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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Nowotwory najczesciej sa klasyfikowane zgodnie z charakterystyka histologiczna, lokalizacja
lub wystepowaniem okreslonych markeréw molekularnych. Rozwdj nowych technologii spowo-
dowat potrzebg opracowania skutecznej i uniwersalnej metody analizy, umozliwiajacej zaréwno
ustalanie typéw nowotwordw jak i przyporzadkowywanie nowych przypadkéw do odpowiednich
grup ryzyka. Technika mikromacierzy stanowi uzupetnienie konwencjonalnych metod analitycz-
nych. Pozwala na znaczne skrécenie czasu od pobrania materiatu do analiz do otrzymania precy-
zyjnej charakterystyki komoérek nowotworowych. Molekularna klasyfikacja w oparciu o techni-
ke mikromacierzy odzwierciedla biologiczna i kliniczng réznorodno$¢ choréb nowotworowych.
Istnieje mozliwos¢ okreslenia profilu ekspresji pozwalajacego na doktadna diagnozeg, oceng stop-
nia zaawansowana, stratyfikacje pacjentéw do grup ryzyka oraz dobdr wiasciwego postgpowania
terapeutycznego dla poszczegdlnych nowotworéw. Strategie takie zastosowano juz w badaniach
niektérych nowotworéw dziecigcych, takich jak biataczki, chtoniaki i migsaki. W pracy zapre-
zentowano mozliwosci zastosowania mikromacierzy w tworzenie nowych klasyfikacji najczest-
szych choréb nowotworowych wieku dziecigcego.

profil ekspresji * mikromacierze ¢ klasyfikacja  nowotwory u dzieci * transkryptomika

Summary

Neoplasms are usually classified according to their histology, location, or the occurrence of spe-
cific molecular markers. The development of new technologies has led to the necessity of apply-
ing more efficient and universal methods of analysis, enabling a better diagnosis of the type of
cancer and the determination of risk groups. Microarray technology constitutes the completion
of conventional analytical methods. It shortens the time for a complete and precise characteriza-
tion of cancer cells. Molecular classification based on microarray technology reflects the biolo-
gical and clinical variety of neoplastic diseases. Gene expression profiles enable precise diagno-
sis, scoring and grading, and risk factor stratification. This technique might thus lead to targeted
therapy in each type of cancer. This type of strategy has already been used in several types of pe-
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diatric cancer, such as leukemia, lymphoma, and sarcoma. In this review the possibilities of a mi-
croarray-based classification of pediatric cancers are presented.
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WPROWADZENIE

W ciagu ostatnich kilkudziesigciu lat znacznie usprawnio-
no diagnostyke i terapie przeciw nowotworom zlo§liwym
u dzieci. Jest to mozliwe dzigki zastosowaniu nowych metod
diagnozowania obrazowego, histologicznego i immunolo-
gicznego oraz wprowadzeniu metod genetyki molekularne;.
Tradycyjna klasyfikacja nowotworéw postuguje sie¢ gtow-
nie rozpoznaniem histopatologicznym [31]. Diagnostyka
nowotworéw hematologicznych coraz czgsciej opiera sig,
poza badaniem morfologicznym, na nowoczesnych tech-
nikach, takich jak cytometria przeptywowa, immunohisto-
chemia oraz cytogenetyka. Znacznie trudniejsza jest ana-
liza guzéw litych [19].

Stosowany system klasyfikacji choréb nowotworowych
jest jednak wciaz niezadowalajacy ze wzgledu na to, iz do
wigkszosci wznéw dochodzi w grupach standardowego
ryzyka. Precyzyjny system klasyfikacji powinien umoz-
liwia¢ w czasie rozpoznania przyporzadkowanie chorych
do odpowiedniej grupy ryzyka oraz dobér najodpowied-
niejszej strategii leczenia. Wynika stad potrzeba rozwoju
i ulepszania stratyfikacji choréb nowotworowych, a tym
samym umozliwienie zindywidualizowanej i zoptymali-
zowanej terapii. Skuteczny system klasyfikacji powinien
umozliwia¢ wyodrebnienie z duzej, a zarazem réznorod-
nej grupy mniejszej, homogennej podgrupy o podobne;j
biologii i prognozie przebiegu choroby [18].

Duze nadzieje poktada si¢ w nowoczesnych metodach syste-
omiki, pozwalajacych na ztozone, kompleksowe analizy na r6z-
nych poziomach ekspresji informacji w komérce. Giéwnymi
narz¢dziami analizy zaréwno genomu (poziom DNA), trans-
kryptomu (poziom RNA) oraz proteomu (poziom bialek) sa
mikromacierze [21,104]. Techniki te pozwalaja na opracowy-
wanie ,,molekularnych portretéw’” komérek, co ma ogromne
znaczenie zwlaszcza w przypadku heterogennych grup nowo-
tworéw. Molekularna klasyfikacja stwarza mozliwos¢ odr6z-
niania histologicznie podobnych nowotwordw, usprawniajac
tym samym diagnoze¢ oraz stratyfikacje pacjentow.

PROFILE EKSPRESJI GENOW

Szybki postgp w genetyce molekularnej znacznie zrewolu-
cjonizowal poznawanie biologii choréb nowotworowych.

Nowe techniki, oparte na profilowaniu ekspresji genow
oraz analizach zmian w obrgbie calego genomu, budza na-
dzieje na opracowanie nowoczesnego, czutego i swoistego
systemu klasyfikacji [53]. Technika mikromacierzy taczy
w sobie zalety takich technik jak: cytogenetyka, hybrydy-
zacja in situ oraz RT-PCR.

Klasyfikacja nowotworéw w oparciu o profile ekspresji ge-
néw jako jedni z pierwszych zajmowali si¢ Golub i wsp.
[31]. Badacze ci wprowadzili do uzytku dwa terminy: ,,0d-
krywania klas” (class discovery) — identyfikacji nieznanych
podtypéw nowotwordw oraz ,,przewidywania klas” (class
prediction) — przyporzadkowywania nowotworéw do zde-
finiowanych grup [31]. Waznym aspektem klasyfikacji no-
wotwordw jest ponadto ,,poréwnywanie klas” (class com-
parison) rozumiane jako zestawianie cech profilu ekspresji
w obregbie dobrze zdefiniowanych juz grup [18].

Najpopularniejszg technika profilowania jest monitorowa-
nie poziomu transkrypcyjnego RNA (mRNA). Dzigki ma-
cierzom ekspresyjnym mozliwe jest analizowanie w jed-
nym doswiadczeniu danych dotyczacych poziomu ekspresji
wielu tysigcy gendw, a nawet calej znanej sekwencji ge-
nomu. W badaniach tkanek nowotworowych najczegsciej
wykorzystywane sa macierze cDNA (komplementarne-
go DNA) oraz macierze oligonukleotydowe GeneChip™
(Affymetrix) [41,84]. Dzigki tej technice mozliwa jest iden-
tyfikacja licznych grup genéw. Czgsto do dalszych analiz
(klasyfikacji, prognozowania) wystarczajace sa dane do-
tyczace niektérych z wytypowanych genéw i mozliwe jest
badanie ich innymi, tafiszymi i mniej skomplikowanymi,
metodami biologii molekularnej (np. QRT-PCR).

Gtéwne zastosowanie metody mikromacierzy w badaniach

nad chorobami nowotworowymi obejmuje:

* molekularng charakterystyke komoérek patologicz-
nych,

¢ identyfikacj¢ nowych klas nowotworéw, niewyodrebnio-
nych za pomoca aktualnie stosowanych metod diagno-
stycznych,

e opracowanie molekularnego systemu klasyfikacji na
podstawie profilu ekspres;ji,

* poréwnywanie podtypéw nowotworow,

* udoskonalenie stratyfikacji pacjentéw do grup ryzyka
za pomocg nowych zestawéw gendéw,
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* na podstawie identyfikacji genéw zwiazanych z lekoopor-
noscig opracowanie programow terapii celowanej oraz no-
wych celéw molekularnych dla lekéw [71,90,91,100].

SYSTEMY KLASYFIKACJI STOSOWANE W ONKOLOGII DZIECIECE)

W onkologii dziecigcej wciaz funkcjonuje wiele syste-
mow klasyfikacyjnych (tabela 1). W zwiazku z tym, iz
kazda korzysta z innych kryteriéw podziatu, stuza innym
celom klinicznym. Poza klasyfikacjami odnoszacymi si¢
do poszczegblnych nowotworéw stworzono réwniez uni-
wersalne systemy dla wszystkich typéw nowotworéw jak
ICCC (International Classification of Childhood Cancers)
oraz klasyfikacja WHO (The World Health Organization
Classification of Tumors) (tabela 3).

Tradycyjna klasyfikacja nowotwordw opiera si¢ gtéwnie na
rozpoznaniu histopatologicznym, a taki system jest zdecydo-
wanie niezadowalajacy. Precyzyjny system klasyfikacji po-
winien umozliwia¢ w chwili diagnozy przyporzadkowanie
do odpowiedniej grupy ryzyka oraz dobdr najodpowiedniej-
szej strategii terapeutycznej. Alternatywe dla tych wszystkich
systeméw stanowié moze, zyskujace coraz wigksze uznanie
klasyfikowanie na podstawie profilowania ekspresji z wyko-
rzystaniem mikromacierzy (tabela 2). Technika ta oferuje,
w pojedynczym doswiadczeniu, szeroki zakres przeanalizo-
wanych genéw oraz mozliwosci korelacji otrzymanych wy-
nikéw z istotnym cechami klinicznymi w onkologii. Z po-
wodzeniem jest stosowana w analizach poréwnawczych
nowotwordw u dzieci, takich jak biataczki czy migsaki.

Jej podstawowymi zaletami sg wysokie wspoélczynniki czu-
tosci, swoistosci i doktadnosci — czgsto wyzsze w porow-
naniu z tradycyjnymi metodami diagnostycznymi. Dzigki
profilowaniu ekspresji genéw mozliwe jest precyzyjne
odréznianie nowotworéw o podobnej charakterystyce hi-
stologicznej, takich jak np. guzy drobnookragtoniebie-
skokomoérkowe (SRBC). Profilowanie ekspresji genéw
stwarza mozliwo$¢ doktadnej charakterystyki typéw no-
wotworéw okreslonych innymi metodami w innych syste-
mach klasyfikacji. Zastosowanie tej techniki ma takze ko-
lejna zalete, jaka jest skrécenie czasu od chwili przyjecia
pacjenta na oddziat do postawienia prawidlowej diagno-
zy i doboru odpowiedniej terapii, co ma podstawowe zna-
czenie w onkologii.

NowoTwWORY WYSTEPUJACE U DZIECI

Nowotwory wieku dziecigcego wystepuja rzadziej niz u do-
rostych. Stanowia prawie 1% ogétu diagnozowanych choréb
nowotworowych [81]. Jednak jako druga przyczyna zgo-
néw w tej grupie wiekowej (po wypadkach i zatruciach)
sg powaznym problemem wspéiczesnej medycyny [39].
W Polsce co roku na nowotwory zapada okoto 1200 dzie-
ci. Rodzaj i czgstos¢ wystgpowania nowotwordw u dzieci
sg inne niz u dorostych, co jest konsekwencja odmiennego
przebiegu klinicznego, biologii i uwarunkowan genetycz-
nych. Szans¢ na trwale wyleczenie ma ponad 70% pacjen-
téw pediatrycznych. Prawie 50% nowotwordw u dzieci sta-
nowig nowotwory hematologiczne (biataczki i chtoniaki),
druga polowa to guzy lite (ryc. 1) [20]. Zgodnie z klasy-
fikacja ICD-O-3 (International Classification of Diseases
for Oncology) oraz ICCC-3 (International Classification of
Childhood Cancers) wsréd nowotworéw wieku dzieciece-

go wyrdznia sig 12 gtéwnych grup diagnostycznych oraz 47
podgrup [85]. Terminem ,,guzy lite” u dzieci obejmuje si¢
przede wszystkim: guzy oSrodkowego uktadu nerwowego,
nerwiaki (neuroblastoma), miesaki (sarcoma) tkanek miek-
kich, nerczaki (nephroblastoma — guz Wilmsa), guzy kosci
(osteosarcoma), siatkowczaki (retinoblastoma), watrobiaki
(hepatoblastoma) oraz guzy zarodkowe (ryc. 1) [81].

PROBY ZASTOSOWANIA PROFILOWANIA EKSPRESJI W KLASYFIKACJI
NOWOTWOROW DZIECIECYCH

Nowotwory hematologiczne

Okreslenie nowotwory hematologiczne obejmuje biatacz-
ki, chtoniaki, szpiczaka mnogiego oraz zespoty mielody-
splastyczne [68]. Obecny system klasyfikacji jest oparty na
polaczeniu danych z analizy morfologii, cytochemii, kario-
typu, immunofenotypu oraz molekularnych cech komérek
[35,41,45,59]. W 2001 r. WHO opublikowata ujednolicony
system klasyfikacji nowotworéw mieloidalnych i limfoidal-
nych, oparty na licznych wynikach analiz wielu grup ba-
dawczych w ciagu kilku ostatnich lat [8]. Technika mikro-
macierzy jest szeroko stosowana w licznych analizach tej
grupy choréb nowotworowych wieku dziecigcego. Dzigki
niej dokonano znacznego postgpu przede wszystkim w dia-
gnostyce i klasyfikacji, ale réwniez w prognozowaniu i te-
rapii [7,31,75,79,86,103]. W niedalekiej przysztosci klasy-
fikacja nowotworéw hematologicznych za pomoca profili
ekspresji moze si¢ sta¢ cennym narz¢dziem diagnostycz-
nym [6,35,63,86]. Przeszkodg stanowia wciaz zbyt duze
zestawy identyfikowanych genéw, stosowanych jako mo-
lekularne klasyfikatory [63].

Ostre biataczki

Ostre biataczki (acute leukemia — AL), najczestszy typ no-

wotworéw u dzieci, charakteryzuja si¢ wystgpowaniem za-

burzen genetycznych, ktdre definiuja poszczegdlne podklasy

AL. Stanowia niejednorodng grupg choréb nowotworo-

wych. Przede wszystkim wyréznia si¢ dwie grupy w za-

leznosci od linii komorek, z ktérych si¢ wywodza, tj. ostre
biataczki limfoblastyczne (acute lymphoblastic leukemia —

ALL) oraz mieloblastyczne (szpikowe, acute myeloblastic

leukemia — AML). Mozliwe jest przeprowadzenie podzia-

tu ostrych biataczek na podstawie klasyfikacji:

* morfologicznej: opracowana przez zespoét francusko-
amerykansko-brytyjski (FAB), w latach 70 ub.w, stop-
niowo modyfikowana, dzieli AML na osiem podtypéw
(MO0-M7), a ALL na trzy podtypy (L1-L3),

* cytochemicznej: stanowi uzupetnienie danych morfolo-
gicznych o liczne reakcje, np. analizy aktywnosci pe-
roksydazy (POX) czy swoistych esteraz,

e immunologicznej: oparta na analizie antygenéw rézni-
cowania komoérkowego (cluster of differentation — CD)
z wykorzystaniem przeciwcial monoklonalnych, odgry-
wa role¢ w odréznianiu ALL od AML, rozpoznawaniu
biataczki megakariocytowej oraz diagnozowaniu pod-
typéw ALL z prekursoréw linii B- lub T-komdrkowej
oraz dojrzatych limfocytéw B i T,

e cytogenetycznej: analiza liczbowych i strukturalnych
zmian chromosomowych, z uzyciem cytogenetyki kla-
sycznej oraz molekularnej, np. fluorescencyjnej hy-
brydyzacji in situ (fluorescence in situ hybridization
— FISH),
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Tabela 1. Systemy klasyfikacji stosowane w onkologii dzieciecej

Typ nowotworu

System klasyfikacji

Krdtka charakterystyka

Biataczki ostre: ALL, AML

FAB (French-American-British)

w oparciu o cytomorfologie
wyréznia 3 podtypy ALL (L1, L2, L3)
wyréznia 8 podtypéw AML (M0-M7)

immunologiczna

ocena immunofenotypu

podziat ALL na 6 podklas

do celdw prognostycznych

umozliwia leczenie w zaleznosci od grup ryzyka

przydziat do jednej z 3 grup na podstawie indeksu ryzyka obliczonego dla

Zespoty
mielodysplastyczne

kliniczna czynnikéw prognostycznych
umozliwia dobér terapii o odpowiedniej dawce/toksycznosci/ agresywnosci
w oparciu o wystepowanie charakterystycznych aberracji chromosomowych

cytogenetyczna umozliwia stratyfikacje pacjentéw do grup ryzyka, okreslenie rokowania,
pozwala na leczenie w zaleznosci od grupy ryzyka

FAB podziat MDS na 5 typéw morfologicznych

histologiczna

wyrdznia 6 typéw MDS

cytogenetyczna

umozliwia wyodrebnienie MDS o najgorszym rokowaniu
obejmuje 7 podtypéw MDS

Chtoniaki: NHL, HD

histopatologiczna

podziat HD na 4 typy histopatologiczne

dla kazdego stadium klinicznego HD wyrdznia sie dodatkowo 2 grupy

kliniczna w zaleznosci od objawdw

(Ann Arbor) nie uwzglednia wielu istotnych kryteriow klasyfikacyjnych
umozliwia uwzglednienie narzadéw pozalimfatycznych jako zmian pierwotnych
ocena stopnia zaawansowania

Cotswolds podziat HD na 4 stadia
badania morfologii i immunofenotypu

Kiel kryteria morfologiczne nie pozwalaja na odréznienie nisko zréznicowanych

(Lennerta, kiloriska)

nowotworéw
ok. 10% chtoniakéw wymyka sie prébom klasyfikagji

WF
(Working Formulation)

kryteriaimmunologiczne
przydatna w planowaniu terapii i ocenie rokowanie
podziat chtoniakéw na trzy stopnie ztosliwosci

REAL
(Revised European-American
Lymphoma)

przyjeta (po niewielkich modyfikacjach) przez WHO klasyfikacja REAL/WHO jest
obecnie przyjetym schematem

klasyfikacyjnym chtoniakéw non-Hodgkin

nie rozrdznia wyraznie biataczek limfatycznych i chfoniakéw, traktuje je jako
zblizone choroby

histologiczna guzéw czaszki

wyrdznia 8 typéw guzéw
ma znaczenie w wyborze strategii terapeutycznej

Guzy mézgu/CNS
t wedtug lokalizacji guza
opograficzna . ;
ma znaczenie pomocnicze
histologiczna wyréznia 5 typdw nowotworéw na podstawie budowy histologicznej
. oparta na 4 kryteriach (charakter podscieliska, odsetek komérek réznicujacych
Shimady
sie, MKI, wiek pacjenta) wyrdznia guzy bogato- i ubogopodscieliskowe
CCSG (Children’s Cancer Study ~ CCSG — oparta na wynikach badan diagnostycznych
Guzy ukfadu Group) POG — uwzglednia mozliwos¢ resekgji guza

wspdlczulnego

POG (Pedriatric Oncology
Group)

2 systemy klasyfikacji s3 pomocne w okresleniu stopnia zaawansowania choroby
oraz strategii terapii

INSS (International
Neuroblastoma Stading
System)

oparty na potaczonej diagnostyce klinicznej, radiologicznej oraz chirurgicznej
wyrdznia 6 stadiéw choroby
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Tabela 1 c.d.. Systemy klasyfikacji stosowane w onkologii dzieciecej

Typ nowotworu System klasyfikacji Krdtka charakterystyka
Reese’ai Ellwortha ocenia szanse zachowania oka w przypadku radioterapii guza
Siatkowezak ABC ocenia szanse zachowania oka w przypadku najnowszych terapii

IRC (International
Retinoblastoma Classification)

uwzglednia korelacje z rokowaniem

histologiczna sztokholmska

histologicznie oceniony stopieri zréznicowania koreluje z rokowaniem

Guzy nerek wyréznia 3 grupy ryzyka na podstawie zmian cytologicznych
podziat nerczakéw wg 5 stadidw zaawansowania choroby
histologiczna w zaleznosci od tkanki, z ktdrej wywodzi sie nowotwér
9 dla RMS wyrdznia 5 typéw histopatologicznych
Nowotwory tkanek cytologiczna wyodrebnia 3 podtypy RMS
miekkich
TMN — kliniczna
chirurgiczna uwzglednia anatomiczng klasyfikacje guzéw
kliniczna na podstawie bilansu diagnostycznego
Nowotwory germinalne potperayjna w chwili podjecia leczenia chirurgicznego

po wstepnej chemioterapii

Tabela 2. Pordwnanie klasyfikacji tradycyjnej i molekularnej

Klasyfikacja tradycyjna

Klasyfikacja molekularna

1. Oparta na tradycyjnej charakterystyce histologicznej.
2. Nie pozwala na odrdznienie guzéw podobnych histologicznie, ktére
moga réznic sie przebiegiem oraz odpowiedzia na leczenie.

3. Zazwyczaj wymaga stosowania potaczenia kilku analiz:

- morfologicznej (najczestsza, ale mato doktadna),

- histochemicznej (w oparciu o reakcje enzymatyczne, bardziej
skomplikowana),

- immunofenotypowej (doktadna, ale skomplikowana, wymaga
speqjalistycznego wyposazenia laboratorium),

- cytogenetycznej (doktadna, ale skomplikowana, wymaga
spejalistycznego wyposazenia laboratorium).

4. Uwaza sig, iz wciaz jest niewystarczajaco doktadna i obarczona
duzym btedem.

. Oparta na analizie poziomu ekspresji tysiecy genéw.

2. Umotzliwia subklasyfikacje nowotwordw o zblizonej budowie

histologicznej (AL, SRBC); guzy podobne morfologicznie maja
zazwyczaj wyraznie odmienny profil ekspresji gendw.

3. Jeden test (wraz z odpowiednim algorytmem analizy) umozliwia

zaréwno wyodrebnianie nowych typéw nowotwordw, jak
i precyzyjne przypisywanie aktualnie badanych do juz istniejacych.

4. Bez standaryzaji protokotéw przygotowywania probek i analizy

danych stanowi raczej uzupetnienie, niz alternatywe dla biezacych
metod diagnostycznych.

* molekularnej: badanie zmian w strukturze DNA, na po-
ziomie RNA oraz produktéw genéw. Techniki stosowane
w tego rodzaju badaniach (np. PCR, RT-PCR, RQ-PCR)
umozliwiaja precyzyjne rozpoznawanie i klasyfikowa-
nie nowotworow (tabela 4) [12,26].

Najsilniejsze czynniki prognostyczne opieraja si¢ na pa-
rametrach cytogenetycznych i molekularnych (typu: hi-
perdiploidia, rearanzacje TEL-AMLI, BCR-ABL, MLL)
oraz odpowiedzi na terapi¢ (steroidoopornos¢ iv vivo,
czas uzyskania remisji, obecno$¢ minimalnej choroby
resztkowej). Obecnie dazy si¢ do opracowanie schema-
tu klasyfikacji w oparciu o zmiany cytogenetyczne i mo-
lekularne [35].

W licznych analizach wykazano powiazanie profili eks-
presji genéw z wystgpowaniem okreslonych cech immuno-
fenotypowych czy zmian genetycznych [7,42,44,77,103].
Okreslono réwniez wzorce ekspresji genéw, a tym sa-
mym grupy genéw réznicujacych umozliwiajacych pre-
cyzyjna stratyfikacje¢ pacjentéw [5,45,77,103]. W ba-
daniach wciaz wykorzystywane sa rézne typy chipéow
DNA oraz stosowane sa odmienne algorytmy anali-
zy danych, dlatego tez czgsto wystepuja rozbieznosci
w wynikach analiz r6znych zespotéw badawczych (ta-
bela 5). Niemniej jednak analizy prowadzone przez r6z-
ne zespoty badawcze sa stopniowo coraz bardziej zbiez-
ne (np. grupy gendw réznicujacych okreslonych dla 132
przypadkéw wszystkich podtypéw genetycznych ALL
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Tabela 3. Pordwnanie gtdwnych uniwersalnych systemow klasyfikacji nowotworéw wystepujacych u dzieci

System klasyfikacji Gtéwne zatozenia/charakterystyka Wady/zalety
1CCC-3 1. Wykorzystuje zasady, nomenklature, kody (morfologia, 1. Utatwia prezentowanie i poréwnywanie danych
(International topografia) zgodne z systemem I(D-0-3 populacyjnych
Classification of 2. Kategorie s dostosowane do sytemu WHO 2. Uwzglednia nowotwory fagodne oraz nowotwory

Childhood Cancers) 3. Wyréznia 3 poziomy:

rzadko wystepujace w populadji

« poziom 1: 12 gtéwnych grup diagnostycznych

« poziom 2: 47 podgrup diagnostycznych

- poziom 3: opcjonalny podziat w obrebie 16 najbardziej
heterogennych grup nowotwordw wieku dzieciecego
4. Pofaczenie danych z analiz morfologii, histologii,

cytochemii, immunofenotypu

WHO 1. Migdzynarodowy standardowy system klasyfikagji 1. Brak korelacji z wiekiem i prognoza dla wielu
(The World Health nowotworéw na podstawie morfologii nowotworéw
Organization 2. Uwzglednia patologiczne i genetyczne (cytogenetyczne 2. Nie uwzglednia najnowszych markeréw
(lassification of Tumors) i molekularne) cechy komédrek nowotworowych cytogenetycznych
Profilowanie ekspresji 1. System na podstawie profilu ekspresji genéw 1. Klasyfikacja koreluje z rokowaniem, odpowiedzia
genow 2. Analiza catego transkryptomu w jednym badaniu na terapie, dtugoscia przezycia

3. Alternatywa dla konwencjonalnej diagnostyki 2. Duza doktadno$, swoistosc i czutosé

4. Umozliwia doktadng diagnostyke w obrebie 3. Krétki czas analizy

heterogennych typdw nowotworéw oraz nowotworéw 4. Zbyt duzo danych, jest trudna do stosowania

trudnych do odréznienia na podstawie danych

histologicznych

w rutynowej diagnostyce

5. Brak standaryzacji metodologii oraz analizy danych
(znaczna liczba fatszywie dodatnich i ujemnych
wynikéw)

6. Nieduza liczba przebadanych grup nowotworéw
przez niezalezne laboratoria

7. Konieczno$¢ weryfikacji uzyskanych wynikéw
tradycyjnymi technikami genetycznymi

0sci 8,5%

miesaki tkanek
miekkich 7,1%

6,8%

raki 1,3% “quzy watroby 1,4%

Ryc. 1. Czestotliwos¢ wystepowania nowotworéw dzieciecych w Polsce
(na podstawie [48], zmodyfikowane)

[77] oraz 40 linii komérkowych [4] pokryly si¢ prawie
w 80%) [5,63,76,77].

W diagnostyce i terapii ostrych biataczek podstawowe zna-
czenie ma rozpoznanie linii komérek, z ktérych rozwineta
sig¢ choroba. Stosowane metody pozwalaja na dos¢ precy-
zyjne odréznienie pacjentéw z ALL od pacjentéw z AML.
Niewatpliwym utrudnieniem jest jednak koniecznos¢ prze-
prowadzenia w tym celu kilku testow. Golub i wsp. [31],
jako pierwsi zwrécili uwage, ze alternatywe dla wielu ana-

liz stanowi¢ moze monitorowanie setek gendw za pomoca
mikromacierzy oligonukleotydowych. Pomigdzy analizo-
wanymi dwoma typami ostrych biataczek istnieja réznice
w ekspresji okoto 1100 genéw, przy czym 50 najbardziej
reprezentatywnych genéw wystarczyto do klasyfikowa-
nia nowych przypadkéw ALL i AML. Wsréd omawianej
grupy gendéw znalazly si¢ zaréwno dobrze znane marke-
ry, jak 1 takie, ktérych dalsze analizy moga potwierdzic¢
istotny udziatl w procesie zeztosliwienie blastéw i pozwo-
la na uznanie ich jako markeréw. W obrgbie AML odno-
towano wigksza réznorodnos¢ profili ekspresji w porow-
naniu z ALL [63].

Ostra bialaczka limfoblastyczna

Jak wykazano w licznych badaniach za pomoca techniki
chipéw DNA mozna z duza doktadnoscig klasyfikowaé ostre
biataczki jako ALL i AML [7,31], a takze wyr6zniaé B-li-
niowa i T-liniowa ALL [6,37,77,98,103]. Golub i wsp. [31]
wykazali, iz molekularna klasyfikacja pacjentéw w oparciu
o profile ekspresji genéw umozliwia odkrywanie i przewi-
dywanie typow ALL lub AML bez wiedzy a priori o nich.
Zasugerowali tez, iz nowe klasy i podtypy ostrych biata-
czek moga mie¢ biologiczne oraz kliniczne znaczenie [31].
Willenbrock i wsp. [98] wykazali, iz na podstawie wzor-
ca ekspresji 29 genéw mozliwe jest oznaczenie immuno-
fenotypu komérek nowotworowych ze 100% doktadno-
$cia, nawet w przypadkach, gdy liczba limfoblastéw jest
na poziomie 10%. W wielu analizach potwierdzono, ze na
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Tabela 4. Klasyfikacja ostrych biataczek limfoblastycznych

Morfologiczna Kliniczna Cytogenetyczna Immunologiczna
L1 - typ profolimfocytowy LRG — grupa matego B-liniowa ALL Grupa ALLz linii B
L2 — typ prolimfoblastyczy ryzyka hiperdiploidia >50 Null: Tdt+, HLA-Dr+, (D34
L3 — typ Burkitta MRG — grupa éredniego  chromosoméw Pre, pre-B ALL: (D10-, (D19+, (D79a, (D22+, HLA-Dr+,
ryzyka TEL-AMLT TdT+
HRG — grupa duzego Zrearanzagja Common ALL: (D10+, (D19+, (D79a+, (D22+, HLA-Dr+,
ryzyka MLL TdT+
E2A-PBX1 Pre-B ALL: CylgM-+, (D10+/—, (D19+, (D79a+, (D22+,
BCR-ABL HLA-Dr+, TdT+
T- liniowa ALL B-komorkowa ALL: SigM+, (D+/—, (D19+, (D79a+,

(D22+, HLA-Dr+, TdT+

GrupaALLz linii T

Pro/Pre-T ALL: cy(D3+, (D74, (D2-, (D1a-
tymocytowa ALL: (D1a+, sCD3+, D7+, (D24, (D5+
T-komorkowa: (D1a-, sCD3+, (D7+, (D2+, (D5+

Tabela 5. Zestawienie liczby genéw réznicujacych, umozliwiajacych klasyfikacje gtownych podtypdw B-liniowej ALL

Analizowana grupa

Liczba gendw réznicujacych

Pismiennictwo

994 (771
22 (z 70 analizowanych) [37]
HD>50
26
. [103]
20 (zwigzanych ze wznowa)
805 [77]
16 (z 70 analizowanych) [37]
TEL-AMLT 323 [29]
46
. [103]
7 (zwigzanych ze wznowa)
726 [77]
B-liniowa ALL ) 437 [29]
zrearanzacja MLL
* 103]
7 (zwiazanych ze wznowa) [
1059 (771
E2A-PBX1 13 (z 70 analizowanych) 137]
32 [103]
201 [77]
BCR-ABL 21 [103]
84 [29]
38
Nowa - [103]
20 (zwiazanych ze wznowa)
21
T-ALL [103]

7 (zwigzanych ze wznowa)

podstawie profilu ekspresji genéw w limfoblastach moz-
na precyzyjnie klasyfikowac poszczegdlne cytogenetycz-
ne podtypy ALL: z wystgpowaniem hiperdiploidii (HD)

>50 chromosomoéw, t(12;21)(TEL-AMLI), 11q23/MLL,
t(1;19)(E2A-PBX1), t(9;22)(BCR-ABL), a nawet identy-
fikowa¢ nowe grupy (tabela 5) [77,103]. BCR-ABL ALL
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stanowi najbardziej heterogenna podgrupe B-komorkowej
ALL [5,29,63]. Za pomoca profilu ekspresji genéw pre-
cyzyjnie klasyfikowano przypadki ALL zgodnie z cecha-
mi histologicznymi i cytogenetycznymi. W wielu przypad-
kach jako molekularne klasyfikatory identyfikowano grupy
gendéw o dotychczas nieznanej roli w powstawaniu i prze-
biegu ALL [29,36,77]. Wykazano, iz taka klasyfikacja ko-
reluje z rokowaniem w ALL, zaréwno B- jak i T-komérko-
wej [41,77,103]. Badania te potwierdzono na niezaleznych
grupach pacjentéw. W wielu przypadkach identyfikowano
dla poszczegolnych podtypow setki gendéw, ktérych zmia-
ny w ekspresji §wiadcza o znaczacych réznicach w glo-
balnym profilu ekspresji limfoblastow. Do celéw wytacz-
nie klasyfikacji oraz oceny ryzyka, czgsto wystarczajaca
jest informacja o ekspresji od kilku do kilkudziesigciu ge-
néw o najwyzszej wartosci predykcyjnej oraz odpowiednio
czute algorytmy analizy danych. Analiza ekspresji zaled-
wie jednego genu jest wystarczajaca do okreslenia feno-
typu T-ALL (CD3D) lub B-ALL rearanzacja E2A-PBX
(PBX1) ze 100% dokladnoscia. Stratyfikacja pacjentéw do
pozostatych podtypéw wymaga analizy koekspresji 7-20
genow [103]. Moos i wsp. [57] opracowali zestawy, zawie-
rajace po 20 genéw dyskryminujacych, pozwalajacych na
odréznienie pacjentéw z ALL od AML, z B- od T-linio-
wej ALL, ALL z grupy standardowego i wysokiego ryzy-
ka, a takze B-ALL z rearanzacja TEL-AMLI od przypad-
kéw bez obecnosci translokacji.

Na podstawie analiz profili ekspresji genéw wywniosko-
wano, iz przypadki ostrych biataczek, ktérym towarzyszy
rearanzacja MLL, powinny by¢ klasyfikowane jako od-
mienny od ALL i AML typ biataczki [7]. Dotychczasowa
klasyfikacja pacjentdw z tego typu aberracja byta utrudnio-
na ze wzgledu na to, iz towarzyszy jej koekspresja marke-
réw charakterystycznych zaréwno dla linii limfoidalnej jak
i mieloidalnej [7,19]. Profil ekspresji genéw w przypadku
biataczek z rearanzacja MLL jest na tyle charakterystycz-
ny, iz pozwala na stratyfikacje pacjentow z 97% doktadno-
Scig [7]. Z powodzeniem okreslono réwniez profile ekspre-
sji dla podtypéw T-ALL, jak LYLI, HOX11, TALI, a takze
nowego podtypu z rearanzacja HOX11L2 [28]. Réwniez
w obrgbie B-ALL zidentyfikowano nowa podgrupg maja-
ca wyraznie odmienny profil ekspresji, a niewykazujacej
zadnej aberracji cytogenetycznej [77,103].

Informacja o ekspresji wyselekcjonowanych 20 genéw moze
stuzy¢ precyzyjnej identyfikacji grupy pacjentéw z wyso-
kim ryzykiem wznowy, zwtaszcza w obrebie immunofe-
notypu T-ALL oraz HD>50. Za pomoca innego zestawu
20 genéw mozna wyodrebni¢ grupg pacjentéw, u ktérych
istnieje wysokie prawdopodobienstwo wystapienie indu-
kowanej terapia AML [103] lub nowotworéw mézgu (ze-
staw 33 genéw) [27]. Gottardo i wsp. [32] zauwazyli, iz
na podstawie wzorca ekspresji 3 genéw (bioracych udziat
w apoptozie i proliferacji — CFLAR, NOTCH2, BTG3) moz-
na okresli¢ rokowanie w dziecigcej T-ALL.

Willenbrock i wsp. [98] analizowali komorki biataczkowe
pod katem mozliwosci stratyfikacji pacjentéw do odpo-
wiednich grup ryzyka na podstawie wzorca ekspresji ge-
néw. W zaleznosci od liczby typowanych genéw réznicu-
jacych (2-45) oraz stosowanej metody analizy otrzymali
rézne poziomy doktadnosci i swoistosci. Poziom ten jed-
nak wynidst prawie 70%, co i tak jest wyzsza wartoscia

w poréwnaniu z konwencjonalna klasyfikacja grup ryzy-
ka, na podstawie wieku pacjenta, poczatkowej leukocy-
tozy czy immunofenotypu. Nieco dokladniejsze wyniki
w przypadku stratyfikacji pacjentéw do grup wysokiego
lub niskiego ryzyka otrzymali Teuffel i wsp. [89]. Za jed-
ne z najwazniejszych cech dyskryminujacych grupg wyso-
kiego ryzyka uznali zmiany w ekspresji 6 genéw dla biatek
rybosomalnych, cykliny H oraz genu proapoptotycznego
LRDD/Pidd. Nie udalo si¢ jednak opracowac profilu eks-
presji dla grupy posredniego ryzyka, wowczas gdy anali-
zie poddano bardzo zréznicowana grupe pacjentéw. Teuffel
i wsp. [89] podkreslaja, ze obecnie profil ekspresji gene-
tycznej jest niewystarczajacy do precyzyjnej i niezaleznej
od innych czynnikéw stratyfikacji pacjentéw. Z tego tez
wzgledu opinie na temat czy sam profil ekspresji jest wy-
starczajacy dla takiej stratyfikacji i czy moze by¢ alterna-
tywa lub uzupetnieniem dla obecnych kryteriéw stratyfi-
kacji ALL sa wciaz podzielone.

Jak wynika z kilku przeprowadzonych analiz, we wzorcu
ekspresji genéw jest odzwierciedlona rowniez prognoza
odpowiedzi na leczenie indukcyjne i konsolidacyjne [17].
Dotychczas ukazato si¢ kilka prac omawiajacych mozli-
wosci zastosowania macierzy ekspresyjnych w optymali-
zacji i doborze odpowiedniej strategii leczenia. Na pod-
stawie profilu ekspresji genéw mozliwe jest stwierdzenie
w czasie diagnozy, u ktérych pacjentéw wystapi wrazli-
wos¢ lub opornosé na dany lek, a nawet kombinacje kilku
lekéw [17,36,37,54].

Podkresla si¢ przede wszystkim wysoka czutos$¢ 1 swoisto$¢
stratyfikacji pacjentéw na podstawie profilu molekularne-
go [77]. Wielokrotnie wykazano, iz taki system klasyfika-
cji jest doktadniejszy oraz dostarcza wigcej uzytecznych
informacji w poréwnaniu z klasycznymi technikami labo-
ratoryjnymi. W badaniach Yeoha i wsp. [103] oraz Ross
i wsp. [77] osiagnigto 96% doktadnos¢ stratyfikacji w ob-
rebie 6 prognostycznie istotnych typéw ALL u dzieci. A za-
tem precyzja klasyfikacji za pomoca samych mikromacierzy
jest porownywalna z doktadnoscia aktualnej klasyfikacji
z wykorzystaniem kilku metod jednoczesnie.

Ostra bialaczka mieloblastyczna

Nowotwory nalezace do tej grupy wywodza si¢ z wezesnych
etapéw réznicowania uktadu granulocytowo-monocytowe-
go oraz erytroblastycznego. Najpowszechniej stosowany
w klasyfikacji AML system FAB, oparty na cytomorfolo-
gii, obejmuje podtypy MO-M7 (tabela 6) [101]. W ciagu
kilku ostatnich lat WHO uzupetnita ten schemat o dane cy-
togenetyczne i molekularne. W klasyfikacji WHO wyréz-
nia si¢ 4 gtéwne typy AML (tabela 6). Gléwna wada tego
sytemu jest brak bezposredniej relacji migdzy wystepujacy-
mi nieprawidlowosciami kariotypu oraz wzrastajaca liczba
nowych markeréw cytogenetycznych a prognoza [16].

Obecny podziat grup ryzyka w AML odbywa si¢ na podsta-
wie danych cytogenetycznych oraz wczesnej odpowiedzi na
terapi¢ [40]. Z punktu widzenia terapii w ostrej biataczce
mieloblastycznej szczegdlne znaczenie ma klasyfikacja pa-
cjentéw zaliczanych do grupy standardowego ryzyka, stano-
wiacej prawie potowe diagnozowanych przypadkéw. Obecnie
trudnoscig jest to, iz w tej grupie wystepuje duza réznorod-
nos$¢ zmian cytogenetycznych, a ponadto w licznych przy-
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Tabela 6. Klasyfikacja ostrych biataczek mieloblastycznych wg FAB i WHO

FAB (French-American-British)

WHO (World Health Organization 2002 r.)

« MO — ostra biataczka szpikowa, z komdrkami o bardzo niskim stopniu
zréznicowania, niedajacymi sie okresli¢ dostepnymi metodami

« M1 — ostra biataczka mieloblastyczna, bez cech dojrzewania

+ M2 — ostra hiataczka mieloblastyczna, z cechami dojrzewania

« M3 — ostra biataczka promielocytowa

« M4 - ostra biataczka mielomonocytowa

« M5a — ostra biataczka monocytowa, stabo zréznicowana
(monoblastyczna)

+ M5b — ostra biataczka monocytowa, dobrze zréznicowana

« M6 — erytroleukemia

« M7 — ostra biafaczka megakariocytowa

1. AML z okreslonymi zmianami genetycznymi:

- AMLz1(8;21)(q22;922)

— AMLzinv(16)(p13q22),

— AMLzt(16;16)(p13;922),

— AMLz(15;17)(q22;912),

— AML z aberracjami 11q23;

2. AML z dysplazja wieloliniowa (kryterium >20% blastéw oraz
>50% komérek z cechami dysplazji w 2 lub wiecej liniach w badaniu
szpiku);

3. AML-MDS wtdrna (po leczeniu lekami alkilujacymi, inhibitorami
topoizomerazy Il, po napromienianiu);

4. AML niesklasyfikowane

— AML mato zr6znicowana

— AML bez cech dojrzewania

AML z cechami dojrzewania

— ostra biataczka mielomonocytowa

— ostra biataczka monocytowa

— ostra biataczka erytroblastyczna

— ostra biataczka megakariocytowa

— ostra biataczka bazofilowa

— ostra panmieloza z mielofibroza

— w oparciu o morfologie blastow, badania cytochemiczne,
immunofenotyp blastéw, badania cytogenetyczne

— wyrdznia 8 podtypéw AML (M0-M7)

— nie uwzglednia kryterium wieku

— analiza cytogenetyczna i molekularna

— obnizono graniczna warto$c blastozy do 20%

- nie uwzglednia rzadkich, ale waznych podgrup AML (dziecieca
AML FAB M7 czy AML z translokacja (1;22))

— nie uwzglednia kryterium wieku

padkach stwierdza si¢ prawidtowy kariotyp [33,58]. Wielu
badaczy podjeto si¢ préby utworzenia nowej klasyfikacji
AML w oparciu o profile ekspresji [15,34,92]. Profil eks-
presji genéw przede wszystkim umozliwia przyporzadko-
wanie poszczeg6lnych przypadkéw do odpowiednich podty-
péw AML w klasyfikacji FAB [34,35]. W najwczesniejszych
analizach badacze wykazali, iz na podstawie profilu eks-
presji gendw mozliwe jest odréznianie AML z obecnoscia
trisomii chromosomu 8 od przypadkéw AML o kariotypie
niezmienionym [94]. P6Zniejsze analizy doprowadzity do
opracowania wzorcow ekspresji dla 3 najwazniejszych pod-
typow AML, tj.: t(15;17)(PML-RARa), t(8;21)(AMLI-ETO)
oraz inv(16)(CBF-MYH11) [79]. Badaczom udato si¢ réw-
niez stwierdzié, iz na podstawie wzorca ekspresji okreslo-
nego zestawu genéw mozliwe jest identyfikowanie z duza
doktadnoscia grup pacjentéw z okreslonym rokowaniem
(przypadki z inv(16), t(8;21), t(15;17), mutacjami w CEBPA)
[14,24,34,44,76,79,93]. Jak wskazuja analizy przeprowadzo-
ne przez Ross i wsp. [76], na podstawie wyselekcjonowa-
nych grup genéw mozna przewidywac podtypy AML z 93%
doktadnoscia. Takie molekularne klasyfikatory opracowa-
no dla pigciu podtypdéw ostrej biataczki mieloblastycznej:
PML-RARa, AMLI-ETO, CBF-MYH]11, z rearanzacja MLL
oraz podtypu M7 w klasyfikacji FAB [76]. Valk i wsp. [93]
po przeanalizowaniu zréznicowanej pod wzgledem cytoge-
netycznym grupy 285 pacjentéw, stwierdzili wystgpowanie
16 odmiennych wzorcéw ekspresji genéw w obrebie AML.
Z przeprowadzonych badan wynika, iz najwigksza rézno-
rodnos¢ profili ekspresji dotyczy AML z prawidtowym ka-
riotypem, rearanzacja 11q23, trisomia chromosomu 8 lub
monosomig chromosomu 7 [14,93,94].

Jak opisuja Bullinger i wsp. [14] takie metody badan gene-
tycznych w potaczeniu z odpowiednimi algorytmami ana-
lizy danych moga w konsekwencji doprowadzi¢ do wyod-
rebnienia nowych podgrup AML u dorostych. Dwie nowe
zidentyfikowane w ten sposéb grupy cechowaty si¢ bra-
kiem zmian w kariotypie, ale u pacjentéw stwierdzono réz-
na dtugosé przezycia. Profilowanie ekspresji moze réwniez
pomdc w wyodrebnianiu pacjentéw, u ktérych stwierdza
sig¢ czgsto obecno$¢ tych samych markeréw prognostycz-
nych do grup standardowego i wysokiego ryzyka [16].
Bullinger i wsp. [14] zidentyfikowali 133 geny, ktérych
zmiany w profilu ekspresji odpowiadaly grupom ryzyka
u dorostych, wyznaczonym metodami cytogenetycznymi.
Z kolei Yagi i wsp. [101] jako klasyfikator, stuzacy przy-
porzadkowaniu pacjentéw pediatrycznych do grup niskiego
lub wysokiego ryzyka, uzyli zestawu 35 genéw. Badacze
ci podkreslaja, iz wigkszos¢ z zidentyfikowanych genéw
nie byta dotychczas uznawana za markery prognostyczne,
nie byta réwniez wiazana z klasyfikacja FAB czy znanymi
rearanzacjami chromosomowymi. Profile ekspresji opraco-
wane przez omawiane zespoly badawcze dla dwéch grup
wiekowych byty w duzej mierze zbiezne [14,101]. Jak wy-
nika z licznych analiz silna korelacja wzorca genetyczne-
g0 z prognoza i rokowaniem powinna stanowi¢ podstawe
reklasyfikacji [14,51,93,101].

Chociaz przeprowadzone analizy juz stanowia znaczny po-
stgp w rozumieniu ztozonej patobiologii AML, do stwo-
rzenia pelnego obrazu komoérek nowotworowych nalezy
rozwazy¢ wprowadzenie nowych formatéw biochipéw, ta-
kich jak: mikromacierze CGH (poréwnawczej hybrydy-
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Tabela 7. Gtdwne histopatologiczne kategorie chtoniakéw non-Hodgkin u dzieci (wg [70])

Translokacje

Klasyfikacja WHO/REAL Kategoria Working Formulation chromosomowe Zaangazowane geny
Chtoniak Burkitta (BL) i chtoniak typu chtoniak ztosliwy nieziarniczy 1(8;14)(q24;932), C-MYC, IgH, IgkK, IgA
Burkitt-like (BLL) (chtoniak podobny do t(2;8)(p11;q24),

chtoniaka Burkitta) 1(8;22)(q24; q11)

Chtoniak rozlany z duzych limfocytow B chtoniak ztosliwy wielkokomdrkowy  brak dobrze brak

(DLBCL) scharakteryzowanych

Chtoniak limfoblastyczny, biataczka z limfoblastyczny typu,,convoluted”  MTS1/p16ink4a, TALT, TCRo, RHOMBT,
prekursorowych komorek T i,non-convoluted” delecja TALT HOX11

t(1;14)(p34,q11),
t(11,14)(p13,911)

Anaplastyczny chtoniak wielkokomdrkowy chfoniak ztosliwy immunoblastyczy  (2;5)(p23; 35) ALK, NMP
(ALCL), uogdlniony lub wielkokomérkowy
Tabela 8. Klasyfikacje chtoniaka Hodgkina (wg [47])
JacksoniParker (1947)  LukesiButler(1966) Konferencjaw Rye (1966) Klasyfikacja REAL (1994) Klasyfikacja WHO
Paragranuloma limfocytarno-histiocytarny  przewaga limfocytow guzkowa z przewaga guzkowa z przewaga
limfocytow limfocytow

— typrozlany
- typ quzkowy klasyczne postaci: klasyczne postaci:

— bogata w limfocyty — bogata w limfocyty

Ziarniniak stwardnienie guzkowe stwardnienie guzkowe stwardnienie guzkowe stwardnienie guzkowe
posta¢ mieszana postac mieszana postac mieszana posta¢ mieszana
Miesak rozlane widknienie zanik limfocytéw zanik limfocytéw zanik limfocytéw
siateczkowy niesklasyfikowane
Pierwszy schemat w obrebie paragranuloma,  zmodyfikowana obowiazuje obecnie,

klasyfikacji obejmujacy 3
typy, ktdre charakteryzuja
sie wzrastajacym
stosunkiem komérek
nowotworowych

do prawidtowych

i pogarszajacym sie
rokowaniem

granuloma i sarcoma
wyodrebniono kolejne
podkategorie

klasyfikacja
Lukesa i Butlera

uwzglednia dane
immunologiczne

zacji genomowej do mikromacierzy), mikromacierze dla
wysp CpG, mikromacierze z zestawami przeciwciat oraz
inne techniki analiz calego genomu [16].

Zespoly mielodysplastyczne

Zespoty mielodysplastyczne (myelodysplastic syndrome —
MDS) stanowia grupe chordb charakteryzujaca si¢ przede
wszystkim cytopenia, zaburzeniami hematopoezy oraz wy-
stgpowaniem cech dysplazji w szpiku kostnym. Wynik le-
czenia uzalezniony jest przede wszystkim od zaawansowa-
nia choroby, stad potrzeba molekularnej charakterystyki
odzwierciedlajacej stadium rozwoju MDS. Brakuje da-
nych dotyczacych znaczenia badan na skale catego geno-
mu w MDS u dzieci. W jedynej przeprowadzonej analizie
Roela i wsp. [72] uzyli techniki mikromacierzy w badaniu
pediatrycznych przypadkéw MDS. Jak zaobserwowali, pra-
widtowe komérki szpiku kostnego oraz komérki patologicz-
ne w przypadku MDS oraz AML zwiazanej z MDS maja

wyraznie odmienne profile ekspresji. Dla kazdej z grup zi-
dentyfikowali zestawy kilkudziesigciu genéw dobrze kaz-
da z nich charakteryzujace i umozliwiajace poréwnywanie
pomiedzy nimi. Na przyktad w profilu ekspresji mogacym
odr6zni¢ MDS od AML-MDS charakterystyczne byto wy-
ciszanie ekspresji genéw bioracych udzial w endocytozie
oraz sekrecji biatek.

Choroba Hodgkina i chtoniaki nieziarnicze

Nieziarnicze chtoniaki ztosliwe (non-Hodgkin lymphoma
— NHL) stanowia grupe nowotworéw wywodzacych sie
z réznych stadiéw réznicowania limfocytéw B i T oraz ko-
morek naturalnej cytotoksycznosci (NK). Z kolei choroba
Hodgkina (Hodgkin disease) jest nowotworem tkanki lim-
foidalnej, ktérego cecha charakterystyczna jest obecnos¢
patologicznych komérek Reed-Sternberga oraz prekursoro-
wych komérek Hodgkina. Klasyfikacja nowotworéw limfo-
proliferacyjnych stwarza najwigksze trudnosci we wspotcze-
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snej onkologii [18]. Diagnostyka nieziarniczych chtoniakéw
ztosliwych oraz ziarnicy ztosliwej oparta jest na zmody-
fikowanej klasyfikacji histopatologicznej REAL/WHO
(Revised European-American Classification of Lymphoid
Neoplasms — REAL) (tabele 7, 8) [18,26].

Podobnie jak w przypadku biataczek diagnostyka wyma-
ga przeprowadzenia kompleksowych analiz histopatolo-
gicznych i genetycznych.

Morfologia chtoniakéw jest uzalezniona od stopnia zréz-
nicowania, wystgpowania zmian genetycznych oraz licz-
nych proceséw fizjologicznych zachodzacych w uktadzie
chtonnym. Istnieje zatem potrzeba udoskonalenia klasy-
fikacji histologicznej oraz potrzeba zastapienia lub uzu-
petienia metod diagnostyki cytogenetycznej w celu zop-
tymalizowania standardéw diagnostycznych [47]. Wiele
grup badawczych podejmowato réwniez préby moleku-
larnej klasyfikacji chtoniakéw na podstawie profilowania
ekspresji. W analizie komorek chtoniakéw wykorzysty-
wane sg techniki:

* immunofenotypowania z zastosowaniem mikromacierzy
z przeciwciatami, stuzace przede wszystkim identyfika-
cji antygenéw powierzchniowych leukocytéw [10,11],

 analizy jednoczesnej profilu biatkowego metoda macie-
rzy proteinowych [30],

* okreslania profilu ekspresji genéw z zastosowaniem mi-
kromacierzy ekspresyjnych [2,3,74,83].

Morfologia chtoniakéw zalezy od stopnia zréznicowania oraz
stanu czynnosciowego komérek. W zwiazku ze znaczng licz-
ba zjawisk zachodzacych fizjologicznie w uktadzie chton-
nym, morfologia i cechy czynnosciowe chtoniakéw naleza
do najbardziej zréznicowanych wsrod nowotworéw. Stad tez
koniecznos$¢ rozbudowy i doprecyzowania klasyfikacji histo-
logicznej, w oparciu o nowe metody diagnostyczne.

Charakterystyka choroby Hodgkina na skalg catego geno-
mu wskazuje na mozliwos¢ identyfikacji trzech moleku-
larnych podtypéw w jej obrebie. Okreslone na podstawie
profilowania ekspresji genéw grupy sa zwiazane histologia
oraz odpowiedzia na terapig i przezyciem. Devilard 1 wsp.
[25] okreslili odrgbne zestawy genéw réznicujacych dla
jednej podklasy o ztym oraz dwéch o dobrym rokowaniu.
Analizowane przypadki HD o lepszym przebiegu klinicz-
nym wyréznialy si¢ przede wszystkim wysokim poziomem
ekspresji genéw proapoptotycznych oraz uczestniczacych
w przekazywaniu sygnaléw w komorce. Znaczny spadek
liczby transkryptéw gendéw zaangazowanych w aktywacje
fibroblastéw, angiogenezg, proliferacj¢ komorek oraz ge-
noéw supresorowych obserwowano u pacjentéw, u ktérych
mimo standardowej terapii dochodzito do dalszego poste-
pu choroby i $mierci [25]. Jak podkreslaja autorzy cyto-
wanej pracy, molekularna taksonomia choroby Hodgkina
powiazana zaréwno z efektywnoscia terapii jak i przebie-
giem klinicznym, sugeruje mozliwos$¢ usprawnienia bie-
zacej klasyfikacji.

Na podstawie informacji o genach ulegajacych aktywacji
i wyciszaniu mozliwe jest réwniez klasyfikowanie chtonia-
ka Burkitta oraz chloniaka rozlanego z duzych komérek B
(diffuse large B-cell lymphoma — DLBCL) [22]. Dla 30%
przypadkéw analizowanych przez Dave’a i wsp. [22] dane
byty rozbiezne z klasyfikacja histologiczng. Opracowane

profile ekspresji genéw umozliwialy odréznianie na pozio-
mie molekularnym chtoniaka Burkitta od kazdego z pod-
typéw DLBCL.

Nowotwory ukladu nerwowego
Guzy mézgu

Guzy mézgu u dzieci stanowig heterogenna grupe choréb
(tab. 9), ktérych diagnoza oraz przewidywanie rokowania
na podstawie cech morfologicznych sa utrudnione [69,78].
W dotychczasowych badaniach nowotworéw rozwijajacych
si¢ w obrgbie OUN opracowano profile ekspresji charakte-
rystyczne dla réznych typéw guzéw, wielu podklas histo-
logicznych, poszczegdlnych stadiéw przerzutowania oraz
pozwalajace na oceng rokowania [46].

Jednym z najczgstszych nowotworéw moézgu u dzie-
ci jest wyScidtczak wewnatrzczaszkowy (intracranial
ependymomas). Pod wzgledem histologicznym tego typu
guzy sa trudno odréznialne od innych nowotworéw OUN.
Klinicznie wykazuja znaczna heterogennos¢. Korshunov
i wsp. [46], na podstawie opracowanych profili ekspresji
gendw, byli w stanie klasyfikowaé poszczegélne przypad-
ki wyscidtczakéw zgodnie z ich lokalizacja, stopniem za-
awansowania oraz wiekiem pacjenta. Dzigki analizie pro-
filu ekspresji wysScidtczakéw z réznych czesSci moézgu,
Taylor i wsp. [88] udowodnili hipotezg, iz ten typ nowo-
tworu wywodzi si¢ z réznych komorek prekursorowych.
Poszczegdlne wzorce ekspresji gendéw kojarzono z anato-
miczna lokalizacja tkanki guza, nie stwierdzono jednak
zwiazku z innymi parametrami klinicznymi oraz z rozpo-
znaniem histologicznym. W grupie genéw réznicujacych
znaczace byly zmiany w poziomie transkryptéw gendéw
uczestniczacych w regulacji proliferacji i réznicowania
komorek prekursorowych danej czg$ci mézgu. Wyraznie
odmienne wzorce ekspresji maja wyscidtczaki: obustron-
ne (posterior fossa), nadnamiotowe (supratentorial) i kreg-
gowe (spinal) [88].

Innym czgsto diagnozowanym nowotworem mézgu u dzieci
jest rdzeniak zarodkowy (medulloblastoma). Opracowany
przez Pomeroya i wsp. [69] system klasyfikacji w oparciu
o technike mikromacierzy umozliwia molekularne odréz-
nienie tej grupy nowotworéw od niedojrzalego guza neu-
roektodermalnego (primitive neuroectodermal tumor —
PNET), a takze atypowego guza teratoido/rabdoidalnego
(atypical teratoid/rhabdoid tumour — AT/RT) oraz ztosli-
wych glejakow (gliomas). Zgodnie z oczekiwaniami naj-
bardziej odmienny profil ekspresji miaty glejaki, ktérych
komorki maja pochodzenie nieneuronalne. Dlatego wzo-
rzec ekspresji tej grupy nowotworéw cechowata ekspresja
genéw charakterystycznych dla astrocytow i oligodendrocy-
téw (PEAIS5, SOX2, PMP2, Olig-2, TrkB, S100, GFAP), ge-
néw zwiagzanych z metabolizmem (2,6-bifosfataza fruktozy,
dehydrogenaza glutaminianu) oraz genéw bioracych udziat
w réznicowaniu komoérek (ID2, GDF1, TYK2). W profilu
ekspresji genéw w komérkach rdzeniaka zarodkowego do-
minowata ekspresja genéw czynnikéw transkrypcyjnych,
w tym ZIC i NSCLI, charakteryzujacych komérki ziarni-
ste mozdzku (cerebellar granule cells — CGCs). Jak su-
geruja Pomeroy i wsp. [69] powyzsze dane wskazuja, iz
rdzeniak zarodkowy wywodzi si¢ wlasnie ze wspomnia-
nej linii komoérek lub w komérkach nowotworowych ak-
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tywacji ulega program transkrypcyjny swoisty dla CGCs.
Badacze ci opracowali réwniez profile ekspresji umozli-
wiajace precyzyjna klasyfikacje dwoch podklas w obrebie
tego nowotworu. Doprowadzili takze do wyselekcjonowania
markeréw réznicujacych AT/RT od guzéw rabdoidalnych.
Wsréd genéw, ktorych ekspresja byta rézna w przypadku
tych dwu nowotworéw znalazty sie: szkieletowa B-tropo-
miozyna, NFAT3, lekki taficuch miozyny.

Pomeroy i wsp. [69] potwierdzili réwniez, iz na podstawie
profilu ekspresji genéw w komérkach nowotworowych ce-
wiaka nerwowego, mozna okresli¢ rokowanie juz podczas
diagnozy. Jest to niewatpliwie znaczne usprawnienie nie-
wystarczajacego obecnie prognozowania w oparciu o sta-
dium rozwoju nowotworu, ocenione na podstawie rozmia-
ru guza i obecnosci przerzutéw. Na podstawie analiz profilu
genetycznego zidentyfikowano geny korelujace z lepszym
rokowaniem. W grupie znalazly si¢ takze takie geny jak:
b-NAP, NSCLI, TRKC, geny kodujace biatka kanatéw so-
dowych, hydroksylaze PLOD, kolagen typu V al, elastyna.
Niekorzystne rokowanie stwierdzono u pacjentéw, w komor-
kach ktérych wzorzec ekspresji charakteryzowata obnizo-
na ekspresja genéw zwiazanych z réznicowaniem komorek
moézdzku. Wzorzec ekspresji w Zle rokujacych rdzeniakach
zarodkowych zdominowany jest przez geny zwigzane z pro-
liferacja komorek, z opornoscia wielolekowa oraz z metabo-
lizmem (MYBL2, enolaza I, LDH, MHG(Y), oksydaza cy-
tochromu C), a takze geny kodujace biatka rybosomalne.

Nowotwory ukladu wspélczulnego — neuroblastoma

‘Wykonano réwniez analizy profilu ekspresji dla nowotwo-
rowych neuroblastéw [64,65,80]. W badaniach przeprowa-
dzonych przez Krasnoselsky’ego i wsp. [50] sprawdzono
mozliwo$¢ wykorzystania profilu molekularnego w oce-
nie stopnia zaawansowania omawianego typu nowotworu.
Stadium 4, bez amplifikacji genu MYCN, charakteryzowa-
o si¢ spadkiem poziomu transkryptéw genéw reguluja-
cych cykl komérkowy. Nadekspresja wspomnianej grupy
genéw wystepowata w stadium 3. Pomigdzy stadium 113
(bez amplifikacji MYCN) wystgpowaty réznice w pozio-
mie ekspresji 309 genéw. W neuroblastach w najwyzszym,
czwartym stopniu zaawansowania, z obecnoscia albo bra-
kiem amplifikacji MYCN, istniaty réznice w liczbie trans-
kryptéw 691 genéw. Krasnoselsky i wsp. [50] stwierdzili
réwniez istnienie unikatowego wzorca ekspresji towarzy-
szacego wystepowaniu amplifikacji genu MYCN niezalez-
nie od stadium zaawansowania neuroblastoma.

Klasyfikacja do grup ryzyka w obrgbie neuroblastoma od-
bywa si¢ zgodnie ze schematem Children’s Oncology Group
Neuroblastoma Risk Group Assignment Schema UICC
2005 [97]. Jest ona niezadowalajaca, zwtaszcza w obrgbie
grupy wysokiego ryzyka. Wei i wsp. [97], uzywajac profi-
lu ekspresji genéw do przewidywania prognozy osiagneli
88% doktadnos¢. Wyodrebnili oni takze zestaw 19 gendéw
(w tym dwoch markeréw prognostycznych — MYCN i CD44),
za pomoca ktérych mozna prognozowac przebieg choroby
i ustala¢ rokowanie u 98% pacjentéw. Analiza transkrypto-
mu neuroblastéw umozliwia wyréznienie dwéch podgrup
pacjentéw z r6zna dtugoscia przezycia w grupie wysokie-
go ryzyka. Z badani Oberthuera i wsp. [64] wynika, iz kla-
syfikatorem dla réznych stopni ryzyka moze by¢ zestaw
144 genéw. Ich analiza ekspresji pozwala na klasyfikowa-

nie pacjentéw do trzech grup ryzyka [58]. Warnat i wsp.
[96] potwierdzili wystgpowanie dwbéch odmiennych biolo-
gicznie grup neuroblastoma. Okreslanie rokowania dla tego
nowotwory na podstawie wzorca ekspresji zostato przepro-
wadzone z 77% doktadnoscia. Badacze ci uznali, iz analiza
profilu ekspresji 77 genéw réznicujacych jest waznym mo-
lekularnym wskaznikiem agresywnosci guza [96].

Guzy nerek (nerczak zarodkowy, nerczak ptodowy,
nephroblastoma)

Najczestszym ztosliwym nowotworem nerek wystgpujacym
u dzieci jest guz Wilmsa (nerczak zarodkowy) [99,106,107].
Stanowi on prawie 90% wszystkich guzéw nerek oraz 7—
10% wszystkich nowotwordw litych u dzieci [49]. W wigk-
szosci przypadkéw rokowania dla pacjentow sg dobre. Na
podstawie histologii wyrdznia si¢ dwa giéwne podtypy
guza Wilmsa: (1) pomyslnie rokujacy oraz (2) z wystgpo-
waniem anaplazji (tabela 10) [87]. Williams i wsp. [99] za-
stosowali technike mikromacierzy cDNA do wyznaczenia
grup pacjentéw, u ktérych istnieje wysokie prawdopodo-
biefstwo wznowy. Pomi¢dzy dwoma analizowanymi gru-
pami przypadkow istniaty réznice w profilu ekspresji 138
gendw, przy czym przewidywanie wynikow terapii jest moz-
liwe na podstawie danych o ekspresji znacznie mniejszej
liczby genéw. Wyniki tych badan sugeruja, ze na ryzyko
nawrotu choroby maja wptyw produkty takich genéw jak:
CCNI1, KRAS2, PGLYRP, BIRC6, dla ktérych odnotowa-
no wzrost liczby transkryptow. Zte rokowanie dla dzieci
z tego typu nowotworem nerek wiaze si¢ réwniez ze spad-
kiem aktywnosci NOTCH1, FAF1, TNFRSF1A, GRIM19,
ILI0RB oraz BMP4. Chociaz udato si¢ wyodrebni¢ pacjen-
téw zgodnie z rokowaniem, niepowodzeniem zakoniczyty
si¢ proby identyfikacji genéw réznicujacych stuzacych mo-
lekularnej klasyfikacji guzéw Wilmsa, ktéra bytaby sko-
jarzona z klinicznym stadium choroby [99].

Z badan Takahashiego i wsp. [87] wynika, iz na postawie
wzorca ekspresji mozna odrézni¢ guzy Wilmsa o dobrym
rokowaniu, réznigce si¢ stopniem zaawansowania. W tej
histologicznej grupie nerczakéw wyniki leczenia sa rézne,
ardznice w profilu ekspresji potwierdzity znaczna heterogen-
nos¢ w jej obrebie. Pomigdzy stadium i Il a [Tl 1 IV stwier-
dzono réznice w poziomie ekspresji prawie 30 genéw. Na
podstawie analizy transkryptomu wywnioskowano réwniez,
iz podwyzszenie poziomu topoizomerazy Il oraz genéw
kodujacych biatka zwiazane z mikrotubulami moze wpty-
wac na zwigkszenie wrazliwosci komérek nowotworowych
na cytostatyki. Zirn i wsp. [106] stwierdzili istotne r6znice
w profilu ekspresji pomigdzy guzami Wilmsa z grup posred-
niego i wysokiego ryzyka oraz dla nowotworéw, w ktérych
dochodzi do wznowy. Jak zauwazyli wspdlny profil ekspre-
sji miaty, mimo réznic histologicznych, zaréwno nowotwory
nalezace do typu anaplastycznego, jak i z przewaga blaste-
my. Wyselekcjonowali zestaw 77 genéw, stuzacych odréz-
nieniu grupy nerczakéow zarodkowych, w przypadku kté-
rych moze doj$¢ do wznowy nowotworu.

Guzy kosci (osteosarcoma, guz Ewinga)
Kostniakomiesak (osteosarcoma)

Kostniakomigsak (osteosarcoma) to najczgstszy typ nowo-
tworu kosci u dzieci, nalezacy do stosunkowo opornych na
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Tabela 9. Skrdcona wersja klasyfikacji histopatologicznej pierwotnych nowotworéw OUN wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) z 1993 r.

Nowotwory neuroepitelialne

— astrocytarne

— skapowypustkowe

— wyscidtkowe

— glejowe mieszane

— ze splotu naczyniéwkowego

— neuroepitelialne o niepewnej histogenezie

— neuronalne i mieszane neuronalno-glejowe

— zmigzszu szyszynki

— zarodkowe z tkanki neuroepitelialnej
Nowotwory nerwéw czaszkowych i rdzeniowych
— nerwiaki ostonkowe

— nerwiakowt6kniaki

— ztosliwe nowotwory ostonek nerwéw obwodowych
Nowotwory opon mézgowych i rdzeniowych
Chtoniaki i nowotwory uktadu krwiotworczego

Nowotwory z pierwotnych komérek rozrodczych

— zarodczaki

— raki zarodkowe

— guzy zatoki endodermalnej

— raki kosméwkowe

— potworniaki

— mieszane nowotwory z pierwotnych komérek rozrodczych
Torbiele i zmiany nowotworopodobne

Nowotwory okolicy siodfa tureckiego

— gruczolaki przysadki

— raki przysadki

— czaszkogardlaki

Nowotwory rozprzestrzeniajace si¢ przez ciggtosc (niezaliczane
do pierwotnych nowotworéw OUN ani pierwotnych nowotworéw
wewnatrzczaszkowych)

— przyzwojaki

— struniaki

— chrzestniaki i chrzestniako-miesaki

- rak

Tabela 10. Klasyfikacja histologiczna nerczaka zarodkowego wg grup ryzyka, stosowana w protokole SIOP 2001 (wg [49])

Guzy niskiego ryzyka Guzy posredniego ryzyka Guzy wysokiego ryzyka
Low risk tumor (LR) Intermediate risk tumor (IR) High risk tumor (HR)
typ mezoblastyczny typ nabtonkowy typ z przewaga blastemy
mesoblastic nephroma epithelial type blastemal type
typ catkowicie martwiczy typ podscieliskowy rozsiana anaplazja

completly necrotic nephroblastoma stromal type

typ torbielowaty czesciowo zréznicowany typ regresywny

cystic partialy differentiated regressive type

nephroblastom typ mieszany
mixed type

diffuse anaplasia

migsak jasnokomérkowy nerki
clear cell sarcoma of kidney
rabdoidalny guz nerki
rhabdoid tumor of kidney

pojedyncze ogniska anaplastyczne (anaplazja

ogniskowa)
focal anaplasia

leczenie [21]. Li i wsp. [52] przeanalizowali — za pomoca
mikromacierzy cDNA — komoérki nowotworowe pod ka-
tem ich podatnosci na chemioterapi¢. Jak wskazuja ich
badania mozliwe jest przeprowadzenie molekularnej kla-
syfikacji kostniakomigsakéw na oporne i wrazliwe na le-
czenie juz w chwili diagnozy. Podobnie Ochi i wsp. [66],
na podstawie analizy ekspresji 60 gendw, odréznili dobrze
od Zle rokujacych kostniakomigsakéw. Jak wskazuja bada-
nia przeprowadzone przez Mintza i wsp. [56], w powsta-
nie zjawiska chemioopornosci w omawianym typie nowo-
tworéw sa zaangazowane 104 geny.

Miesak Ewinga

Migsak Ewinga (Ewing’s sarcoma — ES) jest drugim pod
wzgledem czgstosci wystgpowania pierwotnym nowo-
tworem kosci [67]. Biologiczne i kliniczne czynniki pro-
gnostyczne sa wciaz niewystarczajace do klasyfikacji pa-
cjentéw do odpowiednich grup ryzyka. Ohali i wsp. [67]
po przeanalizowaniu metoda macierzy genowych probek
pochodzacych od pacjentéw, u ktérych stwierdzono no-

wotwor pierwotny lub wystgpowanie przerzutu, otrzyma-
li dwa odrebne profile ekspresji odpowiadajace korzyst-
nemu i ztemu rokowaniu. Wykazano, ze niekorzystne
rokowanie i niepowodzenie terapii jest zwiazane z nad-
ekspresja genéw regulujacych cykl komérkowy: CDK2,
IDI, CREB2, RAF 1, DMTF1, E2F3, E2F5; bioracych
udzial w transdukcji sygnatu: MAPK9, MKNKI, AXL,
PDAPI, PTK7; czynnikéw transkrypcyjnych: ZNF175,
EP300, ZFP36L2, TAF6, TCFL4, EIF4A2; biatek z rodzi-
ny RAS: RAB2, RABIA, RHEB2; uczestniczacych w ad-
hezji komérkowej: CDH11, ITGAE, ITGB2; oraz zwiaza-
nych z inwazja i przerzutami: MTAI, HBXIP, kadheryna
11. Zmianom tym towarzyszy jednoczesnie obnizenie licz-
by kopii transkryptéw genéw bioracych udziat w indukcji
apoptozy: TNFRSF12, TGFBI, CASP10, TP63; naprawie
DNA: IGHMBP2, XRCC2, ERCC2; histogenezie i orga-
nogenezie: PAXS, PAX6, COL6AI; formowaniu cytoszkie-
letu: BMP10, MYOIC, ARC; neurogenezie: NEUROD?2,
NTRK2, GRIN2A, SIM2; adhezji komérkowej: CDH2,
ITGA2B, SCAM-1, ADAM15, ADAM19, ISLR; transduk-
cji sygnatu: ESR2, INGIL, a takze genéw supresorowych:
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Tabela 11. Guzy drobnookragtoniebieskokomdrkowe wystepujace u dzieci

PNET

(kosci i tkanki miekkie) Guzy kosci

Guzy tkanek migkkich

Neuroblastoma Pozaweztowy chtoniak

1. Miesak Ewinga

2. Obwodowy nabtoniak
nerwowy

3. Guz Askina

4. PNET kosci

5. Pozakostny miesak Ewinga
(neuralny)

2. Chondrosarcoma
3. Prymitywny migsak kosci

1. Osteosarcoma 1. RMS
2. Pozakostny miesak Ewinga
(nieneuralny)

NEURL, FHIT, LLGLI1, NF1 [67]. Jak podkreslili Ohali
i wsp. wyniki analiz s3 w duzej mierze zgodne z otrzyma-
nymi wczesniej przez Shipp i wsp. [83] dla DLBCL oraz
przez Yeoha i wsp. [103] dla ALL. Istnienie wyraZznego
wzorca ekspresji korelujacego z rokowaniem juz w czasie
diagnozy potwierdza mozliwos¢ opracowania zindywidu-
alizowanej strategii leczenia w oparciu o molekularna oce-
ne¢ ryzyka réwniez dla tego nowotworu [67].

Miesaki

Migsaki (sarcomas) sa grupa nowotworéw wywodzacych
si¢ z tkanki tacznej (tkanka tluszczowa, chrzastki, kosci,
migsnie) lub jej prekursora — mezenchymy. Zalicza si¢ do
nich migsaki tkanek migkkich (soft-tissue sarcomas — STS)
oraz kostniakomigsaki [9,21]. W dos¢ rzadkiej grupie cho-
réb nowotworowych czesto spotyka si¢ duza réznorodnosé
histologiczng oraz ztozonos$¢ genetyczna, co stanowi utrud-
nienie klasycznej diagnozy [62]. Dlatego techniki analizy
genetycznej sa szansa na lepsze zrozumienie biologii tego
rodzaju guzéw [9]. Badania obejmujace grupe 16 klas mig-
sakéw przeprowadzili Baird i wsp. [9]. Celem ich analiz
byto stworzenie uniwersalnych profili genetycznych, umoz-
liwiajacych klasyfikacje najczestszych guzéw litych dzieci
i dorostych. Metoda mikromacierzy ekspresyjnych ziden-
tyfikowali geny, ktérych ekpresja byta najbardziej charak-
terystyczna dla kazdej z analizowanych klas. Dla migsaka
Ewinga byty to: FVT1, DCC, DKK2. JAKI; dla ttuszcza-
komiesaka: PPARG, FABP4, FALCS5, SH3KBP1; dla mie-
saka gtadkokomorkowego: MYLK, elementy kanatéw so-
dowo-potasowych, CCN1, SLMAP; dla kostniakomigsaka:
PPFIBP2, SIO0A13, PTHRI, P4HA2, PLOD, COL5AI,
LUM, FGFR3, FGFR2, FGFRI; dla maziéwczaka: FGF11,
COLAAS5, PBX3, BCE-1, TLEI, PDGFRA, EFNB3, NRP2,
CXCL2, SHANK?2, EGFR oraz migsaka prazkowanokomor-
kowego (RMS): GABI, MYCLI1, MYOIE, IGF2, CCND2,
PTPRF, PPFIAI, CDK6, FGFR4, GPC3, POU4F1.

Guzy drobnookragloniebieskokomoérkowe (small
round, blue cell tumors — SRBCTs)

Nowotwory drobnookragtokomdérkowe, takie jak: migsak
prazkowanokomorkowy, migsak Ewinga, zwojak wspot-
czulny zarodkowy i chioniaki ztosliwe sa podobne do sie-
bie pod wzgledem histologii (tabela 11). Khan i wsp. [43]
przeanalizowali przydatnos¢ i doktadnos$é wzorcow eks-
presji genéw w klasyfikacji 4 typéw nowotworéw podob-
nych do siebie w rutynowej analizie histologicznej. Dzigki
analizie danych w oparciu o sztuczne sieci neuronalne (ar-

tificial neuronal networks — ANNs) wykazali, iz jest mozli-
wa identyfikacja charakterystycznych genéw oraz popraw-
na klasyfikacja przypadkéw nerwiakéw, guzéw Ewinga,
chtoniakéw nieziarniczych oraz migsniakomigsakow [43].
Badacze ci wyselekcjonowali 96 genéw, ktérych zrézni-
cowana ekspresja umozliwita czulg i swoistg klasyfikacje
czterech analizowanych nowotwordéw.

Miesaki tkanek miekkich (soft tissue sarcomas
- STS)

Jest to liczna (50 podtypéw) i zréznicowana genetycznie
oraz histologicznie grupa migsakéw. Dla wigkszosci zto-
Sliwych i fagodnych guzéw litych tkanek migkkich (m.in.
migsaka Ewinga, maziéwczaka, mi¢sniakomigsaka praz-
kowanokomoérkowego, ttuszczakomigsaka) okreslono cha-
rakterystyczne liczbowe i strukturalne aberracje chromo-
somowe w komodrkach nowotworowych [9,21].

Miesak jasnokomoérkowy (clear cell sarcoma — CCS)

Jest to rzadki nowotwor tkanek migkkich, stanowiacy
okoto 4% guzéw nerek u dzieci [49,82]. CCS jest gu-
zem, ktéry trudno odrézni¢ od guzéw ztosliwych ner-
woéw obwodowych (malignant peripheral nerve she-
eth tumors — MPNST), pierwotnego czerniaka skory
typu guzowatego (primary nodular cutaneous melano-
ma), a takze czerniaka skdry przerzutujacego do tkanek
miekkich (cutaneous melanoma metastatic to soft tissu-
es) [82]. Segal i wsp. [82] zasugerowali, iz wprowadze-
nie do analizy profilu ekspresji genéw moze usprawnic¢
klasyfikacje tych nowotworéw oraz sprecyzowac dla nich
kategorie diagnostyczne. Z badan wspomnianej grupy
wynika, ze migsaka jasnokomdérkowego mozna odréz-
ni¢ od innych STS na podstawie danych o ekspresji, ta-
kich genéw jak: CTNNAI, CDK2, CNP, SOX10, STCI,
TCFS8 oraz ERBB3/HER3. Genami réznicujacymi CCS
i czerniaki moga by¢ CREM, FGFRI oraz IGFBP4, nato-
miast dane o poziomie ekspresji RABB33, MERKT, STC1
1 GAL moga by¢ pomocne w odréznieniu CCS zaréwno
od czerniakéw jak i migsakow tkanek migkkich. Ponadto
Segal 1 wsp. [82] potwierdzili — na podstawie profilu eks-
presji genéw w CCS — wczesniejsze obserwacje, iz ten
typ nowotworu jest genetycznym podtypem czerniaka,
co ma znaczenie w zastosowaniu odpowiedniej terapii.
Jednoczesnie analizy profilu ekspresji umozliwily iden-
tyfikacje nowych potencjalnych czasteczek docelowych
dla lekéw (pMELI7, TYRP2/DCT, MELAN-A/MART-1,
SOX10 oraz FGFR).
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Miesniakomiesak prazkowanokomorkowy
(rhabdomyosarcoma — RMS)

Jest to najczestszy bardzo ztosliwy nowotwor tkanek migk-
kich wystgpujacy u dzieci [23,73]. Na podstawie morfolo-
gii wyrdznia si¢ dwa typy RMS: zarodkowy (embryonal
rhabdomyosarcoma — ERMS) oraz gorzej rokujacy pe-
cherzykowy (alveolar rhabdomyosarcoma — ARMS) [95].
Prawdopodobnie w obrgbie kazdego podtypu mozliwe
jest dalsze wyodrgbnienie podtypdw jakimi s3g nowotwo-
ry z obecnoscig lub brakiem translokacji PAX3(7)-FKHR,
o podobnych cechach histologicznych i immunohistoche-
micznych, ale odmiennych cechach klinicznych i ztosliwo-
$ci [21,23,95]. Wachtel i wsp. [95] stosujac mikromacierz
oligonukleotydowa sklasyfikowali powyzej wymienione
podtypy mig$niakomig¢sakow. Pomigdzy trzema analizo-
wanymi grupami stwierdzono réznice w poziomie eks-
presji kilkuset genéw. W profilu ekspresji w komdérkach
z translokacja PAX3-FKHR obserwowano znaczne zwigk-
szenie liczby transkryptéw nastgpujacych genéw: NCAM,
MYCN, syntetazy argininobursztynianu, elastazy, ADAM 10,
AP2f3 oraz obnizenie liczby transkryptéw genéw: HOXCG,
HOXCI0,ZFH4, ZFP36. Pomigedzy ARMS pozytywnymi
i negatywnymi pod wzgledem obecnosci tej translokacji
obserwowano rowniez réznice w poziomach ekspresji ge-
néw receptoréw. Nadekspresji nastgpujacych receptoréw
towarzyszyta obecnos$¢ translokacji PAX3(7)-FKHR: re-
ceptor 1 kannabinoidéw, FGFR2, FGFR4, receptor adre-
nergiczny a-2, receptor 33 acetylocholiny. W komoérkach
z brakiem PAX3-FKHR wystgpowal wysoki poziom eks-
presji genéw receptoréw czynnikéw wzrostu. Co wigcej,
na podstawie dalszych analiz zidentyfikowali nowa translo-
kacje w przypadku tego nowotworu — PAX3/NCOA1 [95].
Badacze ci wykazali réwniez, ze identyfikacja trzech pod-
typow RMS jest mozliwa dla kilku réznych zestawdéw ge-
néw i algorytmoéw analizy. Wachtel i wsp. [95] zauwazyli
réwniez, ze identyfikacja swoistych profili ekspresji genéw
przyspieszy i usprawni w przysztosci molekularna klasyfi-
kacje migsniakomigsakéw prazkowanych. Jest to szczegdl-
nie wazne w diagnostyce przypadkéw ARMS bez translo-
kacji PAX3-FKHR, dla ktérych nie ma jeszcze okreslonych
wystarczajacych kryteriéw histopatologicznych. Z kolei
identyfikacja nowych waznych genéw, odgrywajacych role
w rozwoju choroby nowotworowej otwiera drogg do opra-
cowania nowych strategii terapeutycznych.

De Pitta i wsp. [23] wykorzystujac tkankowoswoista ma-
cierz cDNA przeprowadzili klasyfikacj¢ ARMS ze 100%
doktadnoscia. Wykazali, ze pomig¢dzy dwoma podtypami
tego nowotworu wystgpuja zmiany w poziomach ekspre-
sji 103 gendéw. Sposrdd tych gendéw wyselekcjonowali 4
geny: RAC1, CFL1, CCNDI1, IGFBP1, na podstawie kto-
rych mogli odrézni¢ ARMS z translokacja PAX3-FKHR
lub jej brakiem.

Guzy watrobokomorkowe (hepatocellular
carcinomas — HCC)

Nowotwory wywodzace si¢ z hepatocytéw rowniez stano-
wia heterogenna grupe choréb. Przewidywanie ich prze-
biegu oraz dobdr odpowiedniego leczenia wciaz stanowia
problem. U dzieci najczgsciej stwierdza si¢ wystgpowa-
nie watrobiaka zarodkowego (hepatoblastoma — HPBL)
[55,102]. Zarodkowy guz watroby jest trzecim co do czg-

stosci wystgpowania ztos§liwym nowotworem wywodza-
cym si¢ z narzadéw jamy brzusznej (po neuroblastoma
i nephroblastoma) [105]. Pozytywnym rezultatem zakon-
czono kilka projektéw badawczych, ktérych celem byta
molekularna charakterystyka, za pomoca profilu ekspre-
sji genéw, komorek patologicznych watroby [1,38,60,102].
Udato si¢ opracowaé molekularny system klasyfikacji, wy-
odrebnié geny, ktorych zmiany ekspresji koreluja z mozli-
woscia oceny prognozy przebiegu choroby oraz zidentyfi-
kowa¢ nowe geny dla terapii celowane;j [1,13,61]. Na uwage
zastuguja badania przeprowadzone przez Luo i wsp. [55],
w ktérych wykazano wyrazne réznice na poziomie trans-
kryptomu pomigdzy HCC, HPBL oraz prawidlowa tkan-
ka watroby. HPBL w poréwnaniu z HCC charakteryzowat
sie nadekspresja Mig6, TGFB1, DLKI, IGF2 oraz wyci-
szaniem ekspresji nastgpujacych genéw: galektyny 4, ubi-
kwityny 2 oraz adrenergicznego receptora o.l.

W profilu ekspresji prawidtowych i patologicznych komé-
rek odnotowano réznice w liczbie transkryptéw 86 [102]
lub 133 genéw [60], ale nawet bardziej ograniczony ze-
staw najwazniejszych gendw okazatl si¢ wystarczajacy do
scharakteryzowania komorek patologicznych. Model opar-
ty na badaniu ekspresji 26 genéw pozwalajacy na zdiagno-
zowanie (ze 100% doktadnoscia) watrobiaka zarodkowego
opracowali Nagata i wsp. [60]. Najwazniejszymi genami
réznicujacymi komérki nowotworowe HPBL 1 komérki
prawidtowe byty: NAPILI, STMNI, CCNG2, CDC7LI,
IGF2, IGFBP4, ETV3, TPR, CD34 oraz NRI113.

Wrciaz brakuje analiz transkryptomu innych czgstych no-
wotwordw u dzieci, jakimi sg retinoblastoma, histiocytoza

z komérek Langerhansa oraz guzy zarodkowe.

PobpsumowaNIE

Diagnostyka i leczenie choréb nowotworowych u dzieci histo-
rycznie zostaty oparte na rozpoznaniu histologicznym. Takie
podejscie okazato si¢ niewystarczajace, gdy morfologicznie
podobne guzy wykazywaty odmienny przebieg kliniczny.
W licznych badaniach wykazano, iz technika mikromacie-
rzy stanowi efektywne narzedzie molekularnej klasyfikacji
najczestszych nowotworéw u dzieci, przewidywania prze-
biegu choroby, podziatu grup ryzyka oraz identyfikacji ge-
néw do terapii celowanej. Potaczenie profilowania ekspresji
genow ze skutecznym algorytmem analizy danych staje si¢
obiecujaca metoda precyzyjnej i szybkiej diagnozy.

W przedstawionych przyktadach analiz nowotworéw u dzie-
ci wykazano, iz stan genomu i transkryptomu charakteryzuje
histologi¢ komérek. Identyfikacja giéwnych gendw i biatek
usprawnia poszukiwanie molekularnych markeréw pomoc-
nych w precyzyjnej klasyfikacji choréb nowotworowych.
Badania molekularne wskazuja, iz na podstawie odpowiednie-
go profilowania ekspresji genéw mozliwe jest przeprowadze-
nie wtasciwej stratyfikacji pacjentéw do grup ryzyka, okre-
Slenie ryzyka wznowy oraz wystapienia przerzutu w chwili
diagnozy. Kontynuacja takiego kierunku badan prawdopo-
dobnie usprawni diagnostyke nowotworéw hematologicznych
i guzow litych oraz pozwoli na okreslenie roli poszczegdl-
nych czasteczek w prognozowaniu klinicznym.

Jak wykazano w licznych badaniach gtéwnymi zaleta-
mi molekularnej taksonomii sa wysokie wartosci czuto-
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$ci, swoistosci i doktadnosci. Technika mikromacierzy
oferuje szybka i dokladna analiz¢ kazdego typu komo-
rek patologicznych. Okreslenie wzorcéw ekspresji moze
si¢ okaza¢ niezwykle pomocnym narzgdziem klasyfika-
¢ji nowotworéw podobnych do siebie pod wzgledem hi-
stologicznym oraz tych nowotwordéw, ktére nie maja cha-
rakterystycznych rearanzacji genetycznych czy sa wciaz
stabo poznane.

PismiENNICTWO

Stworzenie nowoczesnego systemu klasyfikacji w oparciu
o molekularng charakterystyke komérek nowotworowych
budzi nadzieje na opracowanie optymalnych strategii tera-
pii dla indywidualnych pacjentéw. Wyniki badan sa w du-
zej mierze obiecujace. Wciaz istnieje potrzeba poszuki-
wania wzorcOw ekspresji korelujacych z odpowiedzia na
stosowane leczenie. Duzym wyzwaniem jest nadal opty-
malizacja i standaryzacja wykorzystywanych technik ba-
dawczych i algorytméw analizy danych.
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