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Streszczenie

Dysembrioplastyczny nowotwor neuroepitelialny (DNT) jest nowotworem glejowo-
neuronalnym o niskim stopniu ztosliwosci (I stopien ztosliwosci wg WHO). Lokalizuje si¢
najczesciej w placie skroniowym, dajgc objawy w postaci napadéw padaczkowych, czesto
lekoopornych. Guz ten wystgpuje gtéwnie u dzieci i miodych dorostych. Podstawowsg forma
leczenia jest resekcja guza ze strefg epileptogenng. Catkowita resekcja zwykle powoduje
ustapienie objawéw u okoto 80% pacjentéw. Niemniej jednak zdarzaja si¢ nawroty, niekiedy
po wielu latach.

DNT to niejednorodna grupa nowotworéw, poniewaz w literaturze mozna spotkaé opisy
czterech wariantéw histopatologicznych: prostego, ztozonego, niespecyficznego i rozlanego.
Najczestsze to wariant prosty i ztozony, czasem okreslane wspélng nazwa jako specyficzne
formy DNT. W ich obrazie histopatologicznym dominuja charakterystyczne elementy glejowo-
neuronalne i tak zwane ,,floating neurons”.

Obecnie, w literaturze $wiatowej sugeruje si¢ potrzebe wprowadzenia nowego podziatu
nowotworéw zwigzanych z dugotrwatg padaczkg (w tym DNT), ktory opieralby si¢ réwniez
na ocenie zmian molekularnych.

Zaburzenia molekularne lezace u podstaw rozwoju DNT wcigz nie sg dokladnie
poznane. Wydaje sig¢, ze istotne znaczenie W patogenezie nowotworu majg zaburzenia
wewnatrzkomoérkowego szlaku MAPK/ERK oraz mTOR. Szlaki te, w przypadku nadmiernej
aktywacji moga wplywaé na wzrost proliferacji komoérkowej, a tym samym na rozwdj
nowotworu.

W DNT wykryto obecno$¢ mutacji aktywujacej p.-V60OE w genie BRAF. Gen ten
koduje biatko B-RAF, nalezace do szlaku MAPK/ERK. Opisana czgsto$¢ powyzszej mutacji
rézni sie do$¢ znacznie w poszezego6lnych pracach badawczych (od 0 do nawet 51%). Jednak
ostatnio, sugeruje si¢, ze nie jest to czesto wystepujaca zmiana w typowym DNT.

W niniejszej pracy przeprowadzono badania na 47 przypadkach DNT,
zaklasyfikowanych jako forma histopatologiczna prosta, uzyskanych od pacjentow
pediatrycznych. Kontrolnym materiatem badawczym byly prawidlowe fragmenty kory i istoty
bialej pobrane w trakcie autopsji oraz materiat pochodzacy z operacji neurochirurgicznych, w

ktorym nie stwierdzono zaburzen strukturalnych.



Celem pracy byla ocena wystgpowania (zwykle form aktywnych) gtownych biatek
szlakéw, ktére moga promowaé proliferacje komérkowa nowotworu. Do wybranych szlakow,
na ktore zwrdcono uwage w niniejszej pracy, naleza: MAPK/ERK, mTOR, WNT, Hedgehog.
W przypadku biatka AKT, kojarzonego przede wszystkim ze szlakiem PI3K/AKT, ograniczono
si¢ do oceny jednej z form aktywnych, ktéra moze wplywac na wzrost przezycia komorek.

Kolejnym celem byla ocena wystgpowania mutacji aktywujgcej p.VO0OE oraz
zwiekszenia liczby kopii genu BRAF w badanym materiale. Natomiast, badanie szlaku WNT
zostato poszerzone o ocen¢ obecnosci mutacji punktowych we fragmencie eksonu 3 genu
kodujgcego B-katening - CTNNBI.

Zebrane dane kliniczne pacjentéw oraz uzyskane wyniki badan poddano analizie
statystycznej.

W pracy zastosowano techniki ~immunohistochemiczne, ~Western Blot,
sekwencjonowanie DNA metoda Sangera oraz Real-Time PCR.

W niniejszej pracy wykazano silng oraz umiarkowana ekspresje aktywnej
(ufosforylowanej) formy biatka ERK we wszystkich badanych tkankach nowotworowych.
Zwiekszenie liczby kopii genu BRAF zostato znalezione w 15,8% przebadanych prébek.
Natomiast mutacja p.V600E w genie BRAF zostata wykryta tylko w jednej probce DNT z 36
przebadanych (2,8%).

Wyraznie dodatnia reakcja cytoplazmatyczna aktywnych form rybosomalnego biatka
S6 (S6rp), powszechnie uwazanego za marker aktywnosci szlaku mTOR, zostala
zaobserwowana w ponad 80% badanych nowotworow.

W 10,6% badanych guzéw wykazano immunoreaktywnos¢ biatka AKT
ufosforylowanego na reszcie serynowej 473.

Zaobserwowano zwickszong obecno$é B-kateniny w stosunku do tkanki kontrolnej,
zaréwno w reakcjach immunohistochemicznych jak i w 10 prébkach przebadanych metoda
Western Blot. Jednak, uwidoczniono gléwnie ekspresj¢ cytoplazmatyczng. Nie wykryto
mutacji w sekwencjowanym fragmencie eksonu 3 genu CTNNBI.

Aktywacje szlaku Hedgehog badano immunohistochemicznie z uzyciem przeciwciat
skierowanych przeciwko: transblonowemu biatku Smoothened (SMO) oraz czynnikom
transkrypeyjnym GLI1 i GLI3. Wykazano silng i umiarkowang, jadrowa ekspresje biatka SMO
w 87.2% guzéw. Wyraznie dodatnia, jadrowa ekspresja GLI1 zostala odnotowana w 65,9%
badanych DNT. Natomiast, ekspresja GLI3 w ponad potowie przypadkéw (55,3%) byla

poréwnywalna z dodatnia, umiarkowang reakcjg obserwowang w kontrolnej tkance nerwowe;j.



Wykazano istotny statystycznie zwigzek pomigdzy uzyskana ekspresjg aktywnej formy
biatka ERK a ekspresja jadrowa GLI1 (R Spearman=0,303064; p=0,038384). Ekspresja
aktywnego ERK korelowala réwniez dodatnio z ekspresjg jadrowg SMO (R
Spearman=0,465079; p=0,000988). Podobnie, istotna statystycznie dodatnia korelacja zostata
odnotowana pomiedzy ekspresja jadrowa SMO a ekspresja jadrowg GLII R
Spearman=0,314730; p=0,031188). Oprocz tego, ekspresja jadrowa SMO korelowata dodatnio
z ekspresjg Sérp z fosforylacjg na resztach serynowych 235 1 236 (R Spearman=0,344576;
p=0,017700), jak réwniez z ekspresjg Sérp z fosforylacja na resztach serynowych 240 1 244 (R
Spearman=0,291174; p=0,047068).

Analiza statystyczna danych klinicznych wykazata, Ze istnieje zaleznos¢ pomiedzy
doszczetnoscia zabiegu operacyjnego a brakiem lub wystepowaniem napadow padaczkowych
6 miesiecy po zabiegu operacyjnym (doktadny test Fishera; p=0,0199). Obliczony iloraz szans
(OR) na wystepowanie napadéw padaczkowych po tym okresie dla grupy pacjentéw z
niecatkowicie usunieta zmiang wyni6st 10,8 w stosunku do pacjentéw z doszczgtng resekcja
guza oceniang w badaniu metodg rezonansu magnetycznego.

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazujg na wystgpowanie zaburzen w obrebie
szlakéw MAPK/ERK, mTOR oraz Hedgehog w komérkach nowotworéw typu DNT. Mniejsze
znaczenie maja zaburzenia zwigzane ze szlakiem WNT czy biatkiem AKT ufosforylowanym

na reszcie serynowej 473.
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