwniez
spetniajg wszystkie te funkcje, a dodatkowo majg dziatanie mutagenne i rekrutujg

wiekszg ilos¢ komoérek nacieku zapalnego (Hanahan & Coussens, 2012). Mimo
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ze pierwotng rolg wszystkich wspomnianych komérek jest ograniczenie i supresja
kancerogenezy, to w miare wzrostu guza ulega ona zmianie do funkcji
wspierajgcej guz. W badaniach nad rakiem piersi stwierdzono, ze komorki uktadu
odpornosciowego, ktére w normalnych warunkach petnig role komorek
supresorowych proceséw proliferacji i angiogenezy, w przebiegu interakcji
z komoérkami nowotworowymi podlegajg zmianom molekularnym, stajgc sie
promotorami onkogenezy i sprzyjajg promocji oraz pojawieniu sie przerzutow
(Hui & Chen, 2015; Soysal i in., 2015).

Wiedza na temat liczby komoérek szpikopochodnych LCA(+)
w mikrosrodowisku nowotworu wydaje sie by¢ bardzo przydatna w kontekscie
procesu diagnostycznego oraz terapeutycznego. Pojawiajg sie prace moéwigce
o tym, ze duza liczba szpikopochodnych komoérek uktadu immunologicznego
w obrebie guza wigze sie z wystepowanie tak zwanego stanu
przedprzerzutowego i koreluje z gorszym rokowaniem, zwiastujgc bezposrednio
pojawienie sie rozsiewu komérek nowotworowych (McAllister i in., 2008; Soysal
iin., 2015).

1.4. Izotopy pierwiastkow wykorzystane w badaniu glejakéw

1.4.1. Wegiel i stabilne izotopy tego pierwiastka

Wegiel jest pierwiastkiem chemicznym, niemetalem, o liczbie atomowej 6,
a liczbie masowej 12. W przyrodzie, w formie wolnej, we wszystkich swoich
odmianach alotropowych (grafit, grafen, diament, fulereny), wystepuje w stanie
statym. Wchodzi w sktad bardzo duzej iloSci organicznych zwigzkow
chemicznych, ktérych liczbe mozna juz podawa¢ w milionach. Posiada dwa
izotopy stabilne - 12C i 13C. Jego wiasciwosci fizyczne w zaleznosci od formy sg
skrajnie rozne, co sprawia, ze mozemy sie spotka¢ z przejrzystym
i niewiarygodnie twardym diamentem, a takze z szarym i zdecydowanie bardziej

miekkim grafitem. Gesto$¢ odmian wynosi od 2090 do 2230 kg/m? 8,

8 https://www.medianauka.pl/wegiel, dostep 12.02.2022
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Dzieki temu, ze wegiel jest elementem skfadowym tak wielu substanciji
chemicznych moze by¢ wykorzystywany jako wskaznik wielu procesow. Jego
ilos¢ w Srodowisku jest wzglednie stata, a proces jego przechodzenia i wymiany
pomiedzy réznymi organizmami, atmosferg i wodg okresla sie jako obieg wegla
w przyrodzie. Sledzenie i analiza tego procesu, bazujgc gtéwnie na ilosci oraz
formie izotopowej wegla, sg wykorzystywane w dziedzinach takich jak ekologia,
przemyst, geologia czy archeologia. Ze wzgledu na to, ze wegiel jest sktadowg
zwigzkow organicznych takich jak biatka, ttuszcze czy cukry uwazany jest za
podstawe istnienia organizmdw zywych. Przektada sie to na jego badania takze

w medycynie.

1.4.2. Azot i stabilne izotopy tego pierwiastka

Azot jest pierwiastkiem chemicznym, niemetalem, o liczbie atomowej 7,
a liczbie masowej 14. W przyrodzie, w formie wolnej, wystepuje w stanie
gazowym i stanowi 78% sktadu catkowitego powietrza. Posiada dwa izotopy
stabilne - 4N, ktéry stanowi 99,6% naturalnie wystepujgcych izotopow
i °N, wystepujacy znacznie rzadziej. W analizie wiasciwosci fizycznych, cechuje
sie bezbarwnoscig i bezwonnoscig. Jego gestos¢ w formie gazowej to 1,250 g/,
natomiast temperatury topnienia i wrzenia to kolejno -210.01 °C i -195,8 °C °.

Ze wzgledu na to, ze azot, zarébwno w formie wolnej jak i zlozonej
wystepuje w powietrzu, ziemi oraz roslinach, jego ewaluacja ma najwieksze
znaczenie w rolnictwie, ekologii i naukach geofizycznych (cyrkulacja azotu)
okreslana jest jako cykl nitryfikacyjny,. Dodatkowo pierwiastek ten wchodzi
w sktad aminokwasow, biatek, nukleotydow i kwaséw nukleinowych, przez co
badania nad jego izotopami stabilnymi prowadzi sie takze wyjatkowo czesto

w medycynie.

9 https://www.medianauka.pl/azot, dostep 12.02.2022
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2. Zatozenia i cele pracy
2.1. Zatozenia pracy

Zmiany zachodzgce w komorkach nowotworowych na poziomie
molekularnym znajdujg swoje odzwierciedlenie w stopniu ekspresji roznych biatek.
Glejaki, mimo coraz wyzszego zaawansowania technologicznego badan, ktorym sg
poddawane i ogromu toczgcych sie prac, wcigz pozostajg nie w petni poznane.

Poszukiwanie markeroéw, ktore poszerzytyby perspektywy diagnostyki
i terapii glejakéw jest przedmiotem wielu wspotczesnych badan.

Istniejgce liczne prace dotyczgce roli szpikopochodnych komorek LCA-
dodatnich w biologii wielu nowotworow oraz ekspresji 15-LOX w komorkach
wchodzgcych w sktad mikrosrodowiska guzéw, dajg nadzieje, ze takze w przypadku
charakteryzujgcych sie tak wysokg sSmiertelnoscig glejakow - ewaluacja tych biatek
moze dostarczy¢ nowych informacji o potencjalnych implikacjach klinicznych.

Pojedyncze, istniejgce prace na temat wykorzystania IRMS w badaniach
transformowanych nowotworowo tkanek wskazujg na zwigzek sktadu izotopowego
z funkcjonowaniem tkanek nowotworowych. Nie odnaleziono jednak zadnych badan
w tym zakresie dotyczgcych glejakow.

Badanie zaktada ocene ekspresji badanych biatek w wybranych guzach OUN
ze szczegoblnym uwzglednieniem glejaka wielopostaciowego, ich mikrosrodowisku
oraz otoczeniu wraz z ewaluacjg sktadu izotopowego azotu i wegla. Wiodgcym celem
pracy jest poznawanie nieznanych aspektow biologii wybranych nowotwordéw
oSrodkowego uktadu nerwowego oraz poszukiwanie markeréw o potencjalnym
znaczeniu diagnostycznym i rokowniczym z wykorzystaniem nowoczesnych
interdyscyplinarnych metod badawczych. Ocena mikrosrodowiska i otoczenia
nowotworu, ktére w ostatnich czasach okazaty sie by¢ niezwykle wazne dla procesu
kancerogenezy stuzy lepszemu zrozumieniu interakcji guza i gospodarza
a okreslenie roznic pomiedzy zmiang a prawidiowg tkankg - potencjalnemu
wykorzystaniu tych informacji w praktyce klinicznej.

Projekt badawczy oparty zostat o najnowsze odkrycia dotyczgce roli ekspresji
15-LOX oraz szpikopochodnych komérek LCA-dodatnich w ztozonym procesie
nowotworzenia. Badanie zaktada ocene ekspresji badanych biatek w wybranych
guzach OUN ze szczegdlnym uwzglednieniem glejaka wielopostaciowego, ich

mikrosrodowisku oraz otoczeniu wraz z ewaluacjg skfadu izotopowego azotu i wegla.
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2.2. Cele pracy

Ewaluacja ekspresji produktu genu ALOX-15 (biatka 15-LOX) oraz obecnosci
szpikopochodnych komorek LCA - dodatnich w wybranych nowotworach

osrodkowego uktadu nerwowego pochodzenia glejowego.

Wstepna ocena potencjalnej wartosci diagnostycznej i prognostycznej
ekspresji produktu genu ALOX-15 (biatka 15-LOX) oraz szpikopochodnych
komérek LCA - dodatnich w wybranych nowotworach osrodkowego uktadu

nerwowego pochodzenia glejowego.

Ustalenie wartosci stosunku izotopowego izotopdw stabilnych azotu i wegla
w wybranych nowotworach osrodkowego uktadu nerwowego pochodzenia

glejowego i ich otoczeniu.

Préba oceny potencjalnych zalet i ograniczen praktycznego zastosowania
izotopowej spektrometrii mas w badaniach nowotworow osrodkowego uktadu

nerwowego.
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3. Materialy i metody

3.1. Materiaty

Na podstawie zgody Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego

w todzi z dnia 10 wrzesnia 2019 nr RNN/350/19/KE do badania wigczono 144

przypadki z rozpoznaniem nowotworu pochodzenia glejowego, w tym:

v' 109 przypadkdéw, pochodzacych z archiwum Katedry Onkologii Zaktadu

Patomorfologii  Uniwersytetu Medycznego w todzi, pobranych
i rozpoznanych w latach 2017-2020 do przeprowadzenia badan

immunohistochemicznych

35 przypadkow pozyskanych w Oddziale Klinicznym Neurochirurgii
i Onkologii Centralnego Uktadu Nerwowego Uniwersyteckiego Szpitala
Klinicznego im. Norberta Barlickiego w todzi - w ktérych dodatkowo do
badan  immunohistochemicznych  wykonano oznaczenia sktadu

izotopowego

Bloczki parafinowe z materiatem tkankowym pochodzgcym z nowotworow

osrodkowego uktadu nerwowego zarowno archiwalnym, jak i pozyskanym w toku

biezgcych procesdw diagnostyczno-leczniczych wykorzystano do badan

immunohistochemicznych. W przypadku oznaczen sktadu izotopowego

postuzono sie standardami obowigzujgcymi w tym zakresie, ktére wskazano

ponizej (kryteria wigczenia i wytgczenia).

Kryteria wigczenia do badan izotopowych:

D N N NN

wyrazenie przez pacjenta swiadomej zgody na udziat w badaniu

wiek powyzej 18 roku zycia

diagnozowany/leczony operacyjnie guz osrodkowego uktadu nerwowego

skuteczne pobranie materiatu do badan

Kryteria wytgczenia:

v
v

choroby metaboliczne
cigza
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przewlekte choroby watroby i nerek
nowotwory inne niz guz osrodkowego uktadu nerwowego

niestandardowe nawyki zywieniowe

D N N NN

zamieszkanie w odlegtosci powyzej 300 km od todzi

Materiat do badan skftadu izotopowego zostat pobrany bezposrednio
z materiatlu pooperacyjnego, tuz po wykonaniu standardowych procedur
diagnostycznych oraz leczniczych przewidzianych w indywidualnym planie

terapeutycznym chorego.
Pobierano 3 probki (rycina 3) pochodzace z:

e centrum guza

e oObrzeza guza na granicy pomiedzy utkaniem zmiany i tkankg
makroskopowo niezmieniong

e makroskopowo niezmienionych tkanek otaczajgcych guz, znajdujgcych
sie w odlegtosci od 1 do maksymalnie 2 mm od obrzeza guza
pozostajgcych w interakcji z guzem (Angelucci i in., 2018; Clavreul i in.,
2015; Lemée i in., 2015)

f MAKROSKOPOWO NIEZMIENIONE
TKANKI OTACZAJACE GUZ, JESLI

CENTRUM GUZA OBRZEZE GUZA ZNAJDUAA SIE W MATERIALE
POOPERACYJNYM
N N i
Y
OZNACZENIE OZNACZENIE OZNACZENIE
PROBOWKI PROBOWKI PROBOWKI
PROBOWKA NR 1 PROBOWKA NR 2 PROBOWKA NR 3

N o

Rycina 3. Schemat pobierania materiatu do badania spektrometrycznego

z materiatu pooperacyjnego. llustracja wiasna autorki.
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Materiat pobrany do oznaczen izotopowych nie zostat utrwalony ani
poddany jakiemukolwiek wptywowi innych substancji. Natychmiast po pobraniu
tkanki byty zamrazane i przechowywane w statej, kontrolowanej temperaturze -
70°C az do momentu ich liofilizacji, poprzedzajgcej przeprowadzenie badan
IRMS. Cata procedura odbywata sie zgodnie z uznanymi standardami
dotyczgcymi  sposobow  zabezpieczenia i przechowywania  prébek,
minimalizujgcych ryzyko zmian w sktadzie izotopowym tkanek (Ben-David
& Flaherty, 2012; Taran, Fraczek, Kaminski, i in., 2015).

Szczegdlowa  charakterystyka grupy badanej w  ewaluacjach
immunohistochemicznych zostata przedstawiona w tabeli 4, natomiast grupy

badanej w analizie sktadu izotopowego w tabeli 5.

Tabela 4. Charakterystyka kliniczna grupy badanej w badaniach metodami

immunohistochemicznymi.

Wiek pacjentéw w latach, w minimum - 19

momencie resekcji guza maksimum - 89
$rednia - 54

K-49
M-91

glejaki rozlane inne niz glejak
wielopostaciowy
(adult-type diffuse gliomas, IDH-mutant) - 30

Typ histologiczny guza

glejak wielopostaciowy
(glioblastoma, IDH-wildtype) - 77

gwiazdziaki wlosowatokomodrkowe
(pilocytic astrocytoma) - 13

Lokalizacja guza wzgledem strona lewa - 66
linii po$rodkowej ciata strona prawa - 50

ptat skroniowy - 38
ptat czotowy - 46
ptat ciemieniowy - 17
mozdzek - 11
ptat potyliczny - 6
wyspa - 4
przysadka - 1
ciatlo modzelowate - 5
rdzen - 1
inne - 16

Lokalizacja guza w aspekcie
struktur anatomicznych OUN
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Tabela 5. Charakterystyka Kkliniczna grupy badanej w analizie sktadu

izotopowego
Wiek pacjentéw w latach, w minimum - 19
momencie resekcji guza maksimum - 79
Srednia - 53
K-9
M - 26

glejaki rozlane inne niz glejak
wielopostaciowy

Typ histologiczny guza (adult-type diffuse gliomas, IDH-mutant) - 8

glejak wielopostaciowy
(glioblastoma, IDH-wildtype) - 23

Lokalizacja guza wzgledem strona lewa - 19
linii posrodkowej ciata strona prawa - 16

ptat skroniowy - 14
ptat czotowy - 14

Lokalizacja guza w aspekcie ptat ciemieniowy - 2
struktur anatomicznych OUN ptat potyliczny - 2
mozdzek - 1
inne - 2

Ze wzgledu na opisane wczesniej zmiany w klasyfikacji nowotwordw
osrodkowego uktadu nerwowego zgodnie z najnowszg klasyfikacjig WHO, do
ktérych wytyczne ukazaty sie w pismiennictwie dopiero w czasie ostatniej fazy
prac nad prezentowang rozprawg, podjeto prébe ukazania wynikow
prezentowanych badan w kontekscie nowo wprowadzonych zmian. Kompletna
reklasyfikacja nie byta niestety mozliwa z uwagi na brak danych dotyczacych
czesci mutacji genetycznych, potrzeba ewaluacji ktorych nie byta znana
w momencie tworzenia ani trwania projektu, a ktére obecnie sg wymagane do
postawienia ostatecznych diagnoz w swietle nowych regulaciji.

Dla potrzeb rozprawy i jej implikacyjnych celéw wyodrebniono trzy grupy
nowotworéw, ze szczegdlnym uwzglednieniem guzéw o genotypie IDH-wildtype,

ze wzgledu na ich rokowanie:
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e (gwiazdziaki wilosowatokomorkowe  (pilocytic  astrocytomas), jako
przedstawiciela glejakdw ograniczonych

e glejakirozlane inne niz glejak wielopostaciowy (adult-type diffuse gliomas,
IDH-mutant)

¢ glejaki wielopostaciowe (glioblastoma, IDH-wildtype)

3.2. Metody

3.2.1. Metodyka badan immunohistochemicznych

Materiat z guzéw standardowo utrwalany formaling i zatopiony w blokach
parafinowych dla potrzeb prezentowanych badan skrawano przy uzyciu
mikrotomu na skrawki o grubosci 3-4 mikrometréw, ktére nastepnie wykorzystano
do badan immunohistochemicznych (ang.: immunohistochemistry, IHC)
w systemie detekcyjnym EnVision FLEX+ Rabbit firmy Dako.

Barwienia immunohistochemiczne oparte zostaly na metodzie
immunoperoksydazowej z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych przeciwciat
kréliczych poliklonalnych skierowanych przeciw 15-LOX i LCA, uzytych zgodnie
z zaleceniami producenta, ktérych parametry i finalne kryteria oceny zostaly
przedstawione w tabeli 6.

Przed rozpoczeciem barwierh immunohistochemicznych docelowej grupy
badanej wykonano barwienia kontrolne w celu dostosowania optymalnego czasu

inkubaciji oraz stezenia danego przeciwciata.

Tabela 6. Wtasciwosci kroliczych przeciwciat poliklonalnych dla 15-LOX i LCA.

Nazwa Producent Czas Sposéb Kontrola

przeciwciata inkubacji | odstoniecia
antygenu

15-LOX Biorbyt 1:600 60’ PT Link wezet
pH 8,0 chtonny

LCA Biorbyt 1:600 60’ PT Link wezet
pH 8,0 chtonny
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Przygotowane skrawki parafinowe zostaty natozone na szkietka
podstawowe SuperFrost i wysuszone w cieplarce w temperaturze 60°C przez
1 godzine. Kolejnym etapem procedury byto odparafinowanie oraz odstoniecie
antygendw przy uzyciu aparatu PT Link (fot. 4) z wykorzystaniem odczynnikéw

EnVision Flex.

Fot. 4. Aparat PT Link Dako, uzyty do odstoniecia antygenéw - Katedra
Onkologii, Uniwersytetu Medycznego w todzi. Zdjecie z archiwum autorki.
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Nastepnie hamowano aktywnos¢ endogennej peroksydazy przy uzyciu
3 % roztworu H202 przez 10 minut i nastepczo dwukrotnie ptukano w Bufor Wash.

Otrzymane szkietka ze skrawkami poddano barwieniu
immunohistochemicznemu manualnemu lub przy uzyciu Dako Autostainer.

W kolejnym etapie zastosowano dwustopniowy system wizualizacji
EnVision, aby uwidocznic¢ reakcje antygen — przeciwciato. Ostatnig czynnoscig
byta 10-minutowa inkubacja szkietek z zastosowaniem roztworu, sktadajgcego
sie z 1 mL buforu i 1 kropli DAB (tetrachlorek 3,3 diaminobenzydyny), bedgcego
substratem dla peroksydazy i dajgcej barwny produkt. Po uzyskaniu pozytywne;j
reakcji immunohistochemicznej, w celu podbarwienia jgder komorkowych
wykonywano barwienie hematoksyling i inkubowano catos¢ przez 3 min. Aby
odwodni¢ otrzymany preparat, skrawki przeprowadzono przez szereg
odczynnikdéw, wedtug schematu: trzykrotne zastosowanie alkoholu, dwukrotne
zastosowanie acetonu, trzykrotne zastosowanie ksylenu, a nastepnie zaklejano
bezwodnym medium zaklejajgcym DPX i nakrywano szkietkiem nakrywkowym.

Kontrolg negatywng byly skrawki, gdzie zamiast przeciwciat pierwotnych
dodano bufor TBS i zastosowano opisang standardowg procedure
immunohistochemiczng. Kontrolg pozytywng byly skrawki, dajgce znang
wczesniej, pozytywng reakcje w kierunku badanego antygenu.

Preparaty zostaty ocenione przy uzyciu mikroskopu swietinego firmy
Olympus w duzym polu widzenia - powiekszenie 400x (ang.: high power field,
HPF) niezaleznie przez dwie osoby, a wyniki nastepnie poréwnane
i w przypadku, gdy roznica byta mniejsza niz 5%, usredniane. W sytuacji
wiekszych rozbieznosci, ewaluacja byta powtarzana. Ocena mikroskopowa byta
kontrolowana przez specjaliste patomorfologii.

W przypadku oceny ekspresji LCA w komérkach szpikopochodnych za
pozytywng uznawano reakcje o charakterze btonowym lub cytoplazmatycznym.
Oceniano liczbe komorek dodatnich w miejscach o najsilniejszej reakcji (tzw. hot
spot) w duzym polu widzenia oraz ich stosunek do wszystkich komorek.
Z ewaluacji wykluczono obszary okotonaczyniowe oraz martwicze zgodnie
z przyjeta w literaturze metodyka (Strik i in., 2004).

W przypadku oceny ekspresji 15-LOX(+) za pozytywng uznawano reakcje
o charakterze cytoplazmatycznym Komorki dodatnie, bedgce oligodendrocytami

oraz makrofagami i komoérkami mikrogleju, zaklasyfikowane na podstawie oceny
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morfologicznej, byty zliczone w duzym polu widzenia zgodnie z przyjetg
w literaturze metodykg (Haynes & van Leyen, 2013). Ewaluacja zostata
dokonana w miejscach o najwiekszym zageszczeniu dodatnich komorek (hot
spot) zarbwno w obszarze nowotworu, jak i w jego bezposrednim otoczeniu. Poza
catkowitg liczbg komérek 15-LOX(+) w HPF wzieto takze pod uwage stosunek
tychze komérek do wszystkich komérek w polu widzenia. Podobnie jak

w przypadku LCA z oceny wykluczono obszary martwicy.

3.2.2. Metodyka pomiaréw skladu izotopowego

Dokonano pomiaru stosunku izotopowego stabilnych izotopow
azotu wegla a takze stosunku masowego N/C.

Badania zostaty przeprowadzone 2z wykorzystaniem spektrometru
masowego stosunku izotopowego z przeptywem ciggtym Sercon 20-22 (ang.:
Continuous Flow Isotope Ratio Mass Spectrometer, CF-IRMS, Sercon 20-22)
sprzezonego z analizatorem pierwiastkowym, umozliwiajgcym jednoczasowg
analize wegla i azotu. System i sposdb pomiaréw odpowiadaty procedurze
opisanej wczesniej w literaturze (Fry, 2007).

Pozyskane od pacjentéw tkanki, pochodzgce z centrum guza, jego
obrzeza oraz tkanek makroskopowo niezmienionych, o ile takowe znajdowaty sie
w materiale pooperacyjnym, zostaly zliofilizowane w Srodowiskowym
Laboratorium Spektrometrii Mas w Panstwowej Akademii Nauk w Warszawie.
Przy pomocy wagi analitycznej, w miare mozliwosci starano sie uzyskac probki
0 suchej masie 2-3 mg. Odwazony materiat umieszczano w kapsutkach
cynowych o wym. 8x5mm (fot. 5), jednoczasowo dodajgc do kazdej kapsutki ok.
1 mg pieciotlenku wanadu (V20s) jako utleniacza i katalizatora spalania w prébce.
Catos¢, ze wzgledu na ryzyko uszkodzenia i wydostania sie materiatu poza
kapsutke, ostroznie zawijano, nadajgc kulisty ksztaft. Jako standardu lokalnego
uzyto kwasu tiobarbiturowego, umieszczanego réwniez w kapsutkach cynowych

z dodatkiem pieciotlenku wanadu (Taran, Fraczek, Kaminski, i in., 2015).
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Fot. 5 Kapsutka cynowa, wykorzystywana do pomiarow spektrometrycznych.

Zdjecie z archiwum autorki.

W celu uzyskania informacji na temat stosunku izotopowego i masowego
stabilnych izotopéw wegla i azotu dokonano serii pomiaréw po 15 prébek
tkankowych w kazdej, wraz ze standardem lokalnym w postaci kwasu

tiobarbiturowego, zgodnie z tabelg 7.

Uzywanymi standardami byty:

v dla azotu (dAir) - azot atmosferyczny
v' dla wegla (0PDB) - Pee Dee Belemnite (PDB)
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Tabela 7. Schemat pomiaréw metodg izotopowej spektrometrii mas.
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Mierzono stosunki zawartosci izotopdw ciezszych do Izejszych
pozgdanego pierwiastka, a nastepnie uzyskano wartosci delta (8) dla kazdego
z nich. Koncowym efektem byto otrzymanie wartosci stosunku izotopowego oraz

masowego analizowanego materiatu, w tym:

v wartosci stosunku izotopowego stabilnych izotopdéw azotu 1°N/14N (5 Air)
v wartosci stosunku izotopowego stabilnych izotopéw wegla 3C/*?C (5
PDB)

v' wartosci stosunku masowego azotu do wegla N/C

Wszystkie dane histokliniczne oraz wyniki oceny ekspresji badanych
biatek i pomiaréw izotopowych zostaty zakodowane w stworzonej dla celdw
przezentowanego badania bazie danych, a nastepnie poddane analizie

statystycznej.
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3.2.3. Metodyka analizy statystycznej

Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg pakietow jezyka
R (v. 4.1). Obejmowata ona wyniki oceny odczynéw immunohistochemicznych
oraz wyniki pomiardw izotopowych.

W analizie danych wzieto pod uwage $redniag, odchylenie standardowe
(ang.: standard deviation, SD), mediane i zakres minimum oraz maksimum.

W celu poréwnania parametrow pomiedzy grupami wykorzystano
nieparametryczny test Manna-Whitneya-Wilcoxona dla dwoch zmiennych
niezaleznych oraz test Kruskala-Wallisa dla trzech i wiecej zmiennych
niezaleznych wraz z nieparametrycznym testem Wilcoxona jako testem post-hoc
w przypadku istotnych poréwnan.

Korelacje pomiedzy poszczegdlnymi zmiennymi zbadano przy pomocy
wspofczynnika korelacji rang Spearmana.

Do znalezienia ewentualnych prawidtowosci miedzy cechami pacjentow
przeprowadzono analize sktadowych gtéwnych (PCA).

Wyniki uznawano za znamienne statystycznie dla p< 0,05.
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4. Wyniki

4.1. Wyniki oceny immunoekspresji badanych biatek

4.1.1. Immunoekspresja biatka 15-LOX

Ekspresja biatka 15-LOX widoczna byta w komdrkach mikrogleju
i makrofagach szpikopochodnych. Zostata ona przedstawiona na fot.6.

Fot. 6. Ekspresja biatka 15-LOX w komorkach mikrogleju, oligodendrocytach
i makrofagach szpikopochodnych w obrebie badanych guzéw OUN (A, B)
i tkanek otaczajgcych guz (C,D), u wybranych pacjentéw z grupy badanej, 400x.
Zdjecie z bazy obrazéw mikroskopowych, stworzonych w toku badan.

Objasnienia:

A - Mezczyzna, 39 lat, glejak wielopostaciowy (glioblastoma, IDH-wildtype)

B - Mezczyzna, 41 lat, glejak rozlany inny niz glejak wielopostaciowy (adult-type
diffuse gliomas, IDH-mutant)

C - Mezczyzna, 45 lat, glejak wielopostaciowy (glioblastoma, IDH-wildtype)

D - Mezczyzna, 78 lat, glejak wielopostaciowy (glioblastoma, IDH-wildtype).
70| Strona



Zauwazono, ze zaréwno $rednia liczba komoérek 15-LOX(+) (5 w obrebie
guza, 13 w otoczeniu) jak i mediana (3 w obrebie guza, 10 w otoczeniu) sg
wyzsze w otoczeniu nowotworu niz w obrebie guza. Wyniki przedstawione

zostaty w tabeli 8.

Tabela 8. Immunoekspresja biatka 15-LOX w obrebie guza i w jego otoczeniu.

komoérki 15-LOX(+) +7,78
w obrebie guza

komoérki 15-LOX(+) )

: 42 13 10 19,96
w otoczeniu guza
stosunek liczby
komorek 15-LOX(+)
do catkowitej liczby 0 0.13 0.02 0.01 +0,03

komoérek
nowotworowych

indeks 15-LOX(+) 1 45 14 13 +9

4.1.2. Immunoekspresja biatka LCA

Dokonano ewaluacji liczby komérek LCA(+) / HPF w obrebie guza oraz
okreslono ich stosunek do catkowitej liczby komorek nowotworowych w obrebie

guza. Wyniki przedstawione zostaty w tabeli 9.

Tabela 9. Immunoekspresja biatka LCA w obrebie guza.

I ) ] ) o
komoérki LCA(+) 65 +39,58
w obrebie guza

stosunek liczby komérek
LCA(+) do catkowitej 0 3 0.53 0.4 +0 45
liczby komoérek ’ ' Y
nowotworowych
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Ekspresja biatka LCA widoczna byfa tylko i wytgcznie w komdrkach

szpikopochodnych. Zostata ona przedstawiona na fot.7.

Fot. 7. Ekspresja biatka LCA w komoérkach szpikopochodnych w obrebie
badanych guzéw OUN u wybranych pacjentéw z grupy badanej, 400x. Zdjecie
z bazy obrazéw mikroskopowych, stworzonych w toku badan.

Objasnienia:

A - Mezczyzna, 81 lat, glejak wielopostaciowy (glioblastoma, IDH-wildtype)
B - Kobieta, 73 lata, glejak wielopostaciowy (glioblastoma, IDH-wildtype)

C - Kobieta, 43 lata, glejak rozlany inny niz glejak wielopostaciowy (adult-type
diffuse gliomas, IDH-mutant)

D - Mezczyzna, 85 lat, glejak wielopostaciowy (glioblastoma, IDH-wildtype).
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4.2. Wyniki pomiaréw stosunku izotopowego stabilnych izotopow azotu
i wegla w glejakach
Uzyskano 284 wyniki pomiaréw stosunku izotopowego stabilnych
izotopdw wegla 13C/12C i azotu °*N/*“N oraz stosunku masowego N/C, w tym 101
z centrum guza, 87 z obrzeza guza i 96 z bezposredniego otoczenia guza,
bedgcego makroskopowo niezmienionymi tkankami. Dla kazdej z grup pomiarow
okreslono wartosci maksymalne, minimalne, srednig, mediane oraz odchylenie
standardowe. Utworzono wykresy rozrzutu, obrazujgce korelacje pomiedzy

poszczegolnymi zmiennymi i przedstawiono je zbiorczo na diagramie 1.

Diagram 1. Zbiorcza prezentacja wykreséw rozrzutu wybranych parametréw.
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Objasnienia:
stosunek izotopowy 3C/12C M stosunek izotopowy °N/“N
w centrum guza na obrzezu guza
J stosunek izotopowy 13C/*2C N stosunek izotopowy °N/“N
na obrzezu guza w tkankach otaczajgcych guz
K stosunek izotopowy 3C/12C @) stosunek masowy N/C
w tkankach otaczajgcych guz w centrum guza
L stosunek izotopowy 1°N/**N P stosunek masowy N/C na
w centrum guza obrzezu guza
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4.2.1. Sktad izotopowy centrum guza

Uzyskano 101 wynikow pomiaru stosunku izotopowego stabilnych
izotopéw, w tym 34 wegla 3C/*?C, 34 azotu ®N/*N oraz 33 wyniki stosunku
masowego N/C.

Stosunek izotopowy 3C/*?C w centrum guza wahat sie od -24,3%
(minimum) do -22,2% (maksimum). Srednia warto$é stosunku izotopowego
stabilnych izotopéw wegla wyniosta -23,4% (mediana -23,5%.; odchylenie
standardowe +0,55) (tabela 10).

Stosunek izotopowy *°N/*N w centrum guza wahat sie od 7,9%. (minimum)
do 12%. (maksimum). Srednia warto$¢ stosunku izotopowego stabilnych izotopow
azotu wyniosta 9,2%. (mediana 9,2%o.; odchylenie standardowe +0,84) (tabela 10).

Wartosci stosunku masowego N/C w centrum guza wahaty sie od 0,11
(minimum) do 0,26 (maksimum). Srednia warto$¢ stosunku masowego N/C

wyniosta 0,21 (mediana 0,22; odchylenie standardowe +0,04) (tabela 10).

Tabela 10. Wyniki pomiarow stosunku izotopowego stabilnych izotopow wegla

i azotu oraz stosunku masowego N/C w centrum guza.

13C/12C -24,3%0 -22,2%o -23,4%o -23,5%o +0,55

7,9%o0 12%o 9,2%o0 9,2%o0 +0,84

N/C 0,11 0,26 0,21 0,22 +0,04
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4.2.2. Sktad izotopowy obrzeza guza

Uzyskano 87 wynikow pomiaru stosunku izotopowego stabilnych
izotopow, w tym 29 wegla 3C/*2C, 29 azotu °N/*N oraz 29 wynikéw stosunku
masowego N/C.

Stosunek izotopowy 3C/*?C w centrum guza wahat sie od -24,2%
(minimum) do -22,3%. (maksimum). Srednia warto$¢ stosunku izotopowego
stabilnych izotopéw wegla wyniosta -23,4%. (mediana -23,5%.; odchylenie
standardowe +0,51) (tabela 11).

Stosunek izotopowy *°N/*N w centrum guza wahat sie od 6,9%. (minimum)
do 13% (maksimum). Srednia warto$¢ stosunku izotopowego stabilnych
izotopow azotu wyniosta 9,6 (mediana 9,3%.; odchylenie standardowe +1,35)
(tabela 11).

Wartosci stosunku masowego N/C w centrum guza wahaty sie od 0,1
(minimum) do 0,26 (maksimum). Srednia warto$¢ stosunku masowego N/C

wyniosta 0,18 (mediana 0,18; odchylenie standardowe +£0,04) (tabela 11).

Tabela 11. Wyniki pomiaréw stosunku izotopowego stabilnych izotopéw wegla

i azotu oraz stosunku masowego N/C na obrzezu guza.

-24,2%0 -22,3%o -23,4%0 -23,5%  +0,51
6,9%o 13%o 9,6%o 9,3%o +1,35

N/C 0,1 0,26 0,18 0,18 +0,04
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4.2.3. Sktad izotopowy makroskopowo niezmienionych tkanek otaczajacych
guz

Uzyskano 96 wynikow pomiaru stosunku izotopowego stabilnych izotopéw,
w tym 32 wegla 3C/*2C, 32 azotu >N/**N oraz 32 wyniki stosunku masowego N/C.

Stosunek izotopowy *3C/*2C w centrum guza wahat sie od -24%. (minimum)
do -22%. (maksimum). Srednia warto$¢ stosunku izotopowego stabilnych izotopéw
wegla wyniosta -23,2% (mediana -23,3%.; odchylenie standardowe +0,43)
(tabela 12).

Stosunek izotopowy *N/**N w centrum guza wahat sie od 2%. (minimum)
do 11,2% (maksimum). Srednia warto$¢ stosunku izotopowego stabilnych
izotopow azotu wyniosta 9,1% (mediana 9,1%.; odchylenie standardowe £1,48)
(tabela 12).

Wartosci stosunku masowego N/C w centrum guza wahaty sie od 0,11
(minimum) do 0,26 (maksimum). Srednia warto$é stosunku masowego N/C

wyniosta 0,17 (mediana 0,18; odchylenie standardowe £0,04) (tabela 12).

Tabela 12. Wyniki pomiaréow stosunku izotopowego stabilnych izotopow wegla
i azotu oraz stosunku masowego N/C w makroskopowo niezmienionych tkankach,

otaczajgcych guz.

I I I ey S I
-24%o -22%o -23,2%o -23,3%o +0,43

N/C 0,11 0,26 0,17 0,18 +0,04
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4.2.4. Analiza porownawcza sktadu izotopowego wegla w badanych
lokalizacjach

Stosunek izotopowy 3C/*?>C w centrum guza byt bardzo zblizony do stosunku
izotopowego '3C/*?C na obrzezu guza oraz w makroskopowo niezmienionych

tkankach otaczajgcych guz. Wyniki zostaty przedstawione w tabeli 13.

Tabela 13. Analiza poréwnawcza otrzymanych wynikéw stosunku izotopowego
13C/*2C pomiedzy centrum guza, jego obrzezem oraz makroskopowo niezmienionymi

tkankami, bezposrednio otaczajgcymi guz.

minimum | maksimum | srednia | mediana

13C /12C
(%o) (%0) (%o) (%0)

centrum guza -24,3 -22,2 -23,4 -23,5 10,55

obrzeze guza -24,2 -22,3 -23,4 -23,5 10,51

Ul @EE LIRS 24 22 23,2 233 0,43

4.2.5. Analiza porownawcza sktadu izotopowego azotu w badanych
lokalizacjach

Stosunek izotopowy N/Y*N w centrum guza, na obrzezu guza oraz
w makroskopowo niezmienionych tkankach otaczajgcych guz byt zblizony. Wyniki

zostaty przedstawione w tabeli 14.

Tabela 14. Analiza poréwnawcza otrzymanych wynikow stosunku izotopowego
SN/MN pomiedzy centrum guza, jego obrzezem oraz makroskopowo niezmienionymi

tkankami, bezposrednio otaczajgcymi guz.

15N|/14N minimum maksimum srednia mediana

) (%0) ) (%)

tkanki otaczajace ) 11.2 91 91 +1.48

77| Strona



4.2.6. Analiza poréwnawcza stosunku masowego N/C w badanych
lokalizacjach

Stosunek masowy N/C wykazywat tendencje malejgcg wraz z oddalaniem
sie od centrum guza, w ktorym osiggat najwyzsze wartosci (Srednia 0,21;

mediana 0,22). Wyniki zostaty przedstawione w tabeli 15.

Tabela 15. Analiza poréwnawcza otrzymanych wynikéw stosunku masowego
N/C pomiedzy centrum guza, jego obrzezem oraz makroskopowo

niezmienionymi tkankami, bezposrednio otaczajgcymi guz.

I 7 ) £ Y
0,1 0,26 0,18 0,18 0,04
0,11 0,26 0,17 0,18 0,04

4.3. Wyniki analizy statystycznej

4.3.1. Wyniki analizy statystycznej immunoekspresji badanych biatek

Podczas analizy statystycznej wynikow wykorzystano nastepujgce

histokliniczne zmienne grupujgce:

o pleé

e wiek pacjenta w momencie resekcji

e lokalizacje guza wzgledem linii posrodkowej ciata (strona lewa, strona
prawa)

¢ lokalizacje guza wzgledem struktur anatomicznych

o stopien ztosliwosci histologicznej (grade) w rozpoznaniu pierwotnym
(grade 1, 2,31i4)

e rozpoznanie histopatologiczne tj. grupy gwiazdziak wiosowatokomédrkowy
- pilocytic astrocytoma; glejak wielopostaciowy - glioblastoma, IDH-
wildtype; glejaki rozlane inne niz glejak wielopostaciowy - adult-type
diffuse gliomas, IDH-mutant

e indeks Ki-67
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4.3.1.1. Wyniki analizy statystycznej immunoekspresji biatka 15-LOX

Wykazano istotng roéznice pomiedzy liczbg komoérek 15-LOX(+) / HPF
w obrebie guza a stopniem ztosliwosci histologicznej (p=0,014) i zobrazowano
na wykresie 1. Zauwazono, ze guzy o nizszym stopniu ztosliwosci histologiczne;j
charakteryzowaty sie wiekszg liczbg komorek 15-LOX(+) / HPF w obrebie guza.
Poréwnania w podgrupach ujawnity ponadto istotne statystycznie réznice

pomiedzy:

e liczbg komoérek 15-LOX(+) / HPF w obrebie guza w nowotworach
0 pierwszym stopniu ztosliwosci histologicznej i w nowotworach o trzecim
stopniu ztosliwosci histologicznej (p=0,022). Liczba komérek 15-LOX(+) /
HPF byta wieksza w guzach o pierwszym stopniu ztosliwosci
histologiczne,.

e liczbg komoérek 15-LOX(+) / HPF w obrebie guza w nowotworach
o pierwszym stopniu zlo$liwosci histologicznej i w nowotworach
o czwartym stopniu ztosliwosci histologicznej (p=0,015). Liczba komodrek
15-LOX(+) / HPF byta wieksza w guzach o pierwszym stopniu ztosliwosci
histologicznej.

e liczbg komorek 15-LOX(+) / HPF w obrebie guza w nowotworach o drugim
stopniu ztosliwosci histologicznej i w nowotworach o trzecim stopniu
ztosliwosci histologicznej (p=0,031). Liczba komodrek 15-LOX(+) / HPF

byta wieksza w guzach o drugim stopniu ztosliwosci histologiczne.
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1004 Kruskal-Wallis, p = 0.014 0.18

0.015
0.031

0.022

50- 0.49

0=|_|—II+

1 2 3 4

Wykres 1. Test Kruskala-Wallisa - istotne statystycznie rdznice pomiedzy
stopniem zilosliwosci histologicznej guza (0§ X) a liczbg komorek
15 LOX(+) / HPF w obrebie guza (08 Y).

Objasnienia: 1 - pierwszy stopien ztosliwosci histologicznej (grade 1), 2 - drugi
stopien zitosliwosci histologicznej (grade 2), 3 - trzeci stopien ztosliwosci

histologicznej (grade 3), 4 - czwarty stopien ztosliwosci histologicznej (grade 4)

Wykazano istotng statystycznie réznice pomiedzy stosunkiem liczby
komoérek 15-LOX(+) do liczby komérek nowotworowych / HPF a rozpoznaniem
histopatologicznym (p=0,046). Wyniki zostaty przedstawione na wykresie 2.
Wykazano, ze stosunek komoédrek 15-LOX(+) do liczby komodrek
nowotworowych / HPF jest najwyzszy w guzach z rozpoznaniem glejaka
rozlanego innego niz glejak wielopostaciowy (adult-type diffuse gliomas,
IDH-mutant).
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Wykres 2. Test Kruskala-Wallisa - istotna statystycznie réznica pomiedzy
rozpoznaniem histopatologicznym (0o$ X) a stosunkiem liczby komorek
15-LOX(+) do liczby komdrek nowotworowych / HPF (oS Y).

Objasnienia: 1 - glejaki rozlane inne niz glejak wielopostaciowy (adult-type
diffuse gliomas, IDH-mutant), 2 - glejak wielopostaciowy (glioblastoma,

IDH-wildtype), 3 - gwiazdziak wiosowatokomorkowy (pilocytic astrocytoma)

Stwierdzono istnienie istotnej statystycznie réznicy pomiedzy stosunkiem
liczby komorek 15-LOX(+) do liczby komérek nowotworowych / HPF a stopniem
ztosliwosci histologicznej guza (p=0,032), zobrazowanej na wykresie 3.
Wykazano, ze stosunek komoérek 15-LOX(+) do liczby komorek nowotworowych
/ HPF jest najwyzszy w guzach o drugim stopniu ztosliwosci.

Poréwnania w podgrupach ujawnity ponadto istotne statystycznie réznice

pomiedzy:

e stosunkiem liczby komorek  15-LOX(+) do liczby komorek
nowotworowych / HPF w nowotworach o drugim stopniu ztosliwosci
histologicznej i w nowotworach o trzecim stopniu ztosliwosci histologiczne;j
(p=0,035). Stosunek komoérek 15-LOX(+) do liczby komorek
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1.

0.31

0.0+

nowotworowych / HPF byt wyzszy w guzach o drugim stopniu zto$liwosci
histologiczne,.

stosunkiem liczby komérek 15-LOX(+) do liczby komodrek
nowotworowych / HPF w nowotworach o drugim stopniu ztosliwosci
histologiczne] iw nowotworach o czwartym stopniu ztosliwosci
histologicznej (p=0,02). Stosunek komérek 15-LOX(+) do liczby komorek
nowotworowych / HPF byt wyzszy w guzach o drugim stopniu ztosliwosci

histologiczne,.

Kruskal-Wallis, p = 0.032

0.02

0.07
0.035

0.084

0.99

R

Wykres 3. Test Kruskala-Wallisa - istotne statystycznie réznice pomiedzy
stopniem ztosliwosci histologicznej guza (0§ X) a stosunkiem liczby komorek
15-LOX(+) do liczby komdrek nowotworowych / HPF (oS Y).

Objasnienia: 1 - pierwszy stopien zto$liwosci histologicznej (grade 1), 2 - drugi
stopien zitosliwosci histologicznej (grade 2), 3 - trzeci stopien ztosliwosci

histologicznej (grade 3), 4 - czwarty stopien ztosliwosci histologicznej (grade 4)

Ponadto analiza statystyczna ujawnita nastepujgce trendy dotyczgce

ekspresiji biatka 15-LOX:

Réznica pomiedzy liczbg komérek 15-LOX (+) w obrebie guza / HPF a picig

(wykres 4). Liczba komérek 15-LOX (+) w obrebie guza / HPF byta wieksza

u mezczyzn niz u kobiet.
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2. Robznica pomiedzy stosunkiem liczby komoérek 15-LOX(+) do liczby komérek
nowotworowych / HPF a pfcig (wykres 5). Stosunek liczby komorek 15-LOX(+) do

liczby komérek nowotworowych / HPF byt wyzszy u mezczyzn niz u kobiet.

3. Rodznica pomiedzy liczbg komorek 15-LOX(+) w bezposrednim otoczeniu
nowotworu / HPF a ptcig (wykres 6). Liczba komorek 15-LOX (+) w bezposrednim

otoczeniu nowotworu / HPF byta wieksza u mezczyzn niz u kobiet.

4. Robznica pomiedzy liczbg komorek 15-LOX(+) w bezposrednim otoczeniu
nowotworu / HPF a lokalizacjg guza wzgledem struktur anatomicznych (wykres 7).
Liczba komoérek 15-LOX(+) w bezposrednim otoczeniu nowotworu / HPF byta

wieksza w guzach ptata skroniowego niz w guzach ptata czotowego.

5. Rodznica pomiedzy liczbg komoérek 15-LOX(+) w bezposrednim otoczeniu
nowotworu / HPF a stopniem ztosliwosci histologicznej guza (wykres 8). Liczba
komérek 15-LOX(+) w bezposrednim otoczeniu nowotworu / HPF byta wieksza
w guzach o drugim stopniu ztosliwosci histologicznej niz w guzach o czwartym

stopniu ztosliwosci histologiczne;.

6. Robznica pomiedzy liczbg komorek 15-LOX(+) w obrebie guza / HPF
a rozpoznaniem histopatologicznym (wykres 9). Liczba komoérek 15-LOX(+)
w obrebie guza / HPF byta najmniejsza w guzach z rozpoznaniem glejaka

wielopostaciowego (glioblastoma, IDH-wildtype).

7. Robznica pomiedzy liczbg komérek 15-LOX(+) w bezposrednim otoczeniu
nowotworu / HPF a rozpoznaniem histopatologicznym (wykres 10). Liczba komorek
15-LOX(+) w bezposrednim otoczeniu nowotworu / HPF byta wieksza w guzach
z rozpoznaniem glejaka rozlanego innego niz glejak wielopostaciowy (adult-type
diffuse gliomas, IDH-mutant) niz w guzach z rozpoznaniem glejaka

wielopostaciowego (glioblastoma, IDH-wildtype).

8. Robznica  pomiedzy  procentowym  udziatem  komérek  15-LOX(+)
w bezposrednim otoczeniu nowotworu / HPF a rozpoznaniem histopatologicznym
(wykres 11). Procentowy udziat komorek 15-LOX(+) w bezposrednim otoczeniu
nowotworu / HPF byt wyzszy w guzach z rozpoznaniem glejaka wielopostaciowego
(glioblastoma, IDH-wildtype) niz w guzach z rozpoznaniem glejaka rozlanego
innego niz glejak wielopostaciowy (adult-type diffuse gliomas, IDH-mutant)
iwguzach z rozpoznaniem gwiazdziaka wiosowatokomoérkowego (pilocytic

astrocytoma)
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Brak istotnosci statystycznej mogt wynika¢ z matej liczby przypadkow,

matej homogennosci grupy lub obecnosci odstajgcych wynikow.

204

Wilcoxon, p=0.2

| —

T T

0 1

Wykres 4. Test Wilcoxona - zréznicowanie pomiedzy pfcig (o$ X) a liczbg
komoérek 15-LOX(+) w obrebie guza / HPF (0s Y).

Objasnienia: 0 - mezczyzni, 1 - kobiety

0.094

0.06+

0.034

0.00+

Wilcoxon, p=0.16

0 1

Wykres 5. Test Wilcoxona - zréznicowanie pomiedzy pfcig (0$ X) a stosunkiem

liczby komérek 15-LOX(+) do liczby komoérek nowotworowych / HPF (oS Y).

Objasnienia: 0 - mezczyzni, 1 - kobiety
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Wilcoxon, p = 0.089

204

104

Wykres 6. Test Wilcoxona - zréznicowanie pomiedzy pfcig (o$ X) a liczbg

komorek 15-LOX(+) w bezposrednim otoczeniu nowotworu / HPF (os Y).

Objasnienia: 0 - mezczyzni, 1 - kobiety

Wilcoxon, p =0.11

L]

304

20 1

0 1

Wykres 7. Test Wilcoxona - zroznicowanie pomiedzy lokalizacjg guza wzgledem
struktur anatomicznych (0o$ X) a liczbg komodrek 15-LOX(+) w bezposrednim

otoczeniu nowotworu / HPF.
Objasnienia: O - ptat skroniowy, 1 - ptat czotowy
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Wilcoxon, p = 0.19

304

Wykres 8. Test Wilcoxona - zréznicowanie pomiedzy stopniem ztosliwosci

histologicznej guza (0$ X), a liczbg komorek 15-LOX(+) w otoczeniu nowotworu / HPF.

Objasnienia: O - drugi stopien ztosliwosci histologicznej (grade 2), 1 - czwarty stopien

ztosliwosci histologicznej (grade 4)

Kruskal-Wallis, p = 0.062
60+

404

H
. [ ]
201 . .
[— —
04 % -
1 2 3
Wykres 9. Test Kruskala-Wallisa - zréznicowanie pomiedzy rozpoznaniem

histopatologicznym (0$ X) a liczbg komérek 15-LOX(+) w obrebie guza / HPF (08 Y).

Objasnienia: 1 - glejaki rozlane inne niz glejak wielopostaciowy (adult-type diffuse
gliomas, IDH-mutant), 2 - glejak wielopostaciowy (glioblastoma, IDH-wildtype),

3 - gwiazdziak wiosowatokomérkowy (pilocytic astrocytoma)
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Wilcoxon, p = 0.26

301

204

0 1
Wykres 10. Test Wilcoxona - zréznicowanie pomiedzy rozpoznaniem
histopatologicznym (0$ X) a liczbg komérek 15-LOX(+) w otoczeniu guza / HPF (08 Y).

Objasnienia: 1 - glejaki rozlane inne niz glejak wielopostaciowy (adult-type diffuse

gliomas, IDH-mutant), 2 - glejak wielopostaciowy (glioblastoma, IDH-wildtype)

50 Kruskal-Wallis, p = 0.53

L ]
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L ]

304
204 |
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Wykres 11. Test Kruskala-Wallisa - rdznica pomiedzy rozpoznaniem

histopatologicznym (0$ X), a procentem komoérek 15-LOX(+) w otoczeniu guza / HPF.

Objasnienia: 1 - glejaki rozlane inne niz glejak wielopostaciowy (adult-type diffuse
gliomas, IDH-mutant), 2 - glejak wielopostaciowy (glioblastoma, IDH-wildtype),

3 - gwiazdziak wiosowatokomadrkowy (pilocytic astrocytoma)
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4.3.1.2. Wyniki analizy statystycznej immunoekspresiji biatka LCA

Wykazano istotng statystycznie roznice pomiedzy liczbg komorek LCA(+)
| HPF a stopniem ziosliwosci histologicznej guza (p=2e-05). Liczba komorek
LCA(+) / HPF byta najwieksza w guzach o czwartym stopniu ztosliwosci
histologicznej. Dane zostaty przedstawione na wykresie 12.

Poréwnania w podgrupach ujawnity ponadto istotne statystycznie réznice

pomiedzy:

e liczbg komorek LCA(+) / HPF w guzach o pierwszym stopniu ztosliwosci
histologicznej oraz w guzach o czwartym stopniu ztosliwosci histologicznej
(p=0,0013). Liczba komoérek LCA(+) / HPF byla wyzszy w guzach
0 czwartym stopniu ztosliwosci histologiczne;.

e liczbg komérek LCA(+) / HPF w guzach o drugim stopniu ztosliwosci
histologicznej oraz w guzach o czwartym stopniu ztosliwosci histologicznej
(p=0,00065). Liczba komérek LCA(+) / HPF byta wyzszy w guzach
0 czwartym stopniu ztosliwosci histologiczne;.

e liczbg komorek LCA(+) / HPF w guzach o trzecim stopniu ztosliwosci
histologicznej oraz w guzach o czwartym stopniu ztosliwosci histologicznej
(p=0,0011). Liczba komérek LCA(+) / HPF byta wyzsza w guzach

0 czwartym stopniu ztosliwosci histologiczne;.
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Wykres 12. Test Kruskala-Wallisa - istotne statystycznie réznice pomiedzy
stopniem ztosliwosci histologicznej guza (0$ X) a liczbg komorek LCA(+) / HPF
(08Y).

Objasnienia: 1 - pierwszy stopien ztosliwosci histologicznej (grade 1), 2 - drugi
stopien zilosliwosci histologicznej (grade 2), 3 - trzeci stopien ztosliwosci

histologicznej (grade 3), 4 - czwarty stopien ztosliwos$ci histologicznej (grade 4)

Stwierdzono istotng statystycznie roznice pomiedzy stosunkiem liczby
komorek LCA(+) do liczby komérek nowotworowych / HPF a stopniem ztosliwosci
histologicznej guza (p=0,0019), co zaprezentowane zostato na wykresie 13.
Stosunek liczby komoérek LCA(+) do liczby komorek nowotworowych / HPF byt
najwyzszy w guzach z rozpoznaniem glejaka wielopostaciowego (glioblastoma,
IDH-wildtype).

Poréwnania w podgrupach ujawnity ponadto istotne statystycznie réznice
pomiedzy:

e stosunkiem liczby komérek LCA(+) do liczby komérek nowotworowych /
HPF w guzach o drugim stopniu ztosliwosci histologicznej oraz w guzach
o czwartym stopniu ztosliwosci histologicznej (p=0,0069). Stosunek liczby
komorek LCA(+) do liczby komoérek nowotworowych / HPF byt wyzszy

w guzach o czwartym stopniu ztosliwosci histologiczne;.
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e stosunkiem liczby komérek LCA(+) do liczby komorek nowotworowych /
HPF w guzach o trzecim stopniu ztosliwosci histologicznej oraz w guzach
o czwartym stopniu ztosliwosci histologicznej (p=0,0018). Stosunek liczby
komérek LCA(+) do liczby komorek nowotworowych / HPF byt wyzszy w

guzach o czwartym stopniu ztosliwosci histologiczne;.

Kruskal-Wallis, p = 0.0019
0.0018

0.0069
0.17
0.4

0.17

0.52

[ o= e

1 2 3 4

Wykres 13. Test Kruskala-Wallisa - istotne statystycznie réznice pomiedzy
stopniem ztosliwosci histologicznej guza (0§ X) a stosunkiem liczby komorek

LCA(+) do liczby komoérek nowotworowych / HPF.

Objasnienia: 1 - pierwszy stopien ztosliwosci histologicznej (grade 1), 2 - drugi
stopien ztosliwosci histologicznej (grade 2), 3 - trzeci stopien ztosliwosci
histologicznej (grade 3), 4 - czwarty stopien ztosliwosci histologicznej (grade 4)

Ujawniono istotng statystycznie réznice pomiedzy liczbg komorek
LCA(+) / HPF a rozpoznaniem histopatologicznym (p=8,3e-05) i przedstawiono
ja na wykresie 14. Liczba komorek LCA(+) byla najwieksza w guzach
z rozpoznaniem z glejaka wielopostaciowego (glioblastoma, IDH-wildtype).

Porownania w podgrupach ujawnity ponadto istotne statystycznie réznice
pomiedzy:
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e liczbg komorek LCA(+) / HPF w guzach z rozpoznaniem glejaka
wielopostaciowego (glioblastoma, IDH-wildtype) oraz w guzach
z rozpoznaniem glejaka rozlanego innego niz glejak wielopostaciowy
(adult-type diffuse gliomas, IDH-mutant) (p=0,0006). Liczba komorek
LCA(+) / HPF byta wieksza w guzach z rozpoznaniem glejaka
wielopostaciowego (glioblastoma, IDH-wildtype).

e liczbg komérek LCA(+) / HPF w guzach z rozpoznaniem glejaka
wielopostaciowego (glioblastoma, IDH-wildtype) oraz w guzach
z rozpoznaniem  gwiazdziaka  wtosowatokomoérkowego  (pilocytic
astrocytoma) (p=0,00089). Liczba komérek LCA(+) / HPF byta wieksza
w guzach z rozpoznaniem glejaka wielopostaciowego (glioblastoma, IDH-

wildtype).

Kruskal-Wallis, p = 8.3e-05 0.00089

0.0006

2004

100 4

[ ———

Wykres 14. Test Kruskala-Wallisa - istotne statystycznie réznice pomiedzy

rozpoznaniem histopatologicznym (os$ X) a liczbg komorek LCA(+) / HPF (08 Y).

Objasnienia: 1 - glejaki rozlane inne niz glejak wielopostaciowy (adult-type
diffuse gliomas, IDH-mutant), 2 - glejak wielopostaciowy (glioblastoma,

IDH-wildtype), 3 - gwiazdziak wiosowatokomadrkowy (pilocytic astrocytoma)
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Wykazano istotng statystycznie réznice pomiedzy stosunkiem liczby
komérek LCA(+) do liczby komérek nowotworowych / HPF a rozpoznaniem
histopatologicznym (p=0,0055). Dane zostaty przedstawione na wykresie 15.
Najwyzszg istotnoscig statystyczng charakteryzowata sie réznica pomiedzy
stosunkiem liczby komérek LCA(+) do liczby komérek nowotworowych / HPF
w guzach 2z rozpoznaniem glejaka wielopostaciowego (glioblastoma,
IDH - wildtype) oraz w guzach z rozpoznaniem glejaka rozlanego innego niz
glejak wielopostaciowy (adult-type diffuse gliomas, IDH-mutant) (p=0,0019).
Stosunek liczby komoérek LCA(+) do liczby komorek nowotworowych / HPF byt
wyzszy w guzach z rozpoznaniem glejaka wielopostaciowego (glioblastoma,
IDH-wildtype).

Kruskal-Wallis, p = 0.0055

0.16

0.34

0.0019

Wykres 15. Test Kruskala-Wallisa - istotne statystycznie réznice pomiedzy
rozpoznaniem histopatologicznym (0o$ X) a stosunkiem liczby komérek LCA(+)

do liczby komdrek nowotworowych / HPF(0$ Y).

Objasnienia: 1 - glejaki rozlane inne niz glejak wielopostaciowy (adult-type
diffuse gliomas, IDH-mutant), 2 - glejak wielopostaciowy (glioblastoma,
IDH - wildtype), 3 - gwiazdziak wiosowatokomorkowy (pilocytic astrocytoma)
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Ponadto analiza statystyczna ujawnita nastepujgce trendy dotyczgce
ekspresiji biatka LCA:

Réznica pomiedzy liczbg komérek LCA(+) / HPF a picig (wykres 16). Liczba
komérek LCA(+) / HPF byta wieksza u kobiet niz u mezczyzn.

. Rdznica pomiedzy liczbg komérek LCA(+) / HPF a lokalizacjg guza wzgledem
struktur anatomicznych (wykres 17). Liczba komérek LCA(+) / HPF byta wieksza

w guzach ptata skroniowego, niz w guzach ptata czotowego.

Brak istotnosci statystycznej mogt wynikac z matej liczby przypadkow,

matej homogennosci grupy lub obecnosci odstajgcych wynikow.

Wilcoxon, p = 0.17
200 .

Wykres 16. Test Wilcoxona - zréznicowanie pomiedzy picig (0$ X) a liczbg
komorek LCA(+) / HPF.

Objasnienia: 0 - mezczyzni, 1 - kobiety
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Wilcoxon, p = 0.54
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Wykres 17. Test Wilcoxona - zrdoznicowanie pomiedzy lokalizacjg guza
wzgledem struktur anatomicznych (0s$ X) a liczbg komérek LCA(+) / HPF.

Objasnienia: O - ptat skroniowy, 1 - ptat czotowy

Stwierdzono istotng statystycznie réznice pomiedzy indeksem Ki-67
a rozpoznaniem histopatologicznym (p=1,4e-10), przedstawiong na wykresie 18.
Wykazano, ze przypadki z rozpoznaniem glejaka wielopostaciowego
(glioblastoma, IDH-wildtype) charakteryzowaty sie istotnie wyzszym indeksem
Ki-67, niz przypadki z rozpoznaniem glejaka rozlanego innego niz glejak
wielopostaciowy (adult-type diffuse gliomas, IDH-mutant) oraz gwiazdziaka
witosowatokomorkowego (pilocytic astrocytoma).

Poréwnania w podgrupach ujawnity ponadto istotne statystycznie réznice

pomiedzy:

e indeksem Ki-67 w guzach z rozpoznaniem glejaka wielopostaciowego
(glioblastoma, IDH-wildtype) oraz w guzach z rozpoznaniem glejaka
rozlanego innego niz glejak wielopostaciowy (adult-type diffuse gliomas,
IDH-mutant) (p=3,5e-06). Indeks Ki-67 byt wyzszy w guzach

z rozpoznaniem glejaka wielopostaciowego (glioblastoma, IDH-wildtype).
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e indeksem Ki-67 w guzach z rozpoznaniem glejaka wielopostaciowego
(glioblastoma, IDH-wildtype) oraz w guzach z rozpoznaniem gwiazdziaka
wiosowatokomorkowego (pilocytic astrocytoma) (p=8,3e-08). Indeks Ki-67
byt wyzszy w guzach z rozpoznaniem glejaka wielopostaciowego
(glioblastoma, IDH-wildtype).

¢ indeksem Ki-67 w guzach z rozpoznaniem glejaka rozlanego innego niz
glejak wielopostaciowy (adult-type diffuse gliomas, IDH-mutant) oraz
w guzach z rozpoznaniem gwiazdziaka wtosowatokomaorkowego (pilocytic
astrocytoma) (p=0,00014). Indeks Ki-67 byt wyzszy w guzach
z rozpoznaniem glejaka rozlanego innego niz glejak wielopostaciowy

(adult-type diffuse gliomas, IDH-mutant).

100- Kruskal-Wallis, p = 1.4e-10

':' 8.3e-08 |

- 0.00014
3.56-06

Wykres 18. Test Kruskala-Wallisa - istotne statystycznie réznice pomiedzy

rozpoznaniem histopatologicznym (os X) a indeksem Ki-67 (08 Y).

Objasnienia: 1 - glejaki rozlane inne niz glejak wielopostaciowy (adult-type
diffuse gliomas, IDH-mutant), 2 - glejak wielopostaciowy (glioblastoma,

IDH-wildtype), 3 - gwiazdziak wtosowatokomorkowy (pilocytic astrocytoma)

95|Strona



Wykazano istotng réznice pomiedzy indeksem Ki-67, a stopniem
ztosliwosci histologicznej guza (grade) (p=1e-15), przedstawione na wykresie 19.
Wykazano, ze guzy o wyzszym stopniu ztosliwosci histologicznej
charakteryzowaty sie wyzszym indeksem Ki-67. Poréwnania w podgrupach

ujawnity ponadto istotne statystycznie roznice pomiedzy:

¢ indeksem Ki-67 w guzach o pierwszym stopniu ztosliwosci histologicznej
oraz w guzach o drugim stopniu ztosliwosci histologicznej (p=0,0015).
Indeks Ki-67 byt wyzszy w guzach o drugim stopniu ztosliwosci
histologiczne.

e indeksem Ki-67 w guzach o pierwszym stopniu ztosliwosci histologicznej
oraz w guzach o trzecim stopniu ztosliwosci histologicznej (p=2e-05).
Indeks Ki-67 byt wyzszy w guzach o trzecim stopniu ztosliwosci
histologiczne;j.

e indeksem Ki-67 w guzach o pierwszym stopniu ztosliwosci histologicznej
oraz w guzach o czwartym stopniu ztosliwosci histologicznej (p=6e-08).
Indeks Ki-67 byt wyzszy w guzach o czwartym stopniu ztosliwosci
histologicznej.

¢ indeksem Ki-67 w guzach o drugim stopniu ztosliwosci histologicznej
oraz w guzach o trzecim stopniu ztosliwosci histologicznej (p=1,6e-06).
Indeks Ki-67 byt wyzszy w guzach o trzecim stopniu ztosliwoSci
histologiczne.

e indeksem Ki-67 w guzach o drugim stopniu zto$liwosci histologicznej
oraz w guzach o czwartym stopniu ztosliwosci histologicznej (p=1,6e-12).
Indeks Ki-67 byt wyzszy w guzach o czwartym stopniu ztoSliwosci

histologiczne;.
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Wykres 19. Test Kruskala-Wallisa - istotne statystycznie réznice pomiedzy

stopniem ztosliwosci histologicznej guza (0$ X) a indeksem Ki-67 (oS Y).

Objasnienia: 1 - pierwszy stopien ztosliwosci histologicznej (grade 1), 2 - drugi
stopien zitosliwosci histologicznej (grade 2), 3 - trzeci stopien ztosliwosci

histologicznej (grade 3), 4 - czwarty stopienh ztosliwosci histologicznej (grade 4)

4.3.1.3. Korelacje

Otrzymane dane przeanalizowano pod katem istnienia pomiedzy nimi
istotnych korelacji i okreslenia kierunku oraz sity zwigzku miedzy zmiennymi.
Na podstawie analizy wspoétczynnika korelacji Spearmana, stwierdzono

istnienie dziewieciu powigzan, ujetych ponizej i przedstawionych na diagramie 2.

Korelacje ujemne:

e silna pomiedzy liczbg komérek 15-LOX(+) / HPF w obrebie guza
a stosunkiem izotopowym 13C/*?C w centrum guza (wspoétczynnik
korelacji -0,76)
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silna  pomiedzy procentowym udziatem komorek  15-LOX(+)
w bezposrednim otoczeniu guza / HPF a indeksem Ki-67 (wspoétczynnik
korelacji -0,73)

Korelacje dodatnie:

bardzo silna pomiedzy liczbg komorek LCA(+) / HPF a stosunkiem liczby
komérek LCA(+) do liczby komérek nowotworowych (wspétczynnik
korelacji 0,97)

bardzo silna pomiedzy liczbg komérek 15-LOX(+) w obrebie guza / HPF
a stosunkiem liczby komérek 15-LOX(+) do liczby komorek
nowotworowych / HPF (wspétczynnik korelacji 0,97)

silna pomiedzy liczbg komoérek 15-LOX(+) w bezposrednim otoczeniu
nowotworu / HPF a liczbg komérek 15-LOX(+) w obrebie guza / HPF
(wspotczynnik korelacji 0,87)

silna pomiedzy stosunkiem izotopowym 13C/12C w centrum guza
a stosunkiem izotopowym 3C/*?C na obrzezu guza (wspoétczynnik
korelacji 0,87)

silna pomiedzy liczbg komoérek 15-LOX(+) w bezposrednim otoczeniu
nowotworu / HPF a stosunkiem liczby komoérek 15-LOX(+) do liczby
komérek nowotworowych / HPF (wspétczynnik korelacji 0,8)

silna pomiedzy wiekiem pacjenta w momencie resekcji a indeksem Ki-67
(wspotczynnik korelacji 0,73)

silna pomiedzy liczbg komérek LCA(+) / HPF a indeksem Ki-67
(wspotczynnik korelacji 0,71)
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Diagram 2. Graficzne przedstawienie wspoétczynnikow korelacji Spearmana.

m
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-0.25

—0.25

L . 0.75

Objasnienia:

B wiek pacjenta w momencie resekcji
BB  udziat procentowy komoérek 15-LOX (+) w otoczeniu guza

H indeks Ki-67

stosunek izotopowy 3C/12C w centrum guza

stosunek izotopowy *3C/*2C na obrzezu guza

stosunek izotopowy °N/**N w centrum guza

stosunek izotopowy *°N/'*N na obrzezu guza

liczba komoérek LCA(+) / HPF

stosunek liczby komorek LCA(+) do liczby komorek nowotworowych
liczba komorek 15-LOX(+) w obrebie guza / HPF

stosunek liczby komorek 15-LOX(+) do liczby komdrek nowotworowych

N < < C »I® Z r «

liczba komorek 15-LOX(+) w otoczeniu nowotworu
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4.3.2. Wyniki analizy statystycznej pomiaréw izotopowych

Podczas analizy statystycznej wynikow wykorzystano wiele zmiennych

grupujgcych, do ktérych zaliczono:

o plet

e wiek pacjenta w momencie resekcji

e |okalizacje guza wzgledem linii posrodkowej ciata (strona lewa, strona
prawa)

¢ |okalizacje guza wzgledem struktur anatomicznych

o stopien ziosliwosci histologicznej (grade) w rozpoznaniu pierwotnym
(grade 1, 2,3i4)

e rozpoznanie histopatologiczne tj. grupy gwiazdziak wiosowatokomorkowy
- pilocytic astrocytoma; glejak wielopostaciowy - glioblastoma, IDH-
wildtype; glejaki rozlane inne niz glejak wielopostaciowy - adult-type
diffuse gliomas, IDH-mutant

e indeks Ki-67

4.3.2.1. Wyniki analizy statystycznej pomiaréw stosunku izotopowego
13C/12C

Stwierdzono istotng statystycznie rdznice pomiedzy stosunkiem
izotopowym 13C/*?C w centrum guza a picig (p=0,025). Stosunek izotopowy
13C/2C w centrum guza byt wyzszy u kobiet. Wyniki zostaty przedstawione na
wykresie 20.

Ponadto zauwazono istotng statystycznie réznice pomiedzy stosunkiem
izotopowym 13C/*?C na obrzezu guza a picig (p=0,023). Stosunek izotopowy
13C/12C na obrzezu guza byt wyzszy u kobiet. Dane zostaty przedstawione na

wykresie 20.
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Wykres 20. Test Wilcoxona - istotne statystycznie réznice pomiedzy stosunkiem
izotopowym 3C/*2C (0$ Y) w centrum guza oraz na obrzezu guza w zaleznosci
od ptci (0$ X).

Objasnienia: 0 - mezczyzni, 1 - kobiety, A - centrum guza, B - obrzeze guza

Stwierdzono istotng statystycznie roznice pomiedzy stosunkiem
izotopowym 2C/12C w centrum guza a jego lokalizacjg wzgledem linii
posrodkowej ciata (p=0,043). Stosunek izotopowy 3C/*2C w centrum guza byt
wyzszy w nowotworach, znajdujgcych sie po prawej stronie linii posrodkowej
ciata. Dane zostaty przedstawione na wykresie 21.

Ponadto zauwazono trend dotyczgcy zwigzku pomiedzy stosunkiem
izotopowym 13C/12C na obrzezu guza a jego lokalizacjg wzgledem linii
posrodkowej ciata. Stosunek izotopowy 2C/°C na obrzezu guza byt wyzszy
w nowotworach, znajdujgcych sie po prawej stronie linii posrodkowej ciata
(wykres 21).
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Wykres 21. Test Wilcoxona - istotna statystycznie réznica pomiedzy stosunkiem
izotopowym 13C/2C (0$ Y) w centrum guza w zaleznosci od lokalizacji guza
wzgledem linii posrodkowej ciata (0$ X) oraz trend dotyczgcy zwigzku pomiedzy
stosunkiem izotopowym B2C/*?C (0$ Y) na obrzezu guza w zaleznosci od

lokalizacji guza wzgledem linii posrodkowej ciata (0s$ X).

Objasnienia: O - strona lewa, 1 - strona prawa, A - centrum guza, B - obrzeze

guza

Ponadto analiza statystyczna ujawnita trend dotyczacy zwigzku pomiedzy
stosunkiem izotopowym 3C/*?2C w centrum guza a lokalizacjg guza wzgledem
struktur anatomicznych. Stosunek izotopowy 13C/*?C w centrum guza byt wyzszy
w nowotworach zlokalizowanych w ptacie czotowym (wykres 22).

Brak istotnosci statystycznej mégt wynika¢ z matej liczby przypadkow,
matej homogennosci grupy lub obecnosci odstajgcych wynikow.
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Wykres 22. Test Kruskala-Wallisa - zréznicowanie pomiedzy lokalizacjg guza
wzgledem struktur anatomicznych (o$ X) a stosunkiem izotopowym 13C/*2C

w centrum guza (oS Y).

Objasnienia: O - ptat skroniowy, 1 - ptat czotowy.

4.3.2.2. Wyniki analizy statystycznej pomiaréw stosunku izotopowego
15N/14N

Nie stwierdzono istotnosci statystycznych pomiedzy stosunkiem

izotopowym 1°N/1*N a analizowanymi parametrami.

4.3.2.3. Wyniki analizy statystycznej pomiaréw stosunku masowego N/C

Wykazano istotng statystycznie réznice pomiedzy stosunkiem masowym
N/C w centrum guza, na obrzezu guza i w tkankach otaczajgcych guz
(p=0,00041). Zaprezentowano jg na wykresie 23. Stosunek masowy N/C byt
najwyzszy w centrum guza a najnizszy w makroskopowo niezmienionych

tkankach otaczajgcych guz.
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Poréwnania w podgrupach ujawnity ponadto istotne statystycznie réznice

pomiedzy:

¢ stosunkiem masowym N/C w centrum guza a na obrzezu guza (p=0,0082).
Stosunek masowy N/C byt wyzszy w centrum guza.
e stosunkiem masowym N/C w centrum guza a w tkankach otaczajgcych

guz (p=0,00012). Stosunek masowy N/C byt wyzszy w centrum guza.

Kruskal-Wallis, p = 0.00041

0.34

044
0.00012

0.0082

0.34

Wykres 23. Test Kruskala-Willisa - istotne statystycznie réznice pomiedzy
stosunkiem masowym N/C (o$ Y) w centrum guza, na obrzezu guza i w tkance

otaczajgcej guz (0$ X).

Objasnienia: A - centrum guza, B - obrzeze guza, C - tkanki otaczajgce guz

Wykazano istotng statystycznie roznice pomiedzy stosunkiem masowym
N/C w centrum guza, na obrzezu guza oraz w tkankach otaczajgcych guz
w zaleznosci od pici (wykres 24). Wartosci p wynosity p=0,0042 w grupie
mezczyzn i p=0,024 w grupie kobiet. Stosunek masowy N/C, zarébwno w grupie

kobiet jak i mezczyzn, byt najwyzszy w centrum guza.
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Poréwnania w podgrupach ujawnity ponadto istotne statystycznie réznice

pomiedzy:

04

0.3

stosunkiem masowym N/C w centrum guza a stosunkiem masowym N/C
na obrzezu guza u mezczyzn (p=0,0072). Stosunek masowy N/C byt
wyzszy w centrum guza.

stosunkiem masowym N/C w centrum guza a stosunkiem masowym N/C
w tkankach otaczajgcych guz u mezczyzn (p=0,0033). Stosunek masowy
N/C byt wyzszy w centrum guza.

stosunkiem masowym N/C w centrum guza a stosunkiem masowym N/C
w tkankach otaczajgcych guz u kobiet (p=0,018). Stosunek masowy N/C
byt wyzszy w centrum guza.

stosunkiem masowym N/C na obrzezu guza a stosunkiem masowym N/C
w tkankach otaczajgcych guz u kobiet (p=0,035). Stosunek masowy N/C

byt wyZzszy na obrzezu guza.

0 1
Kruskal-Wallis, p = 0.0042 Kruskal-Wallis, p = 0.024
07 0.035
0.0033 . . 0.018
0.0072 0.49
l . L |
. - L ]
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Wykres 24. Test Kruskala-Willisa - istotne statystycznie réznice pomiedzy

stosunkiem masowym N/C (0os$ Y) w centrum guza, na obrzezu guza i w tkance

otaczajgcej guz w zaleznosci od ptci (0$ X).

Objasnienia: 0 - mezczyzni, 1 - kobiety, A - centrum guza, B - obrzeze guza,

C - tkanki otaczajgce guz
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Wykazano istotng statystycznie réznice pomiedzy stosunkiem masowym
N/C w centrum guza, na obrzezu guza oraz w tkankach otaczajgcych guz
w zaleznosci od lokalizacji guza wzgledem linii posrodkowej ciata, w obrebie
guzow prawostronnych (p=3,9e-05). Wyniki zostaty zaprezentowane na wykresie
25. Stosunek masowy N/C w guzach zlokalizowanych po prawej stronie linii
posrodkowej ciata byt najwyzszy w centrum guza.

Porownania w podgrupach ujawnity ponadto istotne statystycznie réznice

pomiedzy:

e stosunkiem masowym N/C w centrum guza a stosunkiem masowym N/C
na obrzezu guza w nowotworach zlokalizowanych po prawej stronie linii
posrodkowej ciata (p=0,019). Stosunek masowy N/C byt wyzszy
W centrum guza.

e stosunkiem masowym N/C w centrum guza a stosunkiem masowym N/C
w tkankach otaczajgcych guz w nowotworach zlokalizowanych po prawej
stronie linii posrodkowej ciata (p=1e-05). Stosunek masowy N/C byt
wyzszy W centrum guza.

e stosunkiem masowym N/C na obrzezu guza a stosunkiem masowym N/C
w tkankach otaczajgcych guz w nowotworach zlokalizowanych po prawej
stronie linii posrodkowej ciata (p=0,048). Stosunek masowy N/C byt
wyzszy na obrzezu guza (p=0,048).

106 |Strona



0 1

Kruskal-Waillis, p = 0.31 Kruskal-Wallis, p = 3.9e-05
0.85 0.048
04
0.2 . . 1e-05
0.18 0.019
;-J 2 1 - 1

|T™ T

A B Cc A B c

Wykres 25. Test Kruskala-Willisa - istotne statystycznie roznice pomiedzy
stosunkiem masowym N/C (0$ Y) w centrum guza, na obrzezu guza i w tkance
otaczajgcej guz w zaleznosci od lokalizacji guza wzgledem linii posrodkowej ciata
(08 X).

Objasnienia: O - strona lewa, 1 - strona prawa, A - centrum guza, B - obrzeze

guza, C - tkanki otaczajgce guz

Stwierdzono istotng statystycznie rdznice pomiedzy stosunkiem
masowym N/C w centrum guza, na obrzezu guza oraz w tkankach otaczajgcych
guz w zalezno$ci od lokalizacji guza wzgledem struktur anatomicznych (wykres
26). Wartosci p wynosity p=0,015 w guzach ptata skroniowego i p=0,002
w guzach ptata czotowego. Stosunek masowy N/C, zaréwno w guzach ptata
skroniowego, jak i guzach ptata czotowego, byt najwyzszy w centrum guza.

Poréwnania w podgrupach ujawnity ponadto istotne statystycznie réznice

pomiedzy:

e stosunkiem masowym N/C w centrum guza a stosunkiem masowym N/C
w tkankach otaczajgcych guz, w guzach pfata skroniowego (p=0,0037).

Stosunek masowy N/C byt wyzszy w centrum guza.
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e stosunkiem masowym N/C w centrum guza a stosunkiem masowym N/C
na obrzezu, w guzach pfata czotowego (p=0,007). Stosunek masowy N/C
byt wyzszy w centrum guza.

e stosunkiem masowym N/C w centrum guza a stosunkiem masowym N/C
w tkankach otaczajgcych guz, w guzach ptata czotowego (p=0,0014).

Stosunek masowy N/C byt wyzszy w centrum guza.

0 1
Kruskal-Wallis, p = 0.015 Kruskal-Wallis, p = 0.002
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Wykres 26. Test Kruskala-Willisa - istotne statystycznie réznice pomiedzy
stosunkiem masowym N/C (0os$ Y) w centrum guza, na obrzezu guza i w tkance
otaczajgcej guz w zaleznosci od lokalizacji guza wzgledem struktur

anatomicznych (os$ X).

Objasnienia: O - ptat skroniowy, 1 - ptat czotowy, A - centrum guza, B - obrzeze
guza, C - tkanki otaczajgce guz

Wykazano istotng statystycznie réznice pomiedzy stosunkiem masowym
N/C w centrum guza, na obrzezu guza oraz w tkankach otaczajgcych guz
w zaleznosci od stopnia ztosliwosci histologicznej guza, w obrebie guzéw
0 czwartym stopniu ztosliwosci histologicznej (p=0,0019). Stosunek masowy N/C

byt najwyzszy w centrum guza. Wyniki zostaty zaprezentowane na wykresie 27.
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Poréwnania w podgrupach ujawnity ponadto istotne statystycznie réznice

pomiedzy:

e stosunkiem masowym N/C w centrum guza, a stosunkiem masowym N/C
na obrzezu guza, w obrebie guzéw o czwartym stopniu ztosliwosci
histologicznej (p=0,0037). Stosunek masowy N/C byt wyzszy w centrum
guza.

e stosunkiem masowym N/C w centrum guza, a stosunkiem masowym N/C
w tkankach otaczajgcych guz, w obrebie guzow o czwartym stopniu
ztosliwosci histologicznej (p=0,0015). Stosunek masowy N/C byt wyzszy

W centrum guza.

2 4
Kruskal-Wallis, p = 0.41 Kruskal-Wallis, p = 0.0019
0.62 0.95
0.4 !
0.23 i . 0.0015
0.59 0.0037
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Wykres 27. Test Kruskala-Willisa - istotne statystycznie roznice pomiedzy
stosunkiem masowym N/C (0$ Y) w centrum guza, na obrzezu guza i w tkance

otaczajgcej guz w zaleznosci od stopnia zto$liwosci histologicznej guza (0$ X).

Objasnienia: 2 - drugi stopien ztosliwosci histologicznej (grade 2), 4 - czwarty
stopien ztosliwosci histologicznej (grade 4), A - centrum guza, B - obrzeze guza,

C - tkanki otaczajgce guz
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Wykazano istnienie istotnej statystycznie réznicy pomiedzy stosunkiem
masowym N/C w centrum guza, na obrzezu guza oraz w tkankach otaczajgcych
guz w zaleznosci od rozpoznania histopatologicznego, w obrebie guzdéw
z rozpoznaniem glioblastoma, IDH-wildtype (p=0,012). Wyniki zostaty
zaprezentowane na wykresie 28. Stosunek masowy N/C byt najwyzszy
w centrum guza.

Poréwnania w podgrupach ujawnity ponadto istotne statystycznie réznice

pomiedzy:

e stosunkiem masowym N/C w centrum guza a stosunkiem masowym N/C
na obrzezu guza w guzach z rozpoznaniem glioblastoma, IDH-wildtype
(p=0,014). Stosunek masowy N/C byt wyzszy w centrum guza.

e stosunkiem masowym N/C w centrum guza a stosunkiem masowym N/C
w tkankach otaczajgcej guz w guzach z rozpoznaniem glioblastoma,
IDH-wildtype (p=0,0082). Stosunek masowy N/C byt wyzszy w centrum

guza.

Ponadto zauwazono trend dotyczgcy zwigzku pomiedzy stosunkiem
masowym N/C w centrum guza, a stosunkiem masowym N/C w tkankach
otaczajgcych guz, w obrebie guzow z rozpoznaniem glejakéw rozlanych innych
niz glejak wielopostaciowy (adult-type diffuse gliomas, IDH-mutant) (wykres 28).

Stosunek masowy N/C byt wyzszy w centrum guza.
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Wykres 28. Test Kruskala-Willisa - istotne statystycznie roznice pomiedzy
stosunkiem masowym N/C (0s$ Y) w centrum guza, na obrzezu guza i w tkance
otaczajgcej guz w obrebie guzéw z rozpoznaniem glioblastoma, IDH-wildtype
(0s X).

Objasnienia: 0 - glejaki rozlane inne niz glejak wielopostaciowy (adult-type
diffuse gliomas, IDH-mutant), 1 - glejak wielopostaciowy (glioblastoma,

IDH-wildtype), A - centrum guza, B - obrzeze guza, C - tkanki otaczajgce guz

4.3.2.4. Korelacje

Otrzymane dane przeanalizowano pod kgtem istnienia pomiedzy nimi
istotnych korelacji i okreslenia kierunku oraz sity zwigzku miedzy zmiennymi.
Na podstawie analizy wspoétczynnika korelacji Spearmana, stwierdzono

istnienie o$miu powigzan, ujetych ponizej i zaprezentowanych na diagramie 3.

111 |Strona



Korelacje ujemne:

$rednia pomiedzy stosunkiem izotopowym °N/**N na obrzezu guza
a stosunkiem masowym N/C na obrzezu guza (wspétczynnik korelacji -
0,43)

Korelacje dodatnie:

silna pomiedzy stosunkiem izotopowym 13C/12C w centrum guza
a stosunkiem izotopowym 3C/*?C na obrzezu guza (wspoétczynnik
korelacji 0,79)

silna pomiedzy stosunkiem izotopowym 13C/12C w centrum guza
a stosunkiem izotopowym 13C/*?C w tkankach otaczajgcych guz
(wspétczynnik korelacji 0,74)

$rednia pomiedzy stosunkiem izotopowym 2C/*?C na obrzezu guza
a stosunkiem izotopowym 13C/*?C w tkankach otaczajgcych guz
(wspotczynnik korelacji 0,55)

Srednia pomiedzy stosunkiem masowym N/C w centrum guza
a stosunkiem masowym N/C na obrzezu guza (wspétczynnik korelacji
0,52)

$rednia pomiedzy stosunkiem izotopowym N/*N w centrum guza
a stosunkiem izotopowym °N/*N na obrzezu guza (wspoétczynnik
korelacji 0,48)

$rednia pomiedzy stosunkiem izotopowym 13C/*?C na obrzezu guza
a stosunkiem masowym N/C w centrum guza (wspoétczynnik korelacji
0,46)

$rednia pomiedzy stosunkiem izotopowym 3C/*?C na obrzezu guza
a stosunkiem masowym N/C na obrzezu guza (wspétczynnik korelacji
0,46)
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Diagram 3. Graficzne przedstawienie wspoétczynnikdéw korelacji Spearmana

dotyczacych badan izotopowych.
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Objasnienia:

B wiek pacjenta w momencie resekcji

I stosunek izotopowy 3C/12C w centrum guza

stosunek izotopowy *3C/*2C na obrzezu guza

stosunek izotopowy 2C/*2C w tkankach otaczajgcych guz
stosunek izotopowy *N/**N w centrum guza

stosunek izotopowy °N/*N na obrzezu guza

stosunek izotopowy °N/**N w tkankach otaczajgcych guz
stosunek masowy N/C w centrum guza

stosunek masowy N/C na obrzezu guza

O v O =2 Z= r XN o

stosunek masowy N/C w tkankach otaczajgcych guz
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Ponadto wykonano wykresy rozrzutu i stwierdzono istnienie dodatnich

korelacji pomiedzy:

e stosunkiem izotopowym 13C/12C w centrum guza, a stosunkiem izotopowym

13C/12C w tkankach otaczajgcych guz (wykres 29)

-22.54

-23.04 .

-23.51 . ™

—-24.01 L]
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Wykres 29. Korelacja dodatnia pomiedzy stosunkiem izotopowym 13C/*2C
w centrum guza (0$ Y) a stosunkiem izotopowym *2C/12C w tkankach

otaczajgcych guz (os X).

e stosunkiem izotopowym 13C/12C na obrzezu guza, a stosunkiem izotopowym

13C/*2C w tkankach otaczajgcych guz (wykres 30)

-2254 .

—23.01 .

—23.51 .

—24 .04 . e

-240 -23.5 -230 -225 -220

Wykres 30. Korelacja dodatnia pomiedzy stosunkiem izotopowym 2C/*2C na
obrzezu guza (0$ Y) a stosunkiem izotopowym 3C/2C w tkankach otaczajgcych

guz (os X).
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4.3.2.5. Analizy sktadowych giéwnych grupowania przestrzennego

Analize sktadowych gtéwnych grupowania przestrzennego
przeprowadzono pod katem lokalizacji guza wzgledem linii posrodkowej ciata
oraz rozpoznania histopatologicznego. Nastepnie zastosowano metode redukcji
zmiennych i zaobserwowano przestrzenne grupowanie sie pacjentow réwniez
pod katem ztosliwosci histologicznej guza. Efektem byt takze wzrost sumarycznej
wariancji modelu.

Na podstawie kompletu zmiennych, analiza sktadowych gtéwnych ujawnita
przestrzenne grupowanie pacjentdw w wymiarach PC1 i PC2 (diagram 4)
dotyczgce lokalizacji guza wzgledem linii posrodkowej ciata.

Guzy zlokalizowane po prawej stronie linii posrodkowej ciata

charakteryzujg sie:

e wyzszym stosunkiem izotopowym 3C/12C w centrum guza

e wyzszym stosunkiem izotopowym 3C/*?C na obrzezu guza

e wyzszym stosunkiem izotopowym 13C/*?C w tkankach otaczajgcych guz
e wyzszym stosunkiem masowym N/C w centrum guza

e wyzszym stosunkiem masowym N/C na obrzezu guza

Guzy zlokalizowane po lewej stronie linii posrodkowej ciata

charakteryzujg sie:

e wyzszym stosunkiem izotopowym *°N/**N w centrum guza
e wyzszym stosunkiem izotopowym °N/**N na obrzezu guza
e W wyzszym stosunkiem izotopowym °N/1N w tkankach otaczajgcych guz
e wyzszym stosunkiem liczby komorek LCA(+) do liczby komorek

nowotworowych

Sumaryczna wariancja wynosi 39,5%. Dane zostaty przedstawione na

diagramie 4 i diagramie 7.
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Analiza sktadowych gtéwnych pokazata przestrzenne zrdznicowanie
dotyczace rozpoznania histopatologicznego w przestrzeni PCA2 (diagram 5).
Wykazano, Zze nowotwory o rozpoznaniu glioblastoma, IDH-wildtype

charakteryzowaly sie:

e wyzszym indeksem Ki-67

e starszym wiekiem pacjenta w momencie resekcji guza

e wyzszym stosunkiem izotopowym °N/**N w centrum guza

e wyzszym stosunkiem izotopowym °N/**N na obrzezu guza

e wyzszym stosunkiem izotopowym °N/**N w tkankach otaczajgcych guz

e wyzszym stosunkiem masowym N/C na obrzezu guza

e wyzszym stosunkiem liczby komorek LCA(+) do liczby komorek

nowotworowych

Sumaryczna wariancja wynosi 39,5%. Dane zostaty przedstawione na

diagramie 5 i diagramie 7.

Po zastosowaniu redukcji zmiennych analiza sktadowych gtéwnych
pokazata przestrzenne zréznicowanie dotyczgce stopnia  ztosliwosSci
histologicznej guza w rozpoznaniu pierwotnym w przestrzeni PCA2 (diagram 6).
Wykazano réznice pomiedzy guzami o trzecim stopniu ztosliwosci histologicznej
(grade 3) a guzami o drugim i czwartym stopniu ztosliwos$ci histologicznej (grade
2 i grade 4).

Nowotwory o trzecim stopniu zto$liwosci histologicznej charakteryzowaty
sie:

e Wwyzszym stosunkiem izotopowym 3C/*?C w centrum guza
e wyzszym stosunkiem izotopowym 3C/*?C na obrzezu guza

e Wyzszym stosunkiem izotopowym 3C/*2C w tkankach otaczajgcych guz

Sumaryczna wariancja wynosi 60,2%. Dane zostaty przedstawione na
diagramie 6 i diagramie 8.
Opisane grupowania wynikajg wytgcznie z pomiaréw, a cecha kliniczna

zostata natozona jako kolorowanie i nie uczestniczyta bezposrednio w analizie.
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Diagram 4. Analiza sktadowych gtéwnych grupowania przestrzennego
w wymiarach PCA1 i PCA2 dotyczgca lokalizacji guza wzgledem linii

posrodkowej ciata.

Individuals — PCA

1
1
5.0- 1
1
1
1
. :
1
1
A 1
. 25- 1
S :
= : -
il 1 s
[ 1 A
£ A ;‘ | A
O 1
I e o, e e e e e e e, - —m—-—-—————— -
A |
A A
1
A 21
1
A
1 &
1
-7 5= 1
1
1 I 1 1 1 1
-2 0 2 4 6 8
Dim1 (22.7%)

Objasnienia: 0 - guzy zlokalizowane po lewej stronie linii posrodkowej ciata,

1 - guzy zlokalizowane po prawej stronie linii posSrodkowej ciata
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Diagram 5. Analiza sktadowych gtéwnych grupowania przestrzennego
pacjentow w wymiarach PCA1 i PCA2 dotyczaca rozpoznania

histopatologicznego.

Individuals - PCA

2.0-

P
n
1
L e e e e e e e e e e ——————

; A
©
- A
N F
E :
&) i
I T T T T T
A dha
& 1
| i
NS
1 A
| F Y
-2 5= : R &
1 I 1 1 1 1
-2 0 2 4 G 8
Dim1 (22.7%)

Objasnienia: 0 - glejaki rozlane inne niz glejak wielopostaciowy (adult-type
diffuse gliomas, IDH-mutant), 1 - glejak wielopostaciowy (glioblastoma,
IDH-wildtype)
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Diagram 6. Analiza skfadowych gtéwnych grupowania przestrzennego
pacjentow w wymiarach PCA1 i PCA2 dotyczgca stopnia ztosliwosci

histologicznej guza.

Individuals — PCA

Dim2 (21.5%)
=
|
1
1
1
1
1
1
1
1
1
|
1
|
1
|
|
|
|
|
|
|
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
|
1
|
|
|
|
|
|
|
|
1

-2.5 0.0 25 5.0
Dim1 (38.7%)

Objasnienia: 2 - guzy o drugim stopniu ztosliwosci histologicznej (grade 2),
3-guzy o trzecim stopniu ztosliwosci histologicznej (grade 3), 4 - guzy

o czwartym stopniu ztosliwosci histologicznej (grade 4)
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Variables - PCA

1.0-

Dim2 (16.8%)

Dim1 (22.7%)

Objasnienia:

wiek pacjenta w momencie
resekcji

indeks Ki-67

stosunek izotopowy *C/*2C
W centrum guza

stosunek izotopowy *C/*2C
na obrzezu guza

stosunek izotopowy *C/*2C
w tkankach otaczajgcych guz

stosunek izotopowy °*N/**N
W centrum guza

stosunek izotopowy °*N/**N
na obrzezu guza

stosunek izotopowy °*N/**N
w tkankach otaczajgcych guz

0.0

O

BB

Diagram 7. Diagram zmiennych analizy sktadowych gtéwnych.

stosunek masowy N/C
w centrum guza

stosunek masowy N/C
na obrzezu guza

stosunek masowy N/C w
tkankach otaczajgcych guz

stosunek liczby komérek
LCA(+) do liczby komérek
nowotworowych

stosunek liczby komorek
15-LOX(+) do liczby komorek
nowotworowych

komorki 15-LOX(+)w tkankach
otaczajgcych guz / HPF

komoérki 15-LOX(+) w obrebie
guza / HPF

indeks 15-LOX(+) / HPF
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Diagram 8. Diagram zmiennych analizy sktadowych gtéwnych dotyczgcych

pomiaréw sktadu izotopowego .

Variables - PCA

1.0-

0.5-

Dim2 (21.5%)
=
|
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
I‘I_
it

-05-

Dim1 (38.7%)

Objasnienia:

B wiek pacjenta w momencie resekcji

I stosunek izotopowy 13C/*2C w centrum guza

J stosunek izotopowy 2C/*2C na obrzezu guza

K stosunek izotopowy 2C/*2C w tkankach otaczajgcych guz
L stosunek izotopowy °N/**N w centrum guza

M stosunek izotopowy °N/*N na obrzezu guza

N stosunek izotopowy °N/*N w tkankach otaczajgcych guz
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4.3.3. Podsumowanie wynikéw analizy statystycznej

4.3.3.1. Podsumowanie wynikéw analizy statystycznej immunoekspres;ji

badanych biatek

Podsumowanie

istotnych

statystycznie wynikédw immunoekspresji

badanych biatek zostato przedstawione w tabeli 16.

Tabela 16. Podsumowanie istotnych statystycznie wynikow analizy statystycznej

badan immunohistochemicznych.

Analizowane parametry

Liczba komérek
15-LOX(+) w obrebie
guza/ HPF w
zaleznosci od stopnia
ztosliwosci
histologicznej guza
(grade).

Stosunek liczby
komérek 15-LOX(+) do
liczby komoérek
nowotworowych / HPF
w zaleznosci od stopnia
ztosliwosci
histologicznej guza
(grade).

p=0,014

p=0,032

T T

Liczba komorek 15-LOX

(+) w obrebie guza / HPF
p=0,022 byta wieksza w guzach
0 1 stopniu ztosliwosci
histologicznej niz w 3.

Liczba komorek 15-LOX

(+) w obrebie guza / HPF
p=0,031 byta wieksza w guzach
0 2 stopniu ztosliwosci
histologicznej niz w 3.

Liczba komorek 15-LOX

(+) w obrebie guza / HPF
p=0,015 byta wieksza w guzach
0 1 stopniu ztosliwosci
histologicznej niz w 4.

Stosunek liczby komorek
15-LOX(+) do liczby
p=0,035  komorek nowotworowych
| HPF byt wyzszy
w guzach o 2 stopniu
ztosliwosci histologiczne;j
nizw 3.

Stosunek liczby komérek
15-LOX(+) do liczby
p=0,02 komorek nowotworowych
| HPF byt wyzszy
w guzach o 2 stopniu
ztosliwosci histologiczne;j
nizw 4.
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Stosunek liczby
komoérek 15-LOX(+) do
liczby komorek
nowotworowych / HPF
w zaleznosci od
rozpoznania
histopatologicznego.

Liczba komérek
LCA(+) / HPF w
zaleznosci od stopnia
ztosliwosci
histologicznej guza
(grade).

Liczba komérek
LCA(+) / HPF w
zaleznosci od

rozpoznania
histopatologicznego.

p=0,046

p=2e-05

p=8,3e-05

Stosunek liczby komérek 15-LOX(+)
do liczby komoérek nowotworowych
| HPF byt wyzszy w glejakach
rozlanych innych niz glejak
wielopostaciowy (adult-type diffuse
gliomas, IDH-mutant) niz w glejakach
wielopostaciowych (glioblastoma,

p=0,0013

p=0,00065

p=0,0011

p=0,0006

p=0,00089

IDH - wildtype).

Liczba komorek LCA(+)
| HPF byta wieksza
w guzach o 4 stopniu
ztosliwosci histologiczne;j
nizw 1.

Liczba komoérek LCA(+) /
HPF byta wieksza
w guzach o 4 stopniu
ztosliwosci histologiczne;j
nizw 2.

Liczba komorek LCA(+) /
HPF byta wieksza
w guzach o 4 stopniu
ztosliwosci histologiczne;j
niz w 3.

Liczba komorek LCA(+) /
HPF byta wieksza
w glejakach
wielopostaciowych
(glioblastoma, IDH-
wildtype) niz w glejakach
rozlanych innych niz
glejak wielopostaciowy
(adult-type diffuse
gliomas, IDH-mutant).

Liczba komorek LCA(+) /
HPF byta wieksza
w glejakach
wielopostaciowych
(glioblastoma, IDH-
wildtype) niz w
gwiazdziakach
witosowatokomorkowych
(pilocytic astrocytoma).
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Stosunek liczby
komérek LCA(+) do
liczby komoérek
nowotworowych / HPF
w zaleznosci od stopnia
ztosliwosci
histologicznej guza
(grade).

p=0,0019

Stosunek liczby
komoérek LCA(+) do
liczby komoérek
nowotworowych / HPF
w zaleznosci od
rozpoznania
histopatologicznego.

p=0,0055

Indeks Ki-67 w
zaleznosci od stopnia
ztosliwosci
histologicznej guza
(grade).

p=1le-15

p=0,0069

p=0,0018

p=0,0019

p=0,0015

p=2e-05

p=1,6e-06

p=6e-08

p=1,6e-12

Stosunek liczby komérek
LCA(+) do liczby komorek
nowotworowych / HPF byt
wyzszy w guzach o 4
stopniu ztosliwosci
histologicznej niz w 2.

Stosunek liczby komdérek
LCA(+) do liczby komorek
nowotworowych / HPF byt
wyzszy w guzach o 4
stopniu ztosliwosci
histologicznej niz w 3.

Stosunek liczby komérek
LCA(+) do liczby
komoérek
nowotworowych / HPF byt
wyzszy w glejakach
wielopostaciowych
(glioblastoma, IDH-
wildtype) niz w glejakach
rozlanych innych niz
glejak wielopostaciowy
(adult-type diffuse
gliomas, IDH-mutant).

Indeks Ki-67 byt wyzszy
w guzach o 2 stopniu
ztosliwosci histologiczne;j
nizw 1.

Indeks Ki-67 byt wyzszy
w guzach o 3 stopniu
ztosliwosci histologiczne;j
nizw 1.

Indeks Ki-67 byt wyzszy
w guzach o 3 stopniu
ztosliwosci histologiczne;j
nizw 2.

Indeks Ki-67 byt wyzszy
w guzach o 4 stopniu
ztosliwosci histologiczne;j
nizw 1.

Indeks Ki-67 byt wyzszy
w guzach o 4 stopniu
ztosliwosci histologiczne;j
nizw 2.
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Indeks Ki-67 byt wyzszy
w glejakach
wielopostaciowych
p=3,5e-06 (glioblastoma,
IDH - wildtype) niz
w glejakach rozlanych
innych niz glejak
wielopostaciowy (adult-
type diffuse gliomas,

IDH-mutant).
Indeks Ki-67 Indeks Ki-67 byt wyzszy
w zaleznosci od w glejakach rozlanych
rozpoznania . innych n!i glejak
histopatologicznego. p=1,4e-10 wielopostaciowy (adult-

p=0,00014  type diffuse gliomas,
IDH-mutant) niz
w gwiazdziakach
witosowatokomaérkowych
(pilocytic astrocytoma).

Indeks Ki-67 byt wyzszy
w glejakach
wielopostaciowych
p=8,3e-08 (glioblastoma,

IDH - wildtype) niz

w gwiazdziakach
witosowatokomaorkowych
(pilocytic astrocytoma).

4.3.3.2. Podsumowanie wynikéw analizy statystycznej pomiaréow
izotopowych

Podsumowanie istotnych statystycznie wynikow analizy statystycznej

badan pomiaréw izotopowych zostato przedstawione w tabeli 17.
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Tabela 17. Podsumowanie istotnych statystycznie wynikdw analizy statystyczne;j

badan izotopowych metodg spektrometrii mas.

Stosunek izotopowy
13C/*2C w centrum
guza i na obrzezu guza
w zaleznosci od plci.

Stosunek izotopowy
13C/*2C w centrum
guza w zaleznosci od
lokalizacji guza
wzgledem linii
posrodkowej ciata.

Stosunek masowy N/C
w centrum guza, na
obrzezu guza oraz
w tkankach

otaczajacych guz.

Stosunek masowy N/C
w centrum guza, na
obrzezu guza oraz
w tkankach
otaczajacych guz w
zaleznosci od ptici.

Analizowane Wartosé p
parametry

p=0,025
w centrum
guza

p=0,023
na obrzeza
guza

p=0,043
w centrum
guza

p=0,00041

p=0,0042
U mezczyzn

p=0,024
u kobiet

Stosunek izotopowy 13C/*2C
w centrum guza byt wyzszy u kobiet
niz u mezczyzn.

Stosunek izotopowy C/*?C na
obrzezu guza byt wyzszy u kobiet
niz u mezczyzn.

Stosunek izotopowy 3C/*?C
w centrum guza byt wyzszy
w guzach zlokalizowanych po
prawej stronie linii posrodkowej
ciata niz po lewej.

Stosunek masowy N/C
p=0,0082 w centrum guza byt
WYyZszy niz na obrzezu
guza.

Stosunek masowy N/C
p=0,00012 W centrum guza byt
wyzszy niz w tkankach
otaczajgcych guz.

Stosunek masowy N/C
p=0,0072 w centrum guza byt
WYZszy niz na obrzezu
guza.

Stosunek masowy N/C
p=0,0033 w centrum guza byt
’ wyzszy niz w tkankach
otaczajgcych guz.

Stosunek masowy N/C
p=0,018 w centrum guza byt
’ wyzszy niz w tkankach
otaczajgcych guz.

Stosunek masowy N/C
p=0,035 na obrzezu guza byt
’ wyzszy niz w tkankach
otaczajgcych guz.
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Stosunek masowy N/C
w centrum guza, na
obrzezu guza oraz
w tkankach
otaczajacych guz
w zaleznosci od
lokalizacji guza
wzgledem linii
posrodkowej ciata.

Stosunek masowy N/C
w centrum guza, na
obrzezu guza oraz
w tkankach
otaczajacych guz
w zaleznosci od
stopnia zlosliwosci
histologicznej guza
(grade).

Stosunek masowy N/C
w centrum guza, na
obrzezu guza oraz
w tkankach
otaczajacych guz
w zaleznosci od
lokalizacji guza
wzgledem struktur
anatomicznych.

Stosunek masowy N/C
w centrum guza, na
obrzezu guza oraz
w tkankach

otaczajacych guz
w zaleznosci od
rozpoznania
histopatologicznego.

p=3,9e-05
w guzach po
prawej stronie
linii posrodkowej
ciata

p=0,0019
w guzach
grade 4

p=0,015
w guzach pfata
skroniowego

p=0,002
w guzach ptfata
czotowego

p=0,012
w glejakach
wielopostaciowych
(glioblastoma,
IDH-wildtype)

p=0,019

p=1e-05

p=0,048

p=0,0037

p=0,0015

p=0,0037

p=0,007

p=0,0014

p=0,014

p=0,0082

Stosunek masowy
N/C w centrum guza
byt wyzszy niz na
obrzezu guza.

Stosunek masowy
N/C w centrum guza
byt wyzszy niz
w tkankach
otaczajgcych guz.
Stosunek masowy
N/C na obrzezu
guza byt wyzszy niz
w tkankach
otaczajgcych guz.

Stosunek masowy
N/C w centrum guza
byt wyzszy niz na
obrzezu guza.

Stosunek masowy
N/C w centrum guza
byt wyzszy niz
w tkankach
otaczajgcych guz.

Stosunek masowy
N/C w centrum guza
byt wyzszy niz
w tkankach
otaczajgcych guz.
Stosunek masowy
N/C w centrum guza
byt wyzszy niz na
obrzezu guza.
Stosunek masowy
N/C w centrum guza
byt wyzszy niz
w tkankach
otaczajgcych guz.
Stosunek masowy
N/C w centrum guza
byt wyzszy niz na
obrzezu guza.

Stosunek masowy
N/C w centrum guza
byt wyzszy niz
w tkankach
otaczajgcych guz.
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5. Dyskusja

Niezwykty postep jaki dokonuje sie we wspotczesnej medycynie przektada
sie na poprawe diagnostyki i leczenia chorych oraz zwieksza zainteresowanie
medycyng spersonalizowang, ktora bierze pod uwage znaczgce roznice
pomiedzy przebiegiem choroby w indywidualnych przypadkach. Warunkiem tak
szczegolnego podejscia do procesu leczenia jest odkrycie nieznanej dotad
wiedzy na temat choréb nowotworowych ze szczegdlnym uwzglednieniem
czynnikow rokowniczych i jej wykorzystywanie w diagnostyce i terapii.
Udokumentowano w literaturze, ze ekspresja biatek, 15-LOX i LCA oraz skfad
izotopowy guzdéw, bedgcych przedmiotem prezentowanej pracy wykazujg
zwigzek z chorobg nowotworowa, jednak potencjalne implikacje kliniczne takich
oznaczen sg zaledwie zarysowane. Szczegodlne wysitki badaczy obejmujg
nowotwory o najgorszym rokowaniu w ktérych potrzeba ujawnienia nowych
czynnikéw rokowniczych wydaje sie szczegolnie naglaca.

Wsrdd glejakéw najczestszym i jednoczesnie najgorzej rokujgcym guzem
jest glejak wielopostaciowy - przyczyna wiekszosci porazek terapeutycznych
w guzach osrodkowego uktadu nerwowego. Mimo wielu, w tym
eksperymentalnych, prob leczenia oraz dziesigtkom badan nad patofizjologig
glejakéw, wiedza na ich temat pozostaje wcigz niekompletna. Pomimo Zze
aktualnie znanych jest wiele czynnikbw prognostycznych i predykcyjnych,
umozliwiajgcych bardziej doktadng ocene rokowania i modyfikacje leczenia, to
ostateczny efekt jest daleki od oczekiwanego, a terapie umozliwiajgce
wyleczenie chorych pozostajg nieznane. Zwigzane jest to prawdopodobnie
z obecnoscig innych jeszcze czynnikdow, wcigz nieznanych. W tej sytuacji
prowadzenie badan majgcych na celu odkrycie nowych markeréw o potencjalnej
wartosci diagnostycznej i prognostycznej w tej grupie jest obecnie
intensyfikowane. W okresie kilku ostatnich lat pojawito sie wiele doniesien na
temat roli zarowno mikro$rodowiska jak i otoczenia nowotworu na proces inicjacji,
promocji i progresji guza, co bylo przyczyng zapoczgtkowania rowniez
prezentowanego badania.

W literaturze odnajdujemy informacje na temat ztozonych reakcji
chemicznych pomiedzy komdrkami nowotworowymi a ich nienowotworowym
Ssrodowiskiem. W miare uptywu czasu dochodzi do zmian w komorkach
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mikrosrodowiska guza, ktérych rolg w prawidtowych warunkach jest
przeciwdziatanie kancerogenezie. Pod wptywem obecnosci guza w prawidtowo
dotychczas funkcjonujgcych komdédrkach dochodzi do przeprogramowania
w Kierunku dziatania pronowotworowego, skutkujgcego promocjg wzrostu,
angiogenezy oraz supresjg reakcji obronnych organizmu.

Szczegdlnie liczne sg badania nad wptywem makrofagéw w obrebie guza
(TAMs) na zachowanie komoérek nowotworowych i przebieg procesu
nowotworzenia. Pod uwage brane sg przede wszystkim ich dwie formy -
klasycznie aktywowana - M1 i alternatywnie aktywowana - M2. Udowodniono, ze
ich liczba i wzajemny stosunek zmieniajg sie wraz z postepem choroby
nowotworowej (Hinshaw & Shevde, 2019; Y. Kim iin., 2017). W opublikowanych
doniesieniach odnaleziono informacje na temat wptywu metabolizmu lipidow
w obrebie makrofagéw M2 na komérki nowotworowe, gtéwnie poprzez mediatory
lipidowe, produkowane miedzy innymi przez lipooksygenazy (LOX), ktére sg
przedmiotem przedstawianej pracy. Wykazano, ze wzmozona oksydacja kwaséw
ttuszczowych oraz ich synteza "de novo" mogg mie¢ znaczgcy wplyw na
mikrosrodowisko nowotworu, wspierajgc wzrost guza i przyczyniajgc sie do jego
opornosci na leczenie radio- i chemioterapeutyczne (Corn i in., 2020).

Znaczenie metabolizmu lipidéw udokumentowano rowniez w powstawaniu
i progresji glejakow. Dotychczas nie poznano jednak wiarygodnych metod jego
oceny w przypadku choréb nowotworowych osrodkowego uktadu nerwowego.
Duzym zainteresowaniem cieszg sie badania nad zaburzeniami metabolizmu
kwasu arachidonowego i linolowego. Enzymy, biorgce w nim udziat, posrod
ktorych jest takze 15-LOX, bedacy przedmiotem prezentowanej pracy, okazaty
sie waznymi zwigzkami w procesach nowotworzenia. Przemiana kwasu
linolowego pod wptywem 15-LOX doprowadza do powstania zwigzku 13-HODE,
ktéry w mikrosrodowisku nowotworu inhibituje proliferacje oraz promuje
neowaskularyzacje i angiogeneze. Stad tez guzy z nadekspresjg 15-LOX
charakteryzujg sie lepszym rokowaniem (Colakoglu i in., 2018).

W literaturze wskazuje sie na obecnos¢ mRNA 15-LOX w 62% wszystkich
glejakdéw, niezaleznie od stopnia ztosliwosci histologicznej. Nie stwierdzono
jednak istotnosci statystycznej zwigzku pomiedzy tg ekspresjg a stopniem
ztosliwosci histologicznej, ptcig, wiekiem czy rozpoznaniem histopatologicznym

(De Armasiiin., 2010). Biatko 15-LOX bedgce przedmiotem prezentowanej pracy
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ulega ekspresji w makrofagach M2 i jest jednym z enzymow biorgcych udziat
w kancerogenezie, a takze potencjalnym wskaznikiem zmian molekularnych
w komorkach o potencjalnych implikacjach klinicznych.

W przedstawianym badaniu stwierdzono liczne i réznorodne zwigzki
ekspresji 15-LOX z wybranymi cechami histoklinicznymi glejakéw. Wykazano
zroznicowanie liczby komorek 15-LOX(+) i zauwazono, ze maleje ona wraz ze
wzrostem stopnia ztosliwosci histologicznej guza, osiggajgc najnizsze wartosci
w glioblastoma. Stwierdzono istotne statystycznie roznice w liczbie komorek 15-
LOX(+) pomiedzy guzami o pierwszym i trzecim, drugim i trzecim oraz pierwszym
i czwartym stopniu ztosliwosci histologicznej. Ponadto wykazano, ze stosunek
liczby komorek 15-LOX(+) do liczby komorek nowotworowych, rowniez maleje
wraz ze wzrostem stopnia ztosliwosci histologicznej guza. Istotna statystycznie
réznica obserwowana byta pomiedzy guzami o drugim i trzecim oraz o drugim
i czwartym stopniu ztosliwosci histologicznej. Wykazano réwniez silng ujemng
korelacje pomiedzy indeksem Ki-67 a ekspresjg 15-LOX. Mozna to wigzac¢ ze
spadkiem ekspresji 15-LOX wraz ze wzrostem ztosliwos$ci histologicznej, a wiec
agresywnosci nowotworu pozostajgcej zawsze w zwigzku z nasilong proliferacja.
Ponadto stwierdzono silng dodatnig korelacje pomiedzy liczbg komérek 15-
LOX(+) w obrebie guza a liczbg komorek 15-LOX(+) w jego bezposrednim
otoczeniu, co pozostaje w zgodnosci z wiedzg o wspétudziale otoczenia
w procesie kancerogenezy .

W literaturze nie odnaleziono prac na temat ewolucji ekspresji 15-LOX
w komorkach mikrosrodowiska nowotworu, istniejg natomiast badania ukazujgce
zmiany w immunoekspresji w komorkach nowotworowych. Badania te wykazaty,
ze ekspresja 15-LOX w wigkszosci badanych nowotworow ztosliwych jest nizsza
niz w tkance prawidtowej, a sam enzym charakteryzuje sie wtasciwosciami
przeciwnowotworowymi, ktore zostajg utracone wraz ze spadkiem jego ekspres;ji
(Tian i in., 2017). Obnizong ekspresje 15-LOX zaobserwowano rowniez w raku
ptuc, gdzie wskazano, ze enzym zwigzany jest takze z procesem roéznicowania
komérek i im stabiej zroznicowany byt nowotwér tym stabszg wykazywat
ekspresje 15-LOX (Moussalli i in., 2011). Badania te byty przeprowadzane tylko
na populacji komérek nowotworowych, nie oceniano natomiast ekspres;i
w komaorkach uktadu immunologicznego, wchodzgcych w  skitad

mikrosrodowiska. Wyniki prezentowanych badan pozostajg w zgodnosci
130|Strona



z powyzszymi doniesieniami.

W badaniach nad rakiem jelita grubego stwierdzono, ze 15-LOX ma
wiasciwosci supresyjne i zmniejsza angiogeneze, a zwigkszenie jego ekspresji
poprawia rokowanie i zmniejsza neowaskularyzacje nowotworowg (Tunger i in.,
2017), dlatego tez obserwuje sie spadek ekspresji tego biatka w miare postepu
procesu nowotworowego i wzrostu stopnia ztosliwosci histologicznej zmian.
W ewaluacji raka jasnokomoérkowego nerki takze przeanalizowano zmiany 15-
LOX w komérkach nowotworowych i wykazano wyzszy poziom ekspresiji biatek
na poczatku choroby, ktéry nastepnie malat w miare jej postepu (Gohara i in.,
2012). W badaniach nad rakiem piersi rowniez stwierdzono zmniejszong
ekspresje 15-LOX w komédrkach nowotworowych, z najnizszym jej poziomem
u pacjentow w najwyzszym stadium choroby nowotworowej, czyli tych, u ktérych
wystgpity juz przerzuty odlegte (Jiang i in., 2006). Kolejne doniesienia
potwierdzity spadek ekspresji 15-LOX wraz z rozwojem choroby nowotworowej
gruczotu piersiowego (Sak i in., 2016). Podobne wyniki zaobserwowano réwniez
w przypadku raka pecherza moczowego, w ktorym wskazano na istnienie
ujemnej korelacji pomiedzy ekspresjg 15-LOX w komdérkach nowotworowych
a stopniem zaawansowania nowotworu (Philips i in., 2008). W przedstawianej
pracy rowniez zaobserwowano spadek ekspresji 15-LOX wraz ze wzrostem
stopnia ztosliwosci guza, jednakze w komorkach nacieku zapalnego, mozliwosci
interpretacji i porownanie z istniejgcymi badaniami w tym zakresie sg wiec
ograniczone.

Ponadto w literaturze pojawity sie takze doniesienia o spadku poziomu
ekspresji 15-LOX wraz z postepem rozwoju guza i o jego reekspresji jako
czynniku poprawiajgcym rokowanie u pacjentéw, tym samym wskazujgc na
wazng funkcje badanej lipooksygenazy na przebieg procesu nowotworzenia
(Hennig i in., 2007).

Nalezy jednak zauwazyC, ze istniejg réwniez publikacje na temat
nadekspresji 15-LOX w niektorych nowotworach, np. gruczolakoraku prostaty
(O’Flaherty i in., 2012) i trwajg juz badania nad lekami ostabiajgcymi dziatanie
lipooksygenaz (Aghasizadeh i in., 2022).

Przeglad literatury dostarcza wielu informacji na temat ekspresji 15-LOX,
jednakze analizy dokonywane byly gtdwnie w aspekcie ekspresji tego biatka

w komorkach nowotworowych, natomiast zrodet mowigcych o jego roli
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w mikro$rodowisku jest niewiele (Colby i in., 2018; Tian i in., 2017). Wydaje sie,
ze szczegolnie waznym jest stwierdzenie ekspresji 15-LOX w makrofagach M2
I jej braku w makrofagach M1 (Ebert i in., 2020; Weigert i in., 2018). Wykazano,
ze zaburzony stosunek makrofagow M1 do M2 towarzyszy chorobie
nowotworowej. Do transformacji makrofagéw z formy M1 do formy M2 potrzebny
jest ich kontakt z IL-4 i IL-13, w wyniku czego dochodzi réwniez do wzmozonej
ekspresji 15-LOX (Heydeck i in., 1998; Kapralov i in., 2020). Dotychczasowe
badania glejakow wykazaty istnienie ujemnej korelacji pomiedzy stopniem
ztosliwosci histologicznej guza a liczbg makrofagéw M1 oraz istnienie dodatniej
korelacji pomiedzy stopniem ztosliwosci histologicznej a liczbg makrofagéw M2
(Y. Zhuiin., 2022). Pomimo danych literaturowych wskazujgcych na wzrost liczby
makrofagdw M2 wraz ze wzrostem stopnia ztosliwosci histologicznej (Y. Zhui in.,
2022) i wzmozonej ekspresji 15-LOX w tychze komorkach (Heydeck i in., 1998;
Kapralov i in., 2020) w prezentowanej pracy nhie zaobserwowano wzrostu
immunoekspresji 15-LOX w guzach o wyzszym stopniu zto$liwosci histologicznej,
co moze sugerowac ztozonos¢ procesu i wptyw takze innych czynnikéw.

W literaturze odnaleziono doniesienia na temat wptywu komoédrek
nowotworowych na ekspresje biatka 15-LOX w makrofagach, wchodzacych
w sktad mikrosrodowiska nowotworu. W celu wykazania obecnos$ci interakc;ji
pomiedzy TAMs a guzem przeprowadzono badanie na liniach komorkowych
nowotworéw nabtonkowych i stwierdzono istnienie modulacji profilu ekspresiji
enzymow odpowiedzialnych za metabolizm lipidowy przez czynniki produkowane
przez komorki nowotworowe. Ukazano istnienie trendu wzrostowego w ekspresii
15-LOX w makrofagach M2 po kontakcie z komorkami guza (Werner i in., 2020).

W przypadku raka piersi ujawniono wiele istotnych informaciji na temat roli
mikrosrodowiska guza i samych makrofagdw - obecnos¢ makrofagow
zwigzanych z nowotworem sprzyja inwazji, angiogenezie oraz zwieksza ryzyko
przerzutow poprzez produkcje wspierajgcych proliferacje cytokin (Soysal i in.,
2015). TAMs sg zwigzane z wyzszym stopniem zto$liwosci histologicznej i wigzg
sie z gorszym rokowaniem. Ich liczba w nowotworach takich jak rak zotgdka,
piersi czy ptuc zwieksza sie wraz z progresjg choroby (Hinshaw & Shevde, 2019),
a ponadto Scidle wigze sie z nasileniem angiogenezy i liczbg samych naczyn

krwionosnych.
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W osrodkowym uktadzie nerwowym liczba makrofagdw i komorek
mikrogleju wzrasta wraz ze stopniem ztosliwosci guza. Komorki te wydzielajg
cytokiny, ktore rekrutujg limfocyty do centrum, co takze zwieksza ich ilos¢
(Gieryng i in., 2017; Y. Zhu i in., 2022). Udowodniono takze wptyw obnizone;j
ekspresji 15-LOX w makrofagach na opornos¢ komoérek nowotworowych na
stosowane leczenie i ich resensytyzacje po zwiekszeniu tej ekspresji (Kazaniin.,
2020; Tsai i in., 2022).

Tego typu badanie przeprowadzane byto réwniez w raku jelita grubego,
gdzie stosunek makrofagobw M1 do M2 okazat sie by¢ przesuniety na korzysc
makrofagow M2 (15-LOX+). Udokumentowano rowniez, ze w prawidtowej btonie
Sluzowej stosunek ten jest odwrotny (Isidro & Appleyard, 2016). Dowodzi to
istnienia dynamicznych zmian liczby makrofagow 15-LOX(+) podczas rozwoju
choroby nowotworowej. Przeprowadzenie dodatkowych ewaluacji obejmujgcych
korelacje pomiedzy liczbg makrofagow M2 i ekspresjg 15-LOX w tych komdrkach
w grupie glejakéw, wydaje sie naturalng kontynuacjg prezentowanych badan
I interesujgcym projektem o potencjalnych implikacjach klinicznych.

W przedstawianej pracy ujawniono, ze stosunek liczby komorek 15-
LOX(+) do liczby komérek nowotworowych byt wyzszy w glejakach rozlanych
innych niz glejak wielopostaciowy (adult-type diffuse gliomas, IDH-mutant) niz
w samym glejaku wielopostaciowym (glioblastoma, IDH-wildtype). Wykazano
réwniez zgodny z powyzszym znaleziskiem trend w liczbie komoérek 15-LOX(+)
w obrebie guza, ktéra okazata sie by¢ najmniejsza w glioblastoma. Ponadto trend
ten zaobserwowano rowniez w bezposrednim otoczeniu guza.

Prezentowane badanie jest jednym z bardzo nielicznych, oceniajgcych
ekspresje 15-LOX w komérkach nacieku zapalnego w obrebie mikrosrodowiska
guza. Nie odnaleziono niestety prac, bezposrednio mowigcych o ekspresji 15-
LOX w komoérkach nienowotworowych w obrebie guzéw osrodkowego uktadu
nerwowego, co ogranicza mozliwosci interpretacji i porownania uzyskanych
wynikow.

W literaturze, zarowno w guzach IDH-mutant jak i IDH-wildtype, makrofagi
M2 to najliczniejsza grupa komérek nienowotworowych. Badania wskazujg, ze
ich liczba jest bardzo dobrym czynnikiem prognostycznym, specyficznym dla
glejakow (Mehani i in., 2022), stad analiza ekspresji roznorodnych biatek w tych

komorkach moze wnies¢ wiele nowych informacji na temat biologii tych
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nowotwordw i roli w niej mikrosrodowiska.

Nalezy zwréci¢é uwage, ze liczba makrofagow M2, bedgcych jedynymi
komorkami w obrebie mikrosrodowiska nowotworéw OUN, w ktorych ekspresji
ulega 15-LOX zwieksza sie wraz z postepem choroby i wzrostem stopnia
ztosliwosci histologicznej guza. W prezentowanym badaniu nie stwierdzono
jednak dodatniej korelacji pomiedzy immunoekspresjg 15-LOX a stopniem
ztosliwosci histologicznej guza, co generuje pytanie w jakim mechanizmie
dochodzi do jej obnizenia przy jednoczasowym wzroscie makrofagéw M2 i czy
w przysztosci moze to stanowi¢ przydatng informacje w aspekcie progresji zmian.

W literaturze podaje sie kilka potencjalnych przyczyn obnizenia ekspresiji
15-LOX w glioblastoma w poréwnaniu do glejakéw rozlanych innych niz glejak
wielopostaciowy, jednakze mechanizmy odpowiadajgce za te procesy sg bardzo
ztozone, a analiza tych procesow nie jest zakonczona.

Do wyjasnienia tego zjawiska mogtaby postuzy¢ wspotczesna wiedza na
temat interleukin. IL-4 i IL-13 sg enzymami, powodujgcymi transformacje
makrofagdw M1 do makrofagdbw M2 i jednoczesnie jedynymi znanymi
aktywatorami ekspresji 15-LOX w makrofagach, bez ktérych nie ma mozliwosci
inicjacji tego procesu. W literaturze pojawia sie wiele informacji na temat
obecnoéci i roli interleukin 4 i 13 w glejaku wielopostaciowym. Pojawiajg sie prace
sugerujgce ich powigzanie z przekaznikiem sygnatu i aktywatorem transkrypcji
STAT6 w patogenezie glejaka wielopostaciowego (Ruan i in., 2011),
a mechanizm regulacji ekspresji biatka przez TAMs wydaje sie by¢ od niego
zalezny, gdyz przy upos$ledzeniu jego dziatania, nawet po podaniu egzogennych
interleukin nie dochodzi do wzrostu ekspresji 15-LOX (Ackermann i in., 2017;
Heydeck i in., 1998). Ponadto pojawiajg sie artykuty, wskazujgce na istnienie
zmian genetycznych w receptorach dla IL-4 i IL-13 w glejakach o wyzszym
stopniu ztosliwosci histologicznej (Shimamura i in., 2006). Wykazano, ze
ekspresja receptora IL-13Ra2, majgcego duze powinowactwo do IL-13, jest
zwiekszona w przypadku glejakéw o wyzszym stopniu ztosliwosci histologicznej
(Mintz iin., 2002), co inhibituje wptyw interleukiny na makrofagi i obniza ekspresje
15-LOX. W glejaku wielopostaciowym wyciszenie receptora IL-13Ra2
doprowadza do reekspresji 15-LOX, do redukcji rozmiaréw guza i wzmozonej
apoptozy komorek nowotworowych. Stwierdzono, ze glejaki wielopostaciowe

charakteryzujg sie wystepowaniem znaczacej liczby IL-13Ra2 (Joshi i in., 2000),
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ktére to receptory poprzez zwigzanie z IL-13 hamujg szlak IL-13-zalezny, co
z kolei powoduje spadek ekspresji 15-LOX i jej metabolitow, ktére w normalnych
warunkach, poprzez PPAR-gamma inhibitujg wzrost guza, indukujgc apoptoze
komédrek nowotworowych (Hsi i in., 2011). Nadekspresja receptora IL-13Ra2
stwierdzana jest w az 78% przypadkow glejakéw wielopostaciowych (Bhardwaj
iin., 2018). W glejaku wielopostaciowym udokumentowano, ze komérki mimo
zachowanej prawidtowej funkcji szlakow sygnatowych nie reagowaty na
zastosowane egzogennych IL-4 i IL-13. Przypuszczalng przyczyng tego zjawiska
byta wiasnie ekspresja biatka przezbtonowego IL-13Ra2, wigzgcego interleukiny
i inhibitujgcego aktywacje STAT6 (Rahaman i in., 2002), a tym samym
obnizajgcego ekspresje 15-LOX. Dla petnego poznania tego mechanizmu
nalezatoby jednoczasowo oznaczy¢ liczbe receptorow IL-13Ra2, stezenie IL-13,
liczbe makrofagow M2, ekspresje 15-LOX oraz ich zmiane w czasie, badania
takie mogtoby stanowi¢ kolejny potencjalny kierunek ewaluacji rozpoczetych
W prezentowanej rozprawie.

W przedstawionych badaniach stwierdzono niezwykle interesujgcy trend
wigzgcy ekspresje 15-LOX w TAMs z picig. Liczba komérek 15-LOX(+) byta
wieksza u mezczyzn, zarowno w obrebie guza jak i w jego otoczeniu.
W literaturze odnajdujemy badania na temat rdéznic w poziomie ekspresji
lipooksygenaz u kobiet i u mezczyzn. W badaniach na zwierzetach (myszach)
stwierdzono wyzszy poziom 15-LOX u samcéw tego gatunku. Wyréwnywat sie
on po orchidektomii, co wskazywatoby na dodatnig korelacje pomiedzy
poziomem meskich hormondw piciowych a ekspresjg 15-LOX (Troisi i in., 2022).
W innych badaniach réwniez wskazano, ze poziom eikozanoiddw,
produkowanych miedzy innymi przy udziale lipooksygenaz rowniez rozni
w zaleznosci od pitci, na co wptyw ma zarowno poziom estrogenow jak
I androgenow (Gautam i in., 2019; Gerges & El-Kadi, 2022). Nie odnaleziono
ewaluacji sugerujgcych bezposredni wplyw pici na ekspresje 15-LOX
w komoérkach nowotworowych lub komorkach nienowotworowych
mikrosrodowiska nowotworu, ale ujawnienie takiego trendu w przedstawianej
pracy moze wskazywac na potrzebe zgtebienia takiego zjawiska.

W prezentowanych badaniach stwierdzono réwniez wystgpienie trendu
dotyczgcego rdéznicy w liczbie komorek 15-LOX(+) w otoczeniu nowotworu

pomiedzy ptatem skroniowym a czotowym. Wieksza liczba makrofagéw
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15 - LOX(+) stwierdzana byta w ptacie skroniowym. W literaturze zmiany w liczbie
makrofagow 15-LOX(+) w zaleznosci od struktur anatomicznych OUN opisano
tylko w przypadku chorob neurodegeneracyjnych. W przebiegu choroby
Alzheimera dochodzi do zwigkszenia liczby makrofagéw M2, za czym idzie
réwniez zwiekszenie ekspresji 15-LOX. Opisano, ze poziom ekspresiji biatka oraz
stezenie substancji, powstajgcej w wyniku jego dziatania, w obrebie struktur OUN
byly wyzsze wiasnie w ptacie skroniowym niz czotowym (Pratico i in., 2004).
Doktadne okreslenie zaleznosci pomiedzy lokalizacjg a reaktywnoscig
makrofagobw w kierunku ekspresji 15-LOX w patologiach OUN wymaga
dodatkowych badan.

Drugim z badanych w przedstawianej rozprawie markerow byto biatko LCA
ulegajgce ekspresji w obrebie powstajgcych obwodowo jgdrzastych komorek
szpikopochodnych. Do ich rekrutacji do miejsca nowotworzenia dochodzi za
sprawg réznorodnych czynnikow chemicznych, produkowanych przez guz oraz
okoliczne komorki nienowotworowe w okresie inicjacji. Mikrosrodowisko
nowotworowe jest bardzo zréznicowane i wraz z uptywem czasu podlega
zmianom, a jego analiza pozwala lepiej zrozumie¢ zaawansowane procesy,
towarzyszgce kancerogenezie. W literaturze jest ono okreslane mianem miecza
obosiecznego, poniewaz w zaleznosci od zaawansowania choroby i stezenia
chemokin nan dziatajgcych, petni role zaréwno supresorowg w stosunku do
nowotworu, jak i promujgcg wzrost guza (S. Zuo i in., 2020)

W prezentowanym badaniu wykazano zréznicowanie ekspresji LCA
I zauwazono, ze liczba komorek LCA(+) wzrasta ze wzrostem stopnia ztosliwosci
histologicznej guza, osiggajgc najwyzsze wartosci w guzach o czwartym stopniu
ztosliwosci histologicznej. Stwierdzono istotne statystycznie réznice w liczbie
komorek LCA(+) pomiedzy guzami o pierwszym i czwartym, drugim i czwartym
oraz trzecim i czwartym stopniu ztosliwosci histologicznej. Ponadto wykazano
rowniez zroznicowanie stosunku liczby komérek LCA(+) do liczby komorek
nowotworowych, ktéry to rost wraz ze wzrostem stopnia ztosliwosci histologiczne;j
guza. Istotna statystycznie réznica obserwowana byta pomiedzy nowotworami
o drugim i czwartym oraz o trzecim i czwartym stopniu ztosliwosci histologiczne;j.

W literaturze odnaleziono wiele odniesien, dotyczgcych zwigzku pomiedzy
liczbg komorek szpikopochodnych a progresja i stopniem ztosliwosci

histologicznej nowotwordw. W raku jelita grubego duza liczba komoérek nacieku
136 |Strona



zapalnego wigzata sie z nizszym stadium zaawansowania choroby i lepszym
rokowaniem (X. Zhang i in., 2020). Podobne spostrzezenia poczynione zostaty
na przyktadzie czerniakow skory (R. Huang i in., 2020). W badaniach nad
nowotworami gtowy i szyi réwniez stwierdzono, ze zmiany w liczbie komorek
nacieku zapalnego w obrebie mikrosrodowiska majg zwigzek ze stadium choroby
nowotworowej i przektadajg sie na rokowanie. Badacze zauwazyli, ze w duzej
mierze majg one zwigzek z zaburzeniami molekularnymi. Guzy, w ktorych
wykrywane byty mutacje w obrebie genu TP53 prezentowaty mniejszg liczbe
komdérek nacieku zapalnego, natomiast te ze zmianami w genie HRAS - wieksza.
Chorzy z wiekszg liczbg komorek nacieku zapalnego w mikrosrodowisku guza
odznaczali sie lepszym rokowaniem (Lyu i in., 2019). Swiadczy to o tym, jak silny
jest zwigzek pomiedzy funkcjonowaniem nowotworu a obecnoscig i liczbg
komoérek nacieku zapalnego i jak wazny jest w aspekcie rokowania i leczenia.

W literaturze podaje sie, ze w przypadku 11 na 32 badanych nowotworéw
liczba komorek uktadu odpornosciowego w mikrosrodowisku nowotworu ma
znaczenie prognostyczne. Stwierdzono, ze w raku nadnerczy, szyjki macicy, drég
zotciowych, raku ptaskonabtonkowym gtowy i szyi, wgtrobowokomaorkowym, raku
gruczotowym ptuc oraz w miesakach i czerniakach skory wptyw obecnosci tych
komérek byt pozytywny. Natomiast w przypadku glejaka wielopostaciowego,
glejakdw o nizszym stopniu ztosliwosci i czerniaka oka - wptyw liczby komdérek
szpikopochodnych na rokowanie byt negatywny (S. Zuo i in., 2020). Wedtug
autora liczba komorek nacieku zapalnego w glejakach wzrasta wraz ze wzrostem
stopnia ztosliwosci histologicznej, tak, jak w prezentowanej pracy. Ponadto,
wydaje sie, ze nie tylko liczba, lecz rowniez udziat procentowy poszczegodlnych
komérek bedgcych komponentg nacieku zapalnego ma znaczenie
prognostyczne (S. Zuo i in., 2020). Uzupetnienie przedstawionych badan o
analize udziatu procentowego poszczegdlnych komorek | obserwacja
potencjalnych zmian sktadu komérkowego wraz ze wzrostem stopnia zto$liwosci
histologicznej mogtaby by¢ bardzo cenna i wykazywac¢ warto$¢ praktyczng.

W badaniach nad liczbg komorek nacieku zapalnego w grupie glejakow
zaobserwowano zwiekszanie sie liczby komorek nacieku zapalnego LCA(+) wraz
z progresjg nowotworu (Muller i in., 2015). Kolejne badania potwierdzity, ze liczba
komorek szpikopochodnych LCA(+) rosnie wraz ze stopniem ztosliwoSci

nowotworu, a wyjgtkowo licznie sg one reprezentowane w glioblastoma
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(Brandenburg i in., 2017; A. R. Kim i in.,, 2021). Wyniki otrzymane
w przedstawionym badaniu pozostajg w zgodnosci z tymi doniesieniami .

Dodatkowo w piSmiennictwie wykazano roznice pomiedzy naciekiem
zapalnym w nowotworach o nizszym stopniu ztosliwosci (grade 2 i 3) i wyzszym
stopniu ztosliwosci (grade 4). Udowodniono, ze 1tgczna liczba komorek
szpikopochodnych jest wyzsza w guzach o wyzszym stopniu ztosliwosci
histologicznej, co zostato rowniez wykazane w niniejszym badaniu. Ponadto
udokumentowano w literaturze istnienie ujemnej korelacji pomiedzy liczbg
komérek nacieku zapalnego a rokowaniem. Giéwnymi sktadnikami nacieku
zapalnego w cytowanej pracy byty makrofagi, limfocyty T i komérki dendrytyczne.
Wedtug autorow ujawniony zwigzek moze wynika¢ ze zwiekszonej ilosci
chemokin prozapalnych, zwiekszonej ekspresji immunostymulatorow oraz
wzmozonej prezentacji antygendw w obrebie guzow o czwartym stopniu
ztosliwosci histologicznej (Xiao i in., 2021).

W pismiennictwie pojawia sie stwierdzenie, ze w (glejakach
wielopostaciowych liczba komérek LCA(+) moze by¢ czynnikiem
prognostycznym, poniewaz przypadki z wiekszg tgczng liczbg komorek nacieku
zapalnego charakteryzowaty sie gorszym rokowaniem (S. Zuo i in., 2020).
Ponadto, czas przezycia chorych z glejakiem wielopostaciowym jest dtuzszy, gdy
liczba komérek szpikopochodnych jest mniejsza (Jia i in., 2018). Dodatkowo
stwierdzono, Zze liczba szpikopochodnych komorek moze wzrastaC po
chemioterapii, promujgc angiogeneze co moze ttumaczy¢ wzrost guza po
zakonczonym leczeniu (Fremder i in., 2014). Zjawisko gorszego rokowania
w glejakach o wyzszym stopniu ztosliwosci histologicznej nie jest jednak do
konca wyjasnione. Prawdopodobnym jest, Zze rekrutacja szpikopochodnych
komorek nacieku zapalnego i ich nastepcza modyfikacja wynikajg z wptywu
samego nowotworu, kreujgcego mikrosrodowisko zapewniajgce optymalny
wzrost i rozwoj komérek nowotworowych i bedgcego swoistg ochrong przed
antynowotworowg odpowiedzig organizmu (Bryukhovetskiy i in., 2016).
W praktyce, w procesie terapeutycznym wydaje sie to informacjg kluczowa, ktéra
oznacza rozwazenie modyfikacji terapii w kierunku supresji a nie rekrutacji
komérek nacieku zapalnego.

W badaniach nad glejakiem wielopostaciowym dowiedziono juz, ze

w warunkach hipoksji nadekspresji ulegajg geny kodujgce biatka prozapalne
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i rekrutujgce komorki  nacieku zapalnego do miejsca kancerogenezy.
Wystepowanie hipoksji w glejakach jest bardzo dobrze udokumentowane i ma
duzy wptyw na rozwoj i postep choroby (Tafaniiin., 2011), co w Swietle informacji
o roli komorek LCA(+) wyjasniatoby obecno$¢ wiekszej liczby komorek
szpikopochodnych w glejakach wielopostaciowych niz w glejakach o nizszym
stopniu ztosliwosci histologiczne;.

W przedstawionych badaniach roéwniez wykazano, ze liczba komorek
LCA(+) byta wyzsza w glejaku wielopostaciowym (glioblastoma, IDH-wildtype)
niz w glejakach rozlanych innych niz glejak wielopostaciowy (adult-type diffuse
gliomas, IDH-mutant) oraz glejakach wlosowatokomorkowych (pilocytic
astrocytoma). Ponadto, stosunek liczby komoérek LCA(+) do liczby komorek
nowotworowych byt wyzszy w glejaku wielopostaciowym (glioblastoma,
IDH-wildtype) niz w glejakach rozlanych innych niz glejak wielopostaciowy (adult-
type diffuse gliomas, IDH-mutant).

Biezgca zmiana klasyfikacji WHO nowotworow osrodkowego uktadu
nerwowego niestety ogranicza jednoznaczng interpretacje = wynikow
prezentowanych badan jak i mozliwosci ich poréwnania z danymi literaturowymi
odnoszgcymi sie do uprzedniego podziatu. Dokonano wiec analizy dotyczgcej
gtdbwnej réznicy pomiedzy dwoma analizowanymi grupami tj. glejakiem
wielopostaciowym (glioblastoma, IDH-wildtype) i glejakami rozlanymi innymi niz
glejak wielopostaciowy (adult-type diffuse gliomas, IDH-mutant), jakg jest
obecnos¢ mutaciji IDH.

W literaturze opisano, ze wystepowanie mutacji IDH ma wptyw na liczbe
komorek nacieku zapalnego LCA(+). Liczba ta jest wieksza w guzach IDH-
wildtype. Wynik taki uzyskano takze w prezentowanej pracy. Ponadto
w piSmiennictwie wskazano, ze obecnos¢ mutacji w genach IDH jest zwigzana
ze zmniejszong chemotaksjg leukocytéw, majgcg wptyw na mniejszg gestosc
nacieku zapalnego w obrebie guza, co ze wzgledu na immunosupresyjny
charakter  mikrosrodowiska glejakow jest  pozytywnym  czynnikiem
prognostycznym. Wedtug autordw jest to jedna z prawdopodobnych przyczyn
lepszego rokowanie u chorych z guzami IDH-mutant (Amankulor i in., 2017).

Ponadto odnaleziono badanie opisujgce istnienie korelacji pomiedzy
guzami IDH-wildtype, duzg liczbg komodrek LCA(+) w mikrosrodowisku

nowotworu i ztym rokowaniem (N. Zhang i in., 2021). W prezentowanej pracy
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réwniez zaobserwowano taki zwigzek.

W literaturze ukazano, ze liczba komérek LCA(+) w glejakach, zaréwno
w guzach IDH-mutant jak i IDH-wildtype jest wieksza w porownaniu do tkanki
prawidtowej. Wykazano takze, ze liczba komoérek LCA(+) wraz z ich procentowg
zawartoscig w obrebie guza jest wieksza w guzach IDH-wildtype (Klemm i in.,
2020). Guzy o genotypie IDH-wildtype cechujg sie zwiekszong liczbg komorek
szpikopochodnych, zwtaszcza makrofagdéw oraz limfocytow T w stosunku do
guzdw o genotypie IDH-mutant (Friebel i in., 2020), co rowniez zaobserwowano
w przedstawionej pracy.

Wedtug 2zrodet literaturowych, w obrebie nowotworéw [IDH-mutant
dochodzi do produkcji R-2-hydroksyglutaratu, ktéry wywiera negatywne dziatanie
na komorki nowotworowe i ich mikrosrodowisko, co potencjalnie moze sie wigzac
Z mniejszg liczbg komérek LCA(+) w guzach o tym genotypie niz w guzach IDH-
wildtype. Makrofagi ulegajg przemianie do swojej immunosupresyjnej wersji M2
iw efekcie inhibitujg rekrutacje innych komérek LCA(+), w tym gtownie
limfocytow, co wyjasniatoby stwierdzang mniejszg ich liczbe w guzach
o genotypie IDH-mutant. Ponadto zauwazono wptyw R-2-hydroksyglutaratu na
katabolizm tryptofanu w komarkach linii mieloidalnej i wptyw na ich réznicowanie
poprzez aktywacje alternatywnych szlakéw dojrzewania (Dierendonck i in., 2021;
Friedrich i in., 2021). Dodatkowo metylacjia genéw w komdrkach
szpikopochodnych, aktywowana przez obecnos¢ mutacji w genach IDH, wptywa
na represje gendw odpowiedzialnych za rekrutacje komorek nacieku zapalnego
i indukcje odpowiedzi immunologicznej (Amankuloriin., 2017; De Leo i in., 2020).

Wieksza liczba komoérek LCA(+) w glejaku wielopostaciowym niz
w glejakach rozlanych innych niz glejak wielopostaciowy oraz glejakach
wiosowatokomorkowych moze mieC rowniez zwigzek z tym, Zze glejaki
wielopostaciowe sg nowotworami o wyzszym stopniu ztosliwosci histologicznej
I W zwigzku z tym, zgodnie z przedstawionymi powyzej danymi majg wiekszag
liczbg komorek LCA(+) w swoim mikrosrodowisku. Ponadto, odnaleziono
badania, zgodnie z ktérymi stopien infiltracji przez limfocyty T oraz makrofagi byt
wyzszy w glejakach wielopostaciowych niz w glejakach wiosowatokomaérkowych
zarowno w strefach okotonaczyniowych, jak i w centrum guza (Yang i in., 2011),
to ostatnie znalezisko pokrywa sie z obserwacjami w przedstawianej pracy.

W prezentowanych badaniach stwierdzono istnienie silnej dodatniej
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korelacji pomiedzy liczbg komoérek LCA(+) a indeksem Ki-67. Pozostaje to
w zgodzie z literatura, gdzie na przyktadzie raka jelita grubego rowniez wykazano
istnienie silnej korelacji pomiedzy indeksem Ki-67 a liczbg komoérek LCA(+)
(Zadka i in., 2021). Dodatkowo, w przypadku glejakow, wystepowanie wyzszego
indeksu Ki-67 wigze sie réwniez z wyzszym stopniem histologicznym, ktérego
zwigzek z liczbg komoérek LCA(+) zostat juz wykazany. Wzrastajgca liczba
proliferujgcych komorek wraz ze zwiekszajgcym sie stopniem ztosliwosci
histologicznej i agresywnoscig guza nalezy do fundamentalnych zjawisk
w przebiegu choroby nowotworowe.

Dalsze badania ekspresji biatek w komoérkach mikrosrodowiska mogag
poszerzy¢ wiedze o nowotworzeniu i samym przebiegu choroby nowotworowej,
dajgc nadzieje na ujawnienie nowego punkt uchwytu dla terapii celowanych (Hui
& Chen, 2015; Soysal i in., 2015). Poszukiwania takie wydajg sie niezmiernie
wazne, biorgc pod uwage osiggniecie przetomu w leczeniu réznych typow
nowotwordw np. w raku piersi poprzez wprowadzenie lekow blokujgcych receptor
HERZ2, czy w przewlektej biataczce szpikowej dzieki zastosowaniu inhibitorow
kinazy tyrozynowej. Znaczenie komoérek szpikopochodnych w glejakach zostato
juz docenione, a wywieranie na nie wptywu juz teraz wykorzystuje sie jako jeden
z elementdw nowoczesnego leczenia celowanego np. w przypadku
immunoterapii CAR-T, w ktorej wywiera sie wptyw na limfocyty T obecne
w mikrosrodowisku guza (Hinshaw & Shevde, 2019). Dalsze badania, majgce na
celu analize skomplikowanych mechanizmoéw oddziatywania komorek
nowotworowych i ich mikrosrodowiska mogg przystuzy¢ sie do lepszego
zrozumienia procesu nowotworzenia oraz przynies¢ potencjalne nowe czynniki
prognostyczne, predykcyjne czy punkty uchwytu terapii celowanych, co w grupie
glejakéw niesie nadzieje na tak dtugo oczekiwang zmiane rokowania i obnizenie
Smiertelnosci .

Powstanie i rozwdj nowotworu wigze sie ze zmianami metabolicznymi,
aw ich aspekcie szczegolnie wazne wydajg sie badania nad stosunkiem
izotopow stabilnych wegla i azotu, ze wzgledu na obecnosc¢ tych pierwiastkow
w zwigzkach biorgcych udziat w wielu procesach zwigzanych ze wzrostem
i proliferacjg komorek (Tea i in., 2021); a pomiary izotopowe przeprowadzane
z wykorzystaniem izotopowej spektrometrii mas odznaczajg sie niezwyktg

precyzjg, co stanowi bardzo duzg zalete przy niewielkich ilosciowo, lecz
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znaczgcych dla biologii komérki - zmian.

W przedstawianych badaniach nie stwierdzono istotnych statystycznie
roznic w sktadzie izotopowym azotu ani wegla pomiedzy guzem a otaczajgcymi
tkankami. Ujawniono natomiast istnienie dodatnich korelacji miedzy stosunkiem
izotopowym 13C/*2C w centrum guza, na jego obrzezu oraz w tkankach
otaczajgcych. W literaturze znajdujemy informacje na temat badan izotopowych
nowotworu i tkanek go otaczajgcych , w ktérych stwierdzono roznice w sktadzie
izotopowym wegla 3C/*?C iazotu N/**N pomiedzy guzem a tkankami
prawidtowymi, ale nie bezposrednim otoczeniem guza. Badacze ujawnili
wzbogacenie wegla i zubozenie azotu w obrebie utkania nowotworu. Wedtug
autorow potencjalng przyczyng zmian izotopowych w obrebie tkanek
nowotworowych sg zmiany metaboliczne w szlaku glutaminolizy i cyklu
ornitynowego. W efekcie tych zmian z powodu wzmozonej aktywnosci cyklu
mocznikowego oraz proporcjonalnie mniejszego wydalania argininy zubozonej
w N dochodzi do ogdlnego zubozenia materii organicznej w °N. Cykl
mocznikowy obejmuje rowniez metabolizm wodoroweglanu (naturalnie
wzbogaconego w 13C), a zatem nagromadzenie argininy przyczynia sie do
wzbogacenia w 3C w komodrkach (Tea i in., 2016).

Mozna zauwazyC, ze ze wzgledu na specyfike badanego materiatu
i aspekty etyczne jego pozyskiwania w przypadku guzéw OUN, trudne bytoby
stworzenie grupy kontrolnej z niezmienionych patologicznie odlegtych od guza
tkanek prawidtowych (wycinkdw mézgu), na wzoér badan przeprowadzonych
w raku piersi (wycinki z raka piersi i tkanki gruczotu z materiatu pooperacyjnego),
co uniemozliwia szczegotowe porownanie i odniesienie sie do danych
literaturowych. Uzyskane wyniki zwracajg jednak uwage na inny zwigzek.
W prezentowanych badaniach spostrzezono silng ujemng korelacje pomiedzy
stosunkiem izotopowym *3C/2C w centrum guza a liczbg komérek 15-LOX(+)
w obrebie zmiany. W literaturze odnaleziono informacje na temat enzymow,
odpowiedzialnych za synteze i metabolizm lipidow i ich powigzanie ze
stosunkiem izotopowym 13C/*?C. Wykazano w nich mniejszg ilos¢ enzymow
syntezujgcych lipidy w tkankach nowotworowych niz nienowotworowych,
a zmieniony metabolizm lipidowy wskazano jako jedng z wiodgcych przyczyn
powstania réznic pomiedzy sktadem izotopowym tkanki prawidtowej

I nowotworowej (Tea i in., 2016).
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W przedstawianych badaniach stwierdzono istnienie istotnych
statystycznie réznic pomiedzy stosunkiem izotopowym 13C/*?C w centrum i na
obrzezu guza w zaleznosci od pitci. Wykazano, ze stosunek izotopowy 3C/*?C
jest wyzszy u kobiet niz u mezczyzn, zarébwno w centrum jak i na obrzezu guza.
Nie odnaleziono danych literaturowych, oceniajgcych zmiany stosunku
izotopowego BC/*?C w tkance nowotworowej w zaleznosci od pici, jednakze
samo zroznicowanie skladu izotopowego wegla pomiedzy ptciami w tkankach
prawidtowych jest zjawiskiem znanym i szeroko udokumentowanym. Stosunek
izotopowy 3C/*?C w duzej mierze zalezy od diety. Dieta krajéow zachodnich
W ciggu ostatnich stuleci zmienita sie w kierunku zwiekszonego spozycia
weglowodanow oraz biatek. Wywarto to wptyw na zwiekszony stosunek
izotopowy 3C/'2C. Dieta bogata w produkty miesne skutkuje podwyzszonym
stosunkiem izotopowym 13C/*2C w poréwnaniu do diety opartej na produktach
pochodzenia roslinnego, dlatego z powodu przewagi diety miesnej nad roslinng
ilos¢ ciezszego izotopu wegla jest wyzsza u mezczyzn niz u kobiet (Ehleringer
i in., 2020; Petzke i in., 2005; Redfern i in., 2019). Jednakze w prezentowanych
badaniach zalezno$¢ byta odwrotna, to w guzach powstatych w organizmach
kobiet, ujawniono  znamiennie  wiecej ciezkich  izotopow  wegla.

W przedstawianych badaniach wykazano réwniez, ze stosunek izotopowy
13C/12C w centrum guza jest wyzszy w guzach o$rodkowego uktadu nerwowego
zlokalizowanych po prawej stronie linii posrodkowej ciata niz w guzach
osrodkowego uktadu nerwowego zlokalizowanych po lewej stronie linii
posrodkowej ciata. Podobnie zaobserwowano istnienie trendu wskazujgcego na
wyzszy stosunek izotopowy 13C/*?C takze na obrzezu guzéw OUN
zlokalizowanych po prawej stronie linii posrodkowej ciata. Takze i te wyniki nie
znajdujg wyjasnienia w literaturze przedmiotu. Znaleziska te sg zastanawiajgce,
ale podobnie jak kolejne opisane ponizej, na obecnym zupetnie poczgtkowym
etapie badanh izotopowych nowotworéow OUN nie mogg zostac w petni
wiarygodnie wyjasnione, a jako jednostkowe mogg by¢ takze przypadkowe.

Odmiennos¢ guzéw osrodkowego ukfadu nerwowego nie pozwolita na
przeprowadzenie analizy zmiany skladu izotopowego w aspekcie jednego
z wiodgcych w catej onkologii czynnikédw rokowniczych jakim jest stopien
zaawansowania klinicznego choroby (stage). W literaturze odnaleziono

doniesienia na temat zmian w stosunku izotopowym 3C/*?C w guzie Wilmsa
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w zaleznoéci od stopnia zaawansowania klinicznego. Wykazano rdéznice
w stosunku izotopowym 13C/*?C pomiedzy guzami 0 nizszym stopniu
zaawansowania klinicznego (stage 1,2) a guzami o wyzszym stopniu
zaawansowania Kklinicznego (stage 3,4,5). Stosunek izotopowy 32C/*?C byt
wyzszy w guzach o wyzszym stopniu zaawansowania klinicznego (Taran,
Fraczek, Sikora-Szubert, i in., 2016). Podobnie w przypadku badan sktadu
izotopowego azotu  N/"“N w przebiegu choroby nowotworowej
udokumentowano statystycznie istotne réznice pomiedzy kolejnymi stadiami
z przetomem w momencie uogolniania sie choroby nowotworowej (Taran, 2015).
W guzie Wilmsa stwierdzono réznice w stosunku izotopowym °N/*N pomiedzy
guzami o nizszym stopniu zaawansowania klinicznego (stage 1,2) a guzami
o0 wyzszym stopniu zaawansowania klinicznego (stage 3,4,5). Stosunek
izotopowy °N/“N byt wyzszy w guzach o nizszym stopniu zaawansowania
klinicznego (Taran, Frgczek, Sikora-Szubert, i in., 2016). Niestety znalezisk tych
nie mozna wykorzysta¢, gdyz w przedstawionej pracy nie brano pod uwage
stopnia zaawansowania klinicznego nowotworu, ze wzgledu na brak oceny
stagingu w przypadku nowotworéw OUN.

W badaniach na modelu mysim glejaka wielopostaciowego opisano, ze
stosunek izotopowy °N/¥“N jest istotnie nizszy w masie guza niz w tkankach
otaczajgcych (Straub i in., 2021). W raku piersi udokumentowano, ze metabolizm
zwigzkdéw azotu jest zmieniony w poroéwnaniu z tkankami prawidtowymi, co
pocigga za sobg zmiany w skfadzie izotopowym 1°N/*N (Tea iin., 2016).
W hepatoblastoma oraz rhabdomyosarcoma obserwacja zmian sktadu
izotopowego pozwolita na powigzanie ich z rokowaniem - stosunek izotopowy
ISN/N roznit sie w zaleznosci od typu histologicznego guza (Taran, Fraczek,
Sitkiewicz, i in., 2015, 2016). Prezentowane badanie nie ujawnito istnienia
podobnych zaleznosci, zaobserwowano natomiast istnienie dodatniej korelacji
pomiedzy stosunkiem izotopowym °N/*N w centrum guza i na jego obrzezu.

W procesie kancerogenezy metabolizm zaréwno wegla jak i azotu zmienia
sie. Wykazano, ze komorki nowotworowe majg wysokie zapotrzebowanie na
azot, zwigzane ze wzmozong produkcjg aminokwasow. W zwigzku z tym
dochodzi do zwigkszenia wychwytu miedzy innymi glutaminy, bedgcej donorem
azotu przez komorki i w konsekwencji zwiekszenia jego ilosci w tkance

nowotworowej (Pavlova & Thompson, 2016; Rivera i in., 1988).
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W przedstawionym badaniu stwierdzono, ze stosunek masowy N/C zaréwno
w centrum, na obrzezu jak i w otoczeniu guza jest zréznicowany i zmienia sie
w zaleznosci od wielu zmiennych tj.: ptci, lokalizacji guza wzgledem linii
posrodkowej ciata, stopnia ztosliwosci histologicznej, lokalizacji guza wzgledem
struktur anatomicznych i rozpoznania histopatologicznego. W kazdym
z przypadkoéw obserwuje sie obnizanie wartosci stosunku masowego N/C wraz
z oddalaniem sie od centrum guza. Wykazano, ze stosunek masowy N/C jest
wyzszy w centrum guza niz na jego obrzezu oraz w tkankach otaczajgcych.
Odkryto tez zgodng z powyzszymi wynikami dodatnig korelacje pomiedzy
stosunkiem masowym N/C w centrum guza i na obrzezu guza.

W literaturze odnajdujemy doniesienia o wyzszej elementarnej zawartosci
azotu w obrebie utkania nowotworu niz w tkankach prawidtowych (Bayram i in.,
2020). Efekt ten moze by¢ skutkiem obnizonego tempa przemian azotowych
w komoérce lub wyzszej zawartosci biatek i aminokwasow w tkance
nowotworowej. Badacze uwazajg za mato prawdopodobne, Zze zmiany te
wynikajg z charakteru diety lub odmiennosci osobniczych, przypisujac je
zaburzeniom metabolizmu komérek nowotworowych (Deshmukh i in., 2021;
Krishnamurthy i in., 2017; Tea i in., 2016). Pojawiajg sie takze bezposrednie
doniesienia, ze stosunek masowy N/C w tkance nowotworowe;j jest wyzszy niz
tkanek prawidtowych (Straub i in., 2021). Nie odnaleziono prac, ukazujgcych
réznice w stosunku masowym N/C pomiedzy réznymi strefami guza oraz
tkankami otaczajgcymi guz, ktére ujawniono w prezentowanym badaniu, tj.
wiekszej warto$¢i stosunku masowego N/C w centrum guza w poréwnaniu z jego
obrzezem i tkankami otaczajgcymi. Ponadto stwierdzono, ze stosunek masowy
N/C w guzach zlokalizowanych po prawej stronie linii posrodkowej ciata byt
wyzszy niz po stronie lewej. Nie odnaleziono literatury, z ktérg mozna by
poréwnac¢ otrzymane wyniki, widoczny jest jednak trend obnizania sie wartosci
stosunku masowego N/C od centrum guza w kierunku otoczenia zmiany. Aby
w petni przeanalizowaé to zjawisko niezbedne bytoby pozyskanie materiatu
z niezmienionych patologicznie obszarow w coraz wiekszej odlegtosci od
centrum nowotworu, co w przypadku guzéw OUN potencjalnie mogtoby miec
miejsce w badaniu posmiertnym.

Liczba prac dotyczgcych roli stabilnych izotopéw wegla, azotu, tlenu

I wodoru w procesach fizjologicznych wzrastata wykfadniczo w ciggu ostatnich
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trzech dekad (Michener & Lajtha, 2007, s. 22), a spektrometria mas jako metoda
analityczna znalazta swoje zastosowanie takze w medycynie. Jak kazda metoda
ma ona swoje zalety i ograniczenia. SzybkosS¢ pomiarow i niespotykana
dokfadnos¢ wynikdw czynig spektrometriec mas niezwykle wartosciowym,
pomimo ze nadal mato dostepnym narzedziem. Jednakze istotnym jest pamietac,
ze w celu uzyskania wiarygodnych pomiarow stosunkéw izotopow stabilnych,
nalezy przestrzegac scisle okreslonych zasad, systematyzujgcych postepowanie
i majgcych na celu unikniecie zanieczyszczenia probek. Biorgc pod uwage fakt,
ze wykorzystywany do badania materiat jest bardzo maty - okoto 2-3 mg
zliofilizowanej substancji - kazdy niepozgdany element moze w istotny sposéb
wptyng¢ na wynik oznaczen (Ben-David & Flaherty, 2012). Nalezy takze wzig¢
pod uwage, ze badanie izotopdw trwatych jest duzo bardziej problematyczne niz
izotopow radioaktywnych (Kendall & McDonnell, 1998), W przypadku izotopow
stabilnych nie mozna przyja¢ jednej statej wartosci odnoszgcej sie do proceséw
frakcjonowania izotopowego, lecz trzeba jg ustala¢ osobno dla kazdej badanej
prébki (K. A. Hobson & Clark, 1992), biorgc pod uwage wiele aspektow jak np.
wptyw czynnikéw srodowiskowych czy diety (Fuller i in., 2005; Gaye-Siessegger
i in., 2003, 2004; K. Hobson i in., 1993). Ponadto stosujgc standardowy
spektrometr mas, uzyskujemy informacje dotyczgce sktadu atomowego
analizowanego materiatu. W trakcie badania materiat traci swojg przestrzenng
strukture. Rozwigzaniem tego problemu jest wykorzystanie MALDI-IMS, ktéra
umozliwia identyfikacje biatka, wyizolowanego bezposrednio z tkanki, przy
jednoczesnym zachowaniu przestrzennej integralnosci probki, co pozwala na
uwzglednienie heterogennosci materiatu (Groseclose i in., 2007; Vaysse i in.,
2017).

Spektrometria mas jest jedng z niewielu metod, oferujgcych mozliwosé
badania nawet nanogramowych prébek (Gross, 2011), co wydaje sie byc¢
szczegolng zaletg w odniesieniu do tak trudnego do pozyskania i pozyskiwanego
z jakze powaznymi konsekwencjami materialu z osrodkowego uktadu
nerwowego. Niestety pomiar sktadu izotopowego powoduje bezpowrotne
zniszczenie probki. Zazwyczaj nie stanowi to problemu w badaniach, poniewaz
ilos¢ wykorzystywanego materiatu jest znikoma i przeznaczona w catosci do tego
konkretnego celu, jednakze w oznaczeniach o implikacjach klinicznych

w onkologii moze to by¢ istotnym mankamentem.
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Podsumowujgc, najwiekszg zaletg izotopowej spektrometrii mas
w potencjalnych badaniach nowotworéw osrodkowego uktadu nerwowego
wydaje sie by¢ mozliwos¢ uzyskania wiarygodnego wyniku oznaczen
z minimalnej w poréwnaniu ze standardowym badaniem histopatologicznym
ilosci materiatu. Do ograniczehn praktycznego zastosowania prezentowanej
metody nalezy przed wszystkim ograniczona dostepnos¢ aparatury oraz
bezpowrotne zniszczenie materiatu w procesie analitycznym.

Ustalenie sktadu izotopowego wegla i azotu w grupie glejakédw ma na
obecnym etapie zaawansowania badan izotopowych zmian nowotworowych
charakter poznawczy i moze przyczyni¢ sie do lepszego zrozumienia ztozonej
biologii tych zmian oraz roli procesow frakcjonowania izotopowego w chorobie
nowotworowej.

Ocena sktadu izotopowego moze rowniez uzupetnia¢ tak dynamicznie
poszerzajgcg sie obecnie wiedze na temat mikrosrodowiska i otoczenia
nowotworu oraz toczgcych sie w nich proceséw metabolicznych. Kontynuacja
badan w tym obszarze moze pomoc ujawni¢ potencjalne implikacje

diagnostyczne i prognostyczne oznaczen izotopowych.
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6. Wnioski

1. W glejakach, ekspresja biatka 15-LOX, zarbwno w guzie jak i jego otoczeniu, jest
zréznicowana. Immunoekspresja 15-LOX oraz stosunek liczby komoérek 15-
LOX(+) do liczby komdrek nowotworowych malejg wraz ze wzrostem stopnia
ztosliwosci histologicznej, a ponadto stosunek liczby komorek 15-LOX(+) do liczby
komorek nowotworowych jest wyzszy w glejakach rozlanych innych niz glejak
wielopostaciowy (adult-type diffuse gliomas, IDH-mutant) niz w samym glejaku
wielopostaciowym  (glioblastoma, IDH-wildtype). Immunoekspresja LCA
w komorkach mikrosrodowiska glejakow nie jest jednorodna. Zaréwno liczba
komoérek LCA(+) jak i ich stosunek do liczby komérek nowotworowych sg wieksze
w guzach o wyzszym stopniu ztosliwosci histologicznej. Ponadto liczba komorek
LCA(+) oraz ich stosunek do liczby komérek nowotworowych sg wieksze w glejaku
wielopostaciowym (glioblastoma, IDH-wildtype) niz w glejakach rozlanych innych
niz glejak wielopostaciowy (adult-type diffuse gliomas, IDH-mutant).

2. Ujawnione w badaniach zréznicowanie ekspresji badanych biatek pozostaje
w znamiennych statystycznie zwigzkach z uznanymi czynnikami o znaczeniu
prognostycznym tj. ze stopniem zitosliwosci histologicznej guza wg uprzednigj
klasyfikacji oraz z typem histopatologicznym nowotworu w odniesieniu do nowej
klasyfikacji, co posrednio moze wigzac¢ ekspresje 15-LOX i LCA z rokowaniem.
W kontekscie wprowadzenia obowigzujgcego — molekularnego podtoza podziatu
guzéw OUN wg najnowszej klasyfikacji WHO nie wydaje sie by inne czynniki mogty
by¢ réwnorzednymi odpowiednikami badan molekularnych w diagnostyce tych
rozrostéw, jednakze zroznicowanie wartosci ekspresji badanych biatek pomiedzy
typami histopatologicznymi wydaje sie interesujgcym znaleziskiem, ktérego
przyczyny mogtyby by¢ przedmiotem dalszych badan.

3. Wartosci stosunku izotopowego izotopdw stabilnych azotu i wegla w badanych
tkankach nowotworowych i ich otoczeniu nie roznity sie istotnie. Jednakze
stosunek izotopowy 13C/*2C w centrum guza i na obrzezu guza okazat sie zaleze¢
od pfci (znamiennie wyzszy u kobiet), a takze od lokalizacji guza wzgledem linii
posrodkowej ciata (znamiennie wyzszy po stronie prawej). Znaleziska te sg
zastanawiajgce, ale jako tylko jednostkowe na obecnym zupetnie poczgtkowym
etapie badan izotopowych nowotworéw osrodkowego uktadu nerwowego nie
mogg zosta¢ w petni wiarygodnie wyjasnione.

4. Najwiekszg zaletg izotopowej spektrometrii mas w potencjalnych badaniach
guzéw osrodkowego uktadu nerwowego wydaje sie by¢é mozliwo$¢é uzyskania
wiarygodnego wyniku oznaczen z minimalnej, w poréwnaniu ze standardowym
badaniem histopatologicznym, ilosci materiatu. Do ograniczen praktycznego
zastosowania prezentowanej metody nalezy przede wszystkim niewielka
dostepnos$¢é aparatury oraz bezpowrotne zniszczenie materialu w procesie
analitycznym.
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8. Aneks

8.1. Alfabetyczny wykaz skrétow i akroniméw wykorzystanych w tekscie

Nazwa w jezyku polskim

12-lipooksygenaza
arachidonianowa

12B-LOX

12-LOX 12-lipooksygenaza

arachidonianowa
15-LOX 15-lipooksygenaza
arachidonianowa

2-HG

CAR

2-hydroksyglutarat

5-LOX 5-lipooksygenaza

arachidonianowa
ALOX lipoksygenaza
arachidonowa

ATRX regulator transkrypcji ATRX

BRAF gen kodujgcy biatko B-Raf

CAFs fibroblasty zwigzane z

guzem

chimerowy receptor
antygenowy

CD45 kompleks réznicowania 45

CDKN2A inhibitor cyklinozaleznej
kinazy 2A
CDKN2B inhibitor cyklinozaleznej
kinazy 2B

medycyna oparta na faktach

Nazwa w jezyku
angielskim

arachidonate 12-
lipoxygenase

arachidonate 12-
lipoxygenase

arachidonate 15-
lipoxygenase

2-hydroxyglutarate

arachidonate 5-
lipoxygenase

arachidonate lipoxygenase
alpha thalassemia/mental
retardation syndrome X-

linked gene

gene that encodes a
protein called B-Raf

cancer-associated
fibroblast

chimeric antigen receptor

cluster of differentiation 45

cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A

inhibitor cyklinozaleznej
kinazy 2B

evidence based medicine
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EGFR

E-LOX-3

FISH

@

GFAP

GSCs

H3 K27M

IAEA

ICls

IDH1

IDH2

H

@]

IRMS

MDSCs

MGMT

receptor naskérkowego
czynnika wzrostu

lipooksygenaza typu
naskorkowego E3

fluorescencyjna
hybrydyzacja in situ

chromatografia gazowa

kwasne biatko wtdkienkowe

nowotworowe komorki
macierzyste glioblastoma

metylacja lizyny w pozycji
27 histonu 3

Miedzynarodowa Agencja
Energii Atomowej

inhibitory punktéw kontroli
odpowiedzi
immunologicznej

dehydrogenaza
izocytrynianowa 1

dehydrogenaza
izocytrynianowa 2

immunohistochemia

spektrometr masowy
izotopow stabilnych

wspolny antygen
leukocytarny

lipoksygenaza

szpikopochodne komoérki
supresorowe

metylotransferaza O-6-
metyloguaniny

epidermal growth factor
receptor

epidermis-type
lipoxygenase 3

fluorescent in situ
hybrydyzation

gas chromatography
glial fibrillary acidic protein
glioblastoma stem-like cells
histone H3 lysine 27
methylation

International Atomic Energy
Agency

immune checkpoint
inhibitors
isocitrate dehydrogenase 1

isocitrate dehydrogenase 2

immunohistochemistry

isotope-ratio mass
spectrometry

leukocyte common antigen

lipoxygenase

myeloid-derived suppressor
cells

O-6-methylguanine
methyltransferase
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obrazowanie metodg
rezonansu magnetycznego

proliferacja
mikronaczyniowa

not elsewhere classified

limfocyty NK

nieokreslony, niedajgcy sie
sklasyfikowaé

I

osrodkowy uktad nerwowy

reakcja tancuchowa
polimerazy

PUFAs wielonienasycone kwasy

tluszczowe

RPTP receptor biatkowej fosfatazy

tyrozynowej
SCID ciezki ztozony niedobor
odpornosci

()]

D odchylenie standardowe

TAMs makrofagi zwigzane z
guzem
TERT odwrotna transkryptaza
telomerazy

TILs limfocyty naciekajgce guz

VEGF czynnik wzrostu srédbtonka

naczyn

Swiatowa Organizacja
Zdrowia

a-ketoglutarat

magnetic resonance
imaging

microvascular proliferation
niesklasyfikowany nigdzie
indziej
natural killers

not otherwise specified

central nervous system

polymerase chain reaction
polyunsaturated fatty acids
receptor type protein

tyrosine phosphatase

severe combined
immunodeficiency

standard deviation

tumor-associated
macrophages

telomerase reverse
transcriptase

tumor-infiltrating
lymphocytes

vascular endothelial growth
factor

World Health Organization

a-keto-glutarate
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9. Streszczenie

9.1. Streszczenie w jezyku polskim

Glejaki sg nowotworami ztosliwymi osrodkowego uktadu nerwowego
(OUN) wywodzgcymi sie z komorek, petnigcych funkcje podporowg i odzywcza.
Stanowig liczng i niejednorodng grupe nowotwordw, ktérych typy réznig sie
miedzy sobg pochodzeniem, lokalizacjg, stopniem ztosliwosci histologicznej oraz
podtozem molekularnym.

Glejaki stanowig najczestszg grupe nowotworow OUN u osbéb dorostych,
charakteryzujgcg sie nie w pemni przewidywalnym przebiegiem i w wiekszosci
duzg agresywnoscig. Efekty leczenia chorych z glejakami nie sg zadowalajgce
a wyleczalnosc¢ niska w stosunku do podejmowanych wysitkéw terapeutycznych.
W glejakach o najwyzszym stopniu ztosliwosci histologicznej nawet przy
zastosowaniu najnowoczesniejszych metod leczenia w wiekszosci przypadkéow
nie udaje sie osiggngc¢ przezycia powyzej 2 lat. Wskaznik 5-letniego przezycia
dla glioblastoma waha sie w granicach 5%. Najczesciej jednak chorzy umierajg
w ciggu roku. Pomimo ze w ostatnich latach notuje sie spadek zachorowalno$ci
na glejaki u dorostych, procentowy udziat rozpoznan glejaka wielopostaciowego
w tej grupie wcigz wzrasta, co w powigzaniu z niekorzystnym rokowaniem czyni
glioblastoma modelowym obiektem licznych badan naukowych nad glejakami,
a poszukiwanie nowych aspektow ztozonej biologii tego nowotworu i innych niz
dotychczas ujawnione czynnikow rokowniczych staje sie narastajgca potrzebg
wspotczesnej onkologi.

Lipooksygenazy (LOX) sg biatkowymi enzymami z klasy oksygenaz,
w wiekszosci przyspieszajgcymi peroksydacje wielonienasyconych kwasow
ttuszczowych, gtéwnie kwasu arachidonowego, linolowego i a-linolowego. 15-
lipoksygenaza arachidonowa (15-LOX) jest kodowana przez gen ALOX15. Jest
enzymem, ktory reaguje z wielonienasyconymi kwasami ttuszczowymi
i charakteryzuje sie wifasciwos$ciami przeciwnowotworowymi, ktére zostajg
utracone wraz ze spadkiem ekspresji tego biatka. Nadekspresja 15-LOX
prowadzi natomiast do hamowania zapalenia poprzez inhibicje agregaciji
komorek nacieku zapalnego.

W opublikowanych badaniach odnaleziono informacje na temat wptywu
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metabolizmu lipiddw w makrofagach zwigzanych z guzem (TAMs) na komorki
nowotworowe, gtdwnie poprzez mediatory lipidowe, produkowane miedzy innymi
przez lipooksygenazy (LOX), ktoére sg przedmiotem przedstawionej pracy.
Wzmozona oksydacja kwaséw ttuszczowych oraz ich synteza "de novo" mogag
mieC znaczgcy wptyw na mikrosrodowisko nowotworu, wspierajgc wzrost guza
i przyczyniajgc sie do jego opornosci na leczenia radio- i chemioterapeutyczne.

Biatko LCA to wspolny antygen leukocytarny, ktéry ulega ekspresji tylko
I wylgcznie w jadrzastych komorkach uktadu hematopoetycznego, zaréwno tych
dojrzatych jak i prekursorowych. LCA spetnia bardzo wazng role w dziataniu
uktadu immunologicznego, gtownie poprzez inicjacje szlakow sygnatowych
limfocytow T. Prekursorowe szpikowe komorki LCA dodatnie sg obiektem wielu
wspotczesnie prowadzonych badan.

W literaturze opisywane sg jako potencjalny marker, czynnik rokowniczy
i target terapeutyczny wielu jednostek chorobowych, w tym glejaka
wielopostaciowego.

Obecnos¢ komorek szpikopochodnych LCA(+) stwierdza sie réwniez
w mikrosrodowisku nowotworu. Najwiekszy odsetek komorek nienowotworowych
mikrosrodowiska glejakow stanowig makrofagi. Obok nich stwierdza sie takze
limfocyty T i B, komérki NK, szpikopochodne komérki supresorowe, neutrofile
I mastocyty. Ich obecnos¢ wywiera bardzo duzy wptyw na komaorki nowotworowe,
a wydzielane przez nie chemokiny biorg udziat w procesach wzmagajgcych
proliferacje guza, zapobiegajgcych apoptozie, wzmagajgcych angiogeneze
I przyczyniajgcych sie do zwigkszonej inwazji oraz przerzutowania

Istniejgce liczne prace dotyczgce roli szpikopochodnych komdrek LCA-
dodatnich w biologii wielu nowotworéw oraz ekspresji 15-LOX w komodrkach
wchodzgcych w skiad mikrosrodowiska guzdéw, dajg nadzieje, ze takze
w przypadku charakteryzujgcych sie tak wysoka smiertelnoscig glejakéw -
ewaluacja tych biatek moze dostarczy¢ nowych informacji o potencjalnych
implikacjach klinicznych.

Spektrometria mas jest jedng z najbardziej przydatnych i uniwersalnych
metod analitycznych, polegajgcych na pomiarze stosunku masy do tadunku
elektrycznego badanego jonu. Proces prowadzgcy do zmiany liczby izotopdw
tego samego pierwiastka, wchodzgcych w sktad danego materiatu nazywany jest

frakcjonowaniem izotopowym. Wynika on z dziatania na substancje réznych
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czynnikéw fizycznych i chemicznych i jest procesem naturalnym i samoistnym.
W organizmach zywych frakcjonowanie odzwierciedla zmiany zachodzgce
podczas wzrostu i metabolizmu komorki. Metodg pozwalajgcg na ujawnienie
sktadu izotopowego badanej prébki jest izotopowa spektrometria mas. Roznica
wzgledna stosunkéw izotopow stabilnych (8) jest aktualnie przedmiotem wielu
badan naukowych, w tym interdyscyplinarnych, w najwiekszym stopniu
obejmujgc nadal jednak zawezony obszar - biologie, chemie i fizyke.
Najnowszym zastosowaniem spektrometrii mas sg oznaczenia w onkologii - po
raz pierwszy bezposrednio w tkance nowotworowej "in vivo" przeprowadzone
z wykorzystaniem izotopowej odmiany tej metody, w ktorej ewaluuje sie stabilne
(nie promieniotworcze) izotopy pierwiastkdw naturalnie wystepujgce w tkankach
prawidtowych i zmienionych patologicznie.

Projekt badawczy oparty zostat o najnowsze odkrycia dotyczgce roli
ekspresji 15-LOX oraz szpikopochodnych komérek LCA-dodatnich w ztozonym
procesie nowotworzenia. Pojedyncze, istniejgce prace na temat wykorzystania
IRMS w badaniach transformowanych nowotworowo tkanek wskazujg na
zwigzek skfadu izotopowego z funkcjonowaniem tkanek nowotworowych. Nie
odnaleziono jednak zadnych badan w tym zakresie dotyczgcym glejakow.
Badanie zaktada ocene ekspresiji badanych biatek w wybranych guzach OUN, ze
szczegolnym uwzglednieniem glejaka wielopostaciowego, ich mikrosrodowisku
oraz otoczeniu wraz z ewaluacjg sktadu izotopowego azotu i wegla. Wiodgcym
celem pracy jest poznawanie nieznanych aspektdow biologii wybranych
nowotworéw osrodkowego uktadu nerwowego oraz poszukiwanie markerow
0 potencjalnym znaczeniu diagnostycznym i rokowniczym z wykorzystaniem
nowoczesnych interdyscyplinarnych metod badawczych. Ocena
mikrosrodowiska i otoczenia nowotworu, ktore w ostatnich czasach okazaty sie
by¢ niezwykle wazne dla procesu kancerogenezy stuzy lepszemu zrozumienie
interakcji guza i gospodarza, a okreslenie réznic pomiedzy zmiang a prawidtowg

tkanka - potencjalnemu wykorzystaniu tych informacji w praktyce klinicznej
Cele pracy:

1. Ewaluacja ekspresji produktu genu ALOX-15 (biatka 15-LOX) oraz obecnosci
szpikopochodnych komoérek LCA - dodatnich w wybranych nowotworach
osrodkowego uktadu nerwowego pochodzenia glejowego.
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2. Wstepna ocena potencjalnej wartosci diagnostycznej i prognostycznej
ekspresji produktu genu ALOX-15 (biatka 15-LOX) oraz szpikopochodnych
komérek LCA - dodatnich w wybranych nowotworach osrodkowego uktadu
nerwowego pochodzenia glejowego.

3. Ustalenie wartosci stosunku izotopowego izotopdw stabilnych azotu i wegla
w wybranych nowotworach osrodkowego ukfadu nerwowego pochodzenia
glejowego i ich otoczeniu.

4. Préba oceny potencjalnych zalet i ograniczen praktycznego zastosowania
izotopowej spektrometrii mas w badaniach nowotworow osrodkowego uktadu

nerwowego.

Na podstawie zgody Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego
w todzi z dnia 10 wrzesnia 2019 nr RNN/350/19/KE do badania wigczono 144
przypadki z rozpoznaniem nowotworu pochodzenia glejowego, w tym 109
przypadkow, pochodzgcych z archiwum Katedry Onkologii Zaktadu
Patomorfologii Uniwersytetu Medycznego w todzi, pobranych i rozpoznanych
w latach 2017-2020 do przeprowadzenia badan immunohistochemicznych oraz
35 przypadkéw pozyskanych w Oddziale Klinicznym Neurochirurgii i Onkologii
Centralnego Uktadu Nerwowego Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego im.
Norberta Barlickiego w todzi - w ktérych dodatkowo do badan
immunohistochemicznych wykonano oznaczenia sktadu izotopowego.

Badania skfadu izotopowego azotu i wegla zostaty przeprowadzone
z wykorzystaniem spektrometru masowego stosunku izotopowego z przeptywem
cigglym Sercon 20-22 sprzezonego z analizatorem pierwiastkowym.

Materiat z guzéw standardowo utrwalany formaling i zatopiony w blokach
parafinowych dla potrzeb prezentowanych badan skrawano przy uzyciu
mikrotomu na skrawki o grubosci 3-4 mikrometréw, ktére nastepnie wykorzystano
do badan immunohistochemicznych. Barwienia immunohistochemiczne oparte
zostaty na metodzie immunoperoksydazowej z wykorzystaniem komercyjnie
dostepnych przeciwciat kroliczych poliklonalnych skierowanych przeciw 15-LOX
i LCA.

Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg pakietow jezyka
R (v. 4.1), Obejmowata ona wyniki oceny odczynéw immunohistochemicznych

oraz wyniki pomiaréw izotopowych . Wzieto pod uwage: minimum, maksimum,
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Srednig, mediane, odchylenie standardowe oraz zakres wartosci
przeprowadzonych oznaczen. W celu poréwnania parametréw pomiedzy
grupami wykorzystano nieparametryczny test Manna-Whitneya-Wilcoxona dla
dwoch zmiennych niezaleznych oraz test Kruskala-Wallisa dla trzech i wiecej
zmiennych niezaleznych wraz z nieparametrycznym testem Wilcoxona jako
testem post-hoc w przypadku istotnych poréwnan. Korelacje pomiedzy
poszczegolnymi zmiennymi zbadano przy pomocy wspétczynnika korelacji rang
Spearmana. Do znalezienia ewentualnych prawidtowosci miedzy cechami
przeprowadzono analize sktadowych gtéwnych (PCA). Wszystkie wyniki analizy
uznawano za znamienne statystycznie dla p< 0,05.

Wykazano istnienie 20 istotnych statystycznie zwigzkéw pomiedzy
immunoekspresjg badanych biatek 15-LOX oraz LCA a wybranymi cechami
histoklinicznymi, 3 znamienne statystycznie réznice w skfadzie izotopowym
wegla w zaleznosci od ptci i lokalizacji guza wzgledem linii posrodkowej ciata oraz
24 znamienne statystycznie roznice w stosunku masowym N/C w zaleznosci od
zastosowanych zmiennych grupujgcych. Ponadto ujawniono 13 trendéw, 17

korelacji oraz 3 przestrzenne grupowania badanych parametrow.
Badania doprowadzity do nastepujgcych wnioskow:

1. W glejakach, ekspresja biatka 15-LOX, zaréwno w guzie jak i jego otoczeniu,
jest zréznicowana. Immunoekspresja 15-LOX oraz stosunek liczby komorek
15-LOX(+) do liczby komorek nowotworowych malejg wraz ze wzrostem
stopnia ztosliwosci histologicznej, a ponadto stosunek liczby komérek 15-
LOX(+) do liczby komoérek nowotworowych jest wyzszy w glejakach
rozlanych innych niz glejak wielopostaciowy (adult-type diffuse gliomas, IDH-
mutant) niz w samym glejaku wielopostaciowym (glioblastoma, IDH-
wildtype). Immunoekspresja LCA w komodrkach mikrosrodowiska glejakow
nie jest jednorodna. Zaréwno liczba komoérek LCA(+) jak i ich stosunek do
liczby komorek nowotworowych sg wieksze w guzach o wyzszym stopniu
ztosliwosci histologicznej. Ponadto liczba komdrek LCA(+) oraz ich stosunek
do liczby komdrek nowotworowych sg wieksze w glejaku wielopostaciowym
(glioblastoma, IDH-wildtype) niz w glejakach rozlanych innych niz glejak

wielopostaciowy (adult-type diffuse gliomas, IDH-mutant).
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2. Ujawnione w badaniach zréznicowanie ekspresji badanych biatek pozostaje
w znamiennych statystycznie zwigzkach z uznanymi czynnikami o znaczeniu
prognostycznym tj. ze stopniem ztosliwosci histologicznej guza wg uprzedniej
klasyfikacji oraz z typem histopatologicznym nowotworu w odniesieniu do
nowej klasyfikacji, co posrednio moze wigza¢ ekspresje 15-LOX i LCA
z rokowaniem. W  kontekscie  wprowadzenia obowigzujgcego —
molekularnego podtoza podziatu guzow OUN wg najnowszej klasyfikaciji
WHO nie wydaje sie by inne czynniki mogty by¢ réwnorzednymi
odpowiednikami badan molekularnych w diagnostyce tych rozrostow,
jednakze zréznicowanie wartosci ekspresji badanych biatek pomiedzy typami
histopatologicznymi  wydaje sie interesujgcym znaleziskiem, ktorego
przyczyny mogtyby by¢ przedmiotem dalszych badan.

3. Wartosci stosunku izotopowego izotopow stabilnych azotu i wegla
w badanych tkankach nowotworowych i ich otoczeniu nie réznity sie istotnie.
Jednakze stosunek izotopowy 3C/2C w centrum guza i na obrzezu guza
okazat sie zaleze¢ od ptci (znamiennie wyzszy u kobiet), a takze od lokalizacji
guza wzgledem linii posrodkowej ciata (znamiennie wyzszy po stronie
prawej). Znaleziska te sg zastanawiajgce, ale jako tylko jednostkowe na
obecnym zupetnie poczatkowym etapie badan izotopowych nowotworow
osrodkowego uktadu nerwowego nie mogg zosta¢ w petni wiarygodnie
wyjasnione.

4. Najwiekszg zaletg izotopowej spektrometrii mas w potencjalnych badaniach
guzow osrodkowego ukfadu nerwowego wydaje sie by¢ mozliwos¢ uzyskania
wiarygodnego wyniku oznaczen z minimalnej, w porownaniu ze
standardowym badaniem histopatologicznym, iloSci materiatu. Do
ograniczen praktycznego zastosowania prezentowanej metody nalezy
przede wszystkim niewielka dostepnos¢ aparatury oraz bezpowrotne

zniszczenie materiatu w procesie analitycznym.

Ustalenie sktadu izotopowego wegla i azotu w grupie glejakéw ma na
obecnym etapie zaawansowania badan izotopowych zmian nowotworowych
charakter poznawczy i moze przyczyni¢ sie do lepszego zrozumienia ztozonej
biologii tych zmian oraz roli proceséw frakcjonowania izotopowego w chorobie

nowotworowej, a badanie majgce na celu analize skomplikowanych
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mechanizméw oddziatywania komoérek nowotworowych i ich mikrosrodowiska
mogaq przystuzyc sie do lepszego zrozumienia procesu nowotworzenia glejakow
oraz przyniesC¢ potencjalne nowe czynniki prognostyczne, predykcyjne czy

punkty uchwytu terapii celowanych.

9.2. Streszczenie w jezyku angielskim — abstract

Assessment of the potential diagnostic and prognostic value of the
expression of the product of the gene ALOX-15 and bone marrow derived
LCA-positive cells in the neoplasms of the central nervous system and the
role of the processes of isotopic fractionation in the neoplastic tissue and

its environment.

Gliomas are malignant neoplasms of the central nervous system (CNS)
that originate in cells that provide support and nutrition. They constitute
a numerous and heterogeneous group of neoplasms, the types of which differ in
origin, location, histological grade and molecular basis.

Gliomas are the most common group of CNS neoplasms in adults
characterized by an incompletely predictable course and mostly high
aggressiveness. The effects of treatment in patients with glioblastoma are not
satisfactory and the cure rate is low in relation to the undertaken therapeutic
efforts. In glioblastomas with the highest histological malignancy, even with the
use of the most modern methods of treatment, in most cases it is not possible to
achieve survival over 2 years. The 5-year survival rate for glioblastoma is around
5%. Most often, however, patients die within a year. Despite the fact that in recent
years there has been a decline in the incidence of gliomas in adults, the
percentage of glioblastoma diagnoses in this group is still increasing, what in
relation to the unfavorable prognosis, makes glioblastoma a model object of
numerous scientific studies on gliomas. The search for new aspects of the
complex biology of this cancer and prognostic factors other than those disclosed

so far becomes a growing necessity of modern oncology.
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Lipoxygenases (LOX) are protein enzymes from the oxygenase class,
mostly accelerating the peroxidation of polyunsaturated fatty acids, mainly
arachidonic, linoleic and a-linoleic acids. Arachidonate 15-lipoxygenase (15-
LOX) is encoded by the ALOX15 gene. It is an enzyme that reacts with
polyunsaturated fatty acids and is characterized by anti-cancer properties that
are lost as the expression of this protein decreases. The overexpression of 15-
LOX leads to the restrain of inflammation by inhibiting aggregation of
inflammatory cells.

Published studies revealed the information on the impact of lipid
metabolism in tumor-associated macrophages (TAMs) on tumor cells, mainly
through lipid mediators produced, inter alia, by lipoxygenases (LOX) which are
the subject of the presented study. Increased oxidation of fatty acids and their
"de novo" synthesis may have a significant impact on the tumor
microenvironment, supporting tumor growth and contributing to its resistance to
radio- and chemotherapeutic treatments.

The LCA protein is a common leukocyte antigen that is expressed only
and exclusively in nucleated cells of the hematopoietic system, both mature and
precursor cells. LCA plays a very important role in the function of the immune
system, mainly through the initiation of T-lymphocyte signaling pathways. LCA
positive precursor myeloid cells are the subject of many contemporary studies.

In the literature they are described as a potential marker, prognostic factor
and therapeutic target of many disease entities, including glioblastoma.

The presence of LCA(+) myeloid cells is also found in the tumor
microenvironment. The largest percentage of non-neoplastic cells in the
glioblastoma microenvironment are macrophages. Apart from them, there are
also T and B lymphocytes, NK cells, myeloid suppressor cells, neutrophils and
mast cells. Their presence has a great influence on neoplastic cells and the
chemokines secreted by them are involved in the processes of enhancing tumor
proliferation, preventing apoptosis, enhancing angiogenesis and contributing to
increased invasion and metastasis.

The numerous existing studies on the role of LCA-positive myeloid cells in
the biology of many cancers and the expression of 15-LOX in cells that are part
of the tumor microenvironment give expectation that also in the case of gliomas

characterized by such a high mortality - the evaluation of these proteins may
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provide new information about potential clinical implications.

Mass spectrometry is one of the most useful and universal analytical
methods, consisting in measuring the mass to electric charge ratio of the tested
ion. The process of alteration of the the number of isotopes of the same element
in a material is called isotope fractionation. It results from the action of various
physical and chemical factors on a substance and is a natural and spontaneous
process. In living organisms, fractionation reflects changes that occur during cell
growth and metabolism. The method that allows to reveal the isotopic
composition of the tested sample is isotopic mass spectrometry. The relative
difference in the ratios of stable isotopes (®) is currently the subject of many
scientific research, including interdisciplinary ones, however its greatest use still
covers a narrow area of biology, chemistry and physics. The most recent
application of mass spectrometry are the analyses in oncology - for the first time
directly in neoplastic tissue "in vivo" carried out with the use of an isotope version
of this method, in which stable (non-radioactive) isotopes of elements naturally
occurring in normal and pathologically changed tissues are evaluated.

The research project was based on the latest discoveries regarding the
role of 15-LOX expression and LCA-positive myeloid cells in the complex process
of neoplasia. Single, existing studies on the use of IRMS in the study of
transformed tissues indicate a relationship between the isotope composition and
the function of neoplastic tissues. However, no studies in this fields have been
found regarding gliomas. The research assumes the evaluation of the expression
of the studied proteins in selected CNS tumors, with particular emphasis on
glioblastoma, their microenvironment and the cancer-adjacent tissues, along with
the evaluation of the isotopic composition of nitrogen and carbon. The main aim
of the study is to learn about the unknown aspects of the biology of selected
tumors of the central nervous system and to search for markers of potential
diagnostic and prognostic importance with the use of modern interdisciplinary
research methods. The assessment of the tumor microenvironment and cancer-
adjacent tissues, which has recently turned out to be extremely important for the
process of carcinogenesis, serves to better understand the interaction of the
tumor and the host and the determination of the differences between the tumor

and normal tissue - the potential use of this information in clinical practice.
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The aims of the study appeared as follow:

1. Evaluation of the expression of the ALOX-15 gene product (15-LOX protein)
and the presence of myeloid-derived LCA positive cells in selected
neoplasms of glial origin of the central nervous system.

2. Initial assessment of the potential diagnostic and prognostic value of the
expression of the ALOX-15 gene product (15-LOX proteins) and myeloid-
derived LCA positive cells in selected neoplasms of glial origin of the central
nervous system.

3. Establishment of the value of the isotope ratio of stable nitrogen and carbon
isotopes in selected neoplasms of glial origin of the central nervous system
and their environment.

4. An attempt to evaluate the potential advantages and limitations of the
practical application of isotope mass spectrometry in the study of tumors of

the central nervous system.

Based on the consent of the Bioethics Committee of the Medical University
of Lodz of September 10, 2019 No. RNN / 350/19 / KE, the study included 144
cases diagnosed with glial neoplasms, including 109 cases from the archives of
the Department of Oncology, Department of Pathomorphology, Medical
University of Lodz, collected and diagnosed in 2017-2020 for
immunohistochemical tests and 35 cases obtained at the Clinical Department of
Neurosurgery and Oncology of the Central Nervous System of the Norbert
Barlicki University Teaching Hospital No. 1 - in which, in addition to
immunohistochemical tests, isotope composition analyses were performed.

The study of the isotopic composition of nitrogen and carbon was carried
out with the use of a Sercon 20-22 continuous flow isotope mass spectrometer
coupled with an elemental analyzer.

The material from tumors, as standard fixed with formalin and embedded
in paraffin blocks for the purposes of the presented study, was cut using
a microtome into sections with a thickness of 3-4 micrometers, which were then
used for immunohistochemistry. Immunohistochemical staining was based on the
immunoperoxidase method with the use of commercially available polyclonal
rabbit antibodies directed against 15-LOX and LCA.

Statistical analysis was performed with the use of R language packages
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(v. 4.1). It included the results of the evaluation of immunohistochemical staining
and the results of isotope measurements. The following were taken into account:
minimum, maximum, mean, median, standard deviation and the range of values
of the performed determinations. In order to compare the parameters between
the groups, the non-parametric Mann-Whitney-Wilcoxon test for two independent
variables and the Kruskal-Wallis test for three and more independent variables
were used, along with the non-parametric Wilcoxon test as a post-hoc test for
significant comparisons. Correlations between individual variables were tested
using the Spearman's rank correlation coefficient. Principal components analysis
(PCA) was performed to find possible regularities between the analyzed data. All
the results of the analysis were considered statistically significant for p <0.05.
The conducted evaluation revealed the existence of 20 statistically
significant relationships between the immunoexpression of the studied 15-LOX
and LCA proteins and selected histoclinical features, 3 statistically significant
differences in the carbon isotope composition depending on sex and tumor
location relative to the midline of the body, and 24 statistically significant
differences in the mass ratio N / C depending on the grouping variables.
Moreover, 13 trends, 17 correlations and 3 spatial groupings of the examined

parameters were revealed.
It was concluded that:

1. In gliomas, the expression of the 15-LOX protein, both in the tumor and in its
environment, is variable. 15-LOX immunoexpression and the ratio of 15-
LOX(+) cells to the number of neoplastic cells decrease with increasing
histological level of malignancy, and moreover the ratio of 15-LOX(+) cells to
the number of neoplastic cells is higher in diffuse gliomas other than
glioblastoma (adult-type diffuse gliomas, IDH-mutant) than in glioblastoma,
IDH-wildtype. The immunoexpression of LCA in the cells of the glioblastoma
microenvironment is not uniform. Both the number of LCA(+) cells and their
ratio to the number of neoplastic cells are higher in tumors with a higher grade.
In addition, the number of LCA(+) cells and their ratio to the number of
neoplastic cells are greater in glioblastoma, IDH-wildtype than in diffuse
gliomas other than glioblastoma, IDH-wildtype (adult-type diffuse gliomas,
IDH-mutant).
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2. The differences in the expression of the studied proteins revealed in the
research project remain in statistically significant relations with the recognized
prognostic factors, i.e. with the grade of the tumor according to the previous
classification, and with the histopathological type of the tumor in relation to the
new classification, which may indirectly link the expression of 15-LOX and LCA
with prognosis. In the context of introducing the obligatory - molecular basis
for the division of CNS tumors according to the newest WHO classification, it
does not seem that other factors could be equivalent to molecular tests in the
diagnosis of these neoplasms, however, the differentiation of the expression
of the studied proteins between the histopathological types seems to be an
interesting finding, the causes of which could be the subject of further research.

3. The values of the isotopic ratio of stable nitrogen and carbon isotopes in the
examined neoplastic tissues and their environment did not differ significantly.
However, the 3C/*?C isotope ratio in the center of the tumor and on the
periphery of the tumor turned out to be sex-dependent (significantly higher in
women) as well as on the tumor location relative to the midline of the body
(significantly higher on the right side). These findings are thought-provoking,
but as only individual, at the presently very early stage of isotope studies of
central nervous system neoplasms, they cannot be fully and reliably explained.

4. The greatest advantage of isotope mass spectrometry in potential studies of
central nervous system tumors seems to be the possibility of obtaining
a reliable test result with a minimal amount of material compared to standard
histopathological examination. The limitations of the practical application of the
presented method include, first of all, the low availability of the equipment and
the irreversible destruction of the material in the analytical process.

At the present stage of advancement in isotopic research on neoplastic
tissues, the determination of the isotopic composition of carbon and nitrogen in
the group of gliomas is of a cognitive nature and may contribute to a better
understanding of the complex biology of these changes and the role of isotope
fractionation processes in neoplastic disease. The research aimed at analyzing
the complex mechanisms of the interaction of cancer cells and their

microenvironment may contribute to a better understanding of the glioblastoma
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neoplastic process and bring potential new prognostic, predictive factors and

checkpoints for targeted therapies.
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