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Zestawienie skrotow uZytych w rozprawie:

10-CV - (ang. 10-fold Cross Validation) 10-krotna skrosna walidacja w ML

C5.0 - algorytm drzewa decyzji w stosowany w ML

DNA - (ang. deoxyribonucleic acid) kwas deoksyrybonukleinowy

ES - (ang. Ewing Sarcoma) mi¢sak Ewinga

ESFT - (ang. Ewing’s Sarcoma Family of Tumor) nowotwory z rodziny migsaka Ewinga
FFPE - (ang. formalin-fixed paraffin embedded tissues) bloczki parafinowe tkanek
utrwalonych w formalinie

FIR - (ang. Far InfraRed) zakres dalekiej podczerwieni obejmujacy przedziat 50-400 cmt
FT - (ang. Fourier transform) tansformata Fouriera jest to operacja matematyczna ktora
przeksztalca sygnat (czyli domeng czasu) w domeng czestosci

FTIR - (ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy) spektroskopia w podczerwieni
z transformatg Fouriera

HCA - (ang. Hierarchical Cluster Analysis) - hierarchiczna analiza skupien

IR - (ang. Infrared spectroscopy) spektroskopia w zakresie podczerwieni

KNN - (ang. k Nearest Neigbours) algorytm k najblizszych sasiadow stosowany w ML
ML - (ang. Machine Learning) uczenie maszynowe

MB - (ang. Medulloblastoma) rdzeniak zarodkowy

MIR - (ang. Mid InfraRed) zakres srodkowej/podstawowej podczerwieni promieniowania
elektromagnetycznego obejmujacy przedziat od 400 do 4000 cm™

NIR - (ang. Near InfraRed) zakres bliskiej podczerwieni promieniowania
elektromagnetycznego, jest to zakres powyzej 4000 cm™

OS - (ang. overall survival) - przezycie calkowite

OUN - osrodkowy uktad nerwowy

PCA - (ang. Principal Component Analysis) analiza gtownych sktadowych/ komponentow
PC1 - (ang. first principal component) pierwsza gltdwna sktadowa

PC2 - (ang. second principal component) druga gtowna sktadowa

PFS - (ang. progression-free survival) - czas przezycia wolny od progresji choroby

RF - (ang. Random Forest) - algorytm las losowy stosowany w ML



Wprowadzenie

Wszystkie organizmy zywe zbudowane s3 z zywych komorek, ktore stale poddaja sie
podziatowi, aby osiggna¢ ciaggly rozwdj organizmu lub w celu zastgpienia komorek, ktore
ulegty uszkodzeniu lub $mierci. Proces karcinogenezy (nowotworzenia) zachodzi na poziomie
DNA komorki. Rozpoczyna si¢ on w chwili, kiedy kontrola genowa jest zaburzona lub przestaje
funkcjonowac i w jednej lub wigcej z komorek organizmu nastgpuje pierwsza mutacja. Dotyczy
ona najczesciej genow odpowiedzialnych za procesy proliferacji, roznicowania i dojrzewania
komorek oraz naprawy DNA. Zmiana ta jest nicodwracalna i przy nieprawidtowej kontroli taka
nowo powstata komorka nie ulega apoptozie, ale zaczyna si¢ dzieli¢. Tworzy si¢ wowczas klon
nieprawidlowych komoérek o nowych wlasciwosciach biologicznych ze zdolnoscia do
autonomicznego, zwykle szybkiego wzrostu i podzialu, ale z zaburzonym procesem
roznicowania i $mierci komorkowej. Takie komorki poprzez ekspansywny rozrost i zdolno$é
do dawania odleglych przerzutow stanowiag zagrozenie dla funkcjonowania organizmu jako
catosci [1].

Choroba nowotworowa wystepuje przede wszystkim u ludzi w wieku dojrzatym i starszym
jako efekt wieloletniego oddzialywania wielu szkodliwych czynnikéw biologicznych,
fizycznych i chemicznych na genom komorki, prowadzac do jej zaburzonej proliferacji oraz
metabolizmu. Nowotwory u dzieci wystepujg relatywnie rzadko (ok. 1% wszystkich
zachorowan na nowotwory), a ich patogeneza i histopatologia jest odmienna w stosunku do
nowotworow u ludzi starszych. W Europie stwierdza si¢ kazdego roku ok. 15 000 nowych
przypadkéw nowotworéw zlosliwych wsrod dzieci od 0 do 14. roku zycia oraz 20 000
zachorowan wsrod mtodziezy i mtodych 0s6b w przedziale wickowym 15-24 lata [2]. W Polsce
obserwuje si¢ okoto 1200-1300 zachorowan rocznie na chorob¢ nowotworowa wsrod dzieci
[3].

Sa to zwykle nowotwory cechujace si¢ niskim stopniem zréznicowania (sg zbudowane
z morfologicznie podobnych, malych komorek =z okraglymi, duzymi, silnie
hiperchromatycznymi jadrami komodrkowymi), podobienstwem do tkanek i1 komorek
ptodowych oraz agresywnym przebiegiem. NajczeSciej wykazuja  pochodzenia
neuroektodermalne lub mesenchymalne, w przeciwienstwie do nowotworow w starszym
wieku, wsrod ktorych dominuja guzy pochodzenia nabtonkowego, czyli raki. W ok. 90%
wystepuja one wskutek mutacji de novo w obrgbie gendw odpowiedzialnych za kontrole
procesow proliferacji, réznicowania i dojrzewania komoérki, a w ok 10% na podtozu

wrodzonych zespolow genetycznych, np. anemia Fanconiego, NF-1, zesp6t Bickwitha-
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Widemanna [4]. W konsekwencji dochodzi do tzw. transformacji nowotworowej i powstania
klonu komorek ze zmienionym, nieprawidlowym fenotypem. Czynniki Srodowiskowe u dzieci
odgrywaja niewielkg rol¢ w inicjowaniu nowotworzenia.

Do najczesciej wystepujacych nowotwordw u dzieci nalezg nowotwory z ukladu
krwiotworczego tj. biataczki i chtoniaki, ktore diagnozuje si¢ w ok. 40% przypadkow. Druga
pod wzgledem czgstosci zachorowan grupg stanowia nowotwory osrodkowego uktadu
nerwowego (OUN) ok. 24%. Na kolejnych pozycjach znajduja si¢: zwojak
zarodkowy/neuroblastoma  (7-8%), guz Wilmsa (7-8%), migsak prazkowano-
komorkowy/rhabdomyosarcoma (4-8%) oraz guzy kosci (5%) [5]. Podstawa rozpoznania
choroby nowotoworowej pozostaje badanie histopatologiczne, a w przypadku biataczek
badanie morfologiczne i immunofenotypowe szpiku kostnego. W przypadku guzoéw litych
wigkszo$¢ nowotworow jest to rozrost komoérek niedojrzatych, niskozréznicowanych, ktore
pod mikroskopem §wietlnym sktadaja si¢ z populacji podobnych, okraglych komoérek z duzym
jadrem, ktore okresla si¢ zbiorczym terminem guzéw drobnookragtokomorkowych. Brak
ewidentnego zréznicowania guzow niejednokrotnie utrudnia ich diagnostyke réznicowa oraz
moze prowadzi¢ do pomytek diagnostycznych. W celu postawienia ostatecznego rozpoznania
najczesciej konieczne jest wykonanie badan dodatkowych takich jak badania
immunohistochemiczne przy uzyciu specyficznych przeciwcial oraz badania molekularne
I genetyczne. Precyzyjna diagnoza i klasyfikacja histopatologiczna. determinuje dalsze leczenie
oraz wstepne rokowanie [6].

Charakterystyczng cechg wigkszosci nowotworow u dzieci, w przeciwienstwie do
dorostych, jest ich szybki wzrost oraz krotki czas do momentu, w ktorym sg zdolne do
przerzutowania. Op6znione rozpoznanie choroby nowotworowej moze si¢ wigza¢ z gorszym
rokowaniem, a nawet z zagrozeniem zycia. Dlatego tak istotne jest poszukiwanie nowych
skutecznych, obiektywnych, tanich oraz szybkich metod diagnostycznych [6].

Spektroskopia w podczerwieni z transformata Fouriera (FTIR) oraz spektroskopia Ramana
sg fizykochemicznymi, nieinwazyjnymi, czutymi i powtarzalnymi metodami, ktore dostarczaja
istotnych informacji na temat zmian w strukturze molekularnej. Uzyskane widma sg sumg
czestotliwosci wielu obecnych biomolekul, co pozwala ujawni¢ m.in. istotne zmiany
biochemiczne, jakie zaszty w tkance nowotworowej oraz w ptynach ustrojowych na skutek
Zmienionego metabolizmu komorek zdrowych i1 nowotworowych. Szczegdélne znaczenie
w diagnostyce tkanek ma obszar widma w tzw. zakresie daktyloskopowym liczby falowej
(tzw. , fingerprint region”), ktory dotyczy najczesciej zakresu 800-1800 cm™, co odpowiada

m.in. sygnatowi z waznych biomolekut przypisanych do biatek oraz kwasoéw nukleinowych.
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Daje to potencjalng mozliwos¢ odroznienia tkanek zdrowych od nowotworowych
oraz wczesnego wykrycia nowotworu jeszcze przed ujawnieniem si¢ zmian w mikroskopie
swietlnym. Uzyskane widmo i jego zmiany moga zosta¢ takze potencjalnie wykorzystane do
monitorowania przebiegu choroby oraz jako marker prognostyczny do stratyfikacji leczenia
onkologicznego.

W ostatnich latach, wraz z rozwojem technik przetwarzania danych oraz tzw. sztucznej
inteligencji, nastapit Szybki rozwdj metod spektroskopowych oraz ich wykorzystanie
w diagnostyce medycznej, w tym w onkologii. Baza PubMed zawiera 4 336 publikacji dla stow
kluczowych: ,,cancer” oraz ,,spectroscopy” opublikowanych tylko w 2021 roku, podczas gdy
jeszcze w latach 2017-2018 byto ich zaledwie 3700-3780. Swiadczyé to moze o ogromnym
potencjale spektroskopii, zwlaszcza przy zastosowaniu wspoOlczesnych technologii
przetwarzania danych, w badaniach and nowotworami.

Czgséciowo rezultaty zawarte w powyzszej pracy zostaly przedstawione w artykutach
naukowych pt.:

1. Chaber R, Lach K, Szmuc K, Michalak E, Raciborska A, Mazur D, Machaczka M,
Cebulski J. Application of Infrared Spectroscopy In the Indentification of Ewing Sarcoma: A
preliminary report. Infrared Physics & Technology (2017) 83:200-205. (IF:1.851).

2. Chaber R, Lach K, Depciuch J, Szmuc K, Michalak E, Raciborska A, Koziorowska A,
Cebulski J. Fourier Transform Infrared (FTIR) spectroscopy of paraffin and deparafinnized
bone tissue samples as a diagnostic tool for Ewing sarcoma of bones. Infrared Physics &
Technology (2017) 85:364-371. (IF: 1.851).

3. Chaber R, Lach K, Arthur CJ, Raciborska A, Michalak E, Ciebiera K, Bilska K, Drabko
K, Cebulski J. Prediction of Ewing Sarcoma treatment outcome using attenuated tissue
reflection FTIR tissue spectroscopy. Sci Rep. (2018) 8(1):12299. (IF: 4.011).

4. Chaber R, Arthur CJ, Depciuch J, Lach K, Raciborska A, Michalak E, Cebulski J.
Distinguishing Ewing sarcoma and osteomyelitis using FTIR spectroscopy. Sci Rep. (2018)
8(1):15081 (IF: 4.011).

5. Lach K, Kowal A, Perek-Polnik M, Jakubczyk P, Arthur C, Bal W, Drogosiewicz M,
Dembowska-Baginska B, Grajkowska W, Cebulski J, Chaber R. Infrared spectroscopy
as a potential tool for medulloblastoma. Molecules (2023) 28:2390. (IF: 4.927).

6. Lach K, Jakubczyk P, Paja W, Kowal A, Depciuch J, Perek -Polnik M, Arthur CJ, Bal
W, Drogosiewicz M, Dembowska-Baginska B, Grajkowska W, Cebulski J, Chaber R.
Physicochemical properties in the context of clinical course of medulloblastoma in children

using FTIR and Raman spectroscopy. (obecnie w recenzji)



Celem niniejszego badania byla proba wykorzystania uzyskanych — widm
spektroskopowych jako potencjalnego narzedzia diagnostycznego oraz jako markera
prognostycznego dla: migsaka Ewinga (ES) oraz rdzeniaka zarodkowego- medulloblastoma
(MB) u dzieci.

W pierwszych rozdziatach pracy dokonano przegladu literatury naukowej dotyczacej
dotychczasowego zastosowania spektroskopii w podczerwieni oraz spektroskopii
Ramanowskiej w onkologii oraz podano charakterystyke, badanych nowotworow
drobnookraglokomorkowych u dzieci. Nastepnie omowiono metodyke badan oraz
charakterystyke badanej populacji wraz z danymi medycznymi. W kolejnych rozdziatach
przedstawiono wyniki badan pomiarow spektralnych widm migska Ewinga oraz rdzeniaka
zarodkowego, wykonano analiz¢ pasm skltadowych regionu drgan grup funkcyjnych
nalezacych do amidu I-rzedowego i okreslono strukture drugorzedowa biatka. Dodatkowo dla
uzyskanych widm MB oraz grupy kontrolnej wykonano analiz¢ dynamiki absorbancji
oraz uczenie maszynowe (ML). W kolejnej czgsci pracy przedstawiono dyskusje oraz wnioski

z uzyskanych badan.

Cel pracy:

1. Porownanie widm spektroskopowych w podczerwieni oraz widm Ramana uzyskanych
z utrwalonych w formalinie skrawkow histopatologicznych rdzeniaka zarodkowego
(MB) w momencie rozpoznania z widmami uzyskanymi z prawidtowej tkanki mozgu.

2. Analiza zmian fizykochemicznych guza oraz sktadu biochemicznego w poszczegdlnych
podtypach histologicznych rdzeniaka zarodkowego oraz ich powigzanie z obecnoscia
przerzutow lub wystgpieniem nawrotu choroby u pacjentow.

3. Porownanie widm spektroskopowych w podczerwieni z pomiardéw utrwalonych
w formalinie skrawkow histopatologicznych kostnej postaci migsaka Ewinga
W momencie rozpoznania oraz po zakonczeniu chemioterapii neoadjuwantowej, a takze
prawidtowej tkanki kostnej z bezposredniego sasiedztwa nowotworu.

4, Ocena uzyskanych widm spektroskopowych jako potencjalnego narzedzia
diagnostycznego oraz markera prognostycznego w medulloblastoma oraz w migsaku

Ewinga.



Rozdzial 1.

Rozdzial 1. Spektroskopia absorpcyjna w podczerwieni (FTIR) i
spektroskopia rozproszenia ramanowskiego w onkologii

Ocena stopnia ztosliwosci histologicznej nowotworu na podstawie jego obrazu
mikroskopowego ma zasadnicze znaczenie dla doboru leczenia i jego wynikow. Tradycyjna
diagnostyka histopatologiczna nowotworéw opiera si¢ na wykorzystaniu specyficznego
wybarwiania tkanki w potaczeniu z wykorzystaniem metod immunohistochemicznych oraz
badan genetycznych, Interpretacja tak uzyskanych wynikow w duzej mierze jest subiektywna
i zalezy od do$wiadczenia oceniajagcego histopatologa, Ponadto proces ten wymaga duzego
naktadu pracy (wczeséniejsze utrwalenie i przygotowanie tkanki, jej wybarwienie itp.) oraz jest
czaso- i kosztochtonny [7,8].

W przeciwienstwie do klasycznych technik stosowanych w histopatologii, istotng zaleta
technik spektroskopowych jest mozliwo$¢ wykrycia patologicznych zmian w tkankach
i komoérkach bez koniecznosci wstgpnego przygotowania tkanki (np. barwienie czy
demineralizacja). Prowadzi to do, znaczacego skrocenia czasu badania [9]. Z kolei brak
koniecznosci zastosowania markerow immunologicznych oraz innych, drogich odczynnikow
obniza koszty analizy [10]. Co wigcej, techniki te mozna wykorzysta¢ do identyfikacji zmiany
sktadu i struktury badanej tkanki nawet w przypadku bardzo matej ilosci dostgpnego materiatu
biologicznego, bez jego wczesniejszej degradacji i zmiany struktury fizykochemicznej
zwigzanej z utrwalaniem tkanki. Inng ich zaletg jest potencjalna mozliwo$¢ zastosowania tych
metod nawet w bardzo wczesnych etapach choroby, jeszcze przed ujawnieniem si¢ zmian
w mikroskopie $wietlnym [11] oraz mozliwo$¢ monitorowania przebiegu choroby i odpowiedzi
na leczenie [12,13].

Te zalety sprawiaja, ze spektroskopia wibracyjna moze potencjalnie zosta¢ wykorzystana
jako komplementarne narz¢dzie w diagnostyce histopatologicznej, ktore pozwoli na
automatyzacj¢ 1 obiektywizacj¢ uzyskiwanych wynikow oraz skrocenie czasu badania.
Ponadto, w przypadku znalezienia istotnych zalezno$ci pomigdzy uzyskanym widmem
a rokowaniem, moglyby poprawi¢ stratyfikacje do grup terapeutycznych, a przez to przyczynié

si¢ do wigkszej indywidualizacji leczenia.
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1.1 Spektroskopia Ramana i FTIR — podstawy fizyczne

Spektroskopia optyczna opiera si¢ na analizie odzialywania materii z promieniowaniem
elektromagnetycznym, ktore moze polega¢, W zaleznosci od czasteczki/atomu, na:
rozpraszaniu, emisji lub absorpcji kwantu $wiatla. Podczas odziatywania fali
elektromagnetycznej z materig dochodzi do zmian w wyniku ktérych powstaje inna fala,
niosgca informacje o osrodku ktory opuszcza. Na podstawie uzyskanych informacji mozna
uzyska¢ dane chemiczne takie jak: struktura czasteczek oraz sktad analizowanej substanciji,
dane fizyczne opisujace ruchy grup funkcyjnych w czasteczkach, ruch catych czasteczek oraz

charakterystyke na poziomie molekularnym [14].

Podziat technik badawczych obejmuje dwie podstawowe grupy:

- Metody analizujace promien przechodzacy przez probke, w ktorym kierunek jest taki
sam jak kierunek promienia padajacego. W badaniu poddaje si¢ analizie nat¢zenie lub
polaryzacje §wiatla. Zaliczamy tutaj migdzy innymi spektroskopi¢ w podczerwieni lub
spektroskopie UV/VIS.

- Metody analizujgce promieniowanie rozproszone, w tym przypadku §wiatlo rozprasza
si¢ we wszystkich kierunkach. Podczas badania mierzy si¢; polaryzacje, natezenie oraz
dhugos¢ fali promieniowania rozproszonego. Zaliczamy do tej grupy: rozproszenie

Ramana oraz rozproszenie Rayleigha [15].

1.1.1 Technika FTIR

Spektroskopia w podczerwieni (FTIR) to spektroskopowa metoda polegajaca na analizie
w oparciu o naturalne widmo elektromagnetyczne w zakresie dtugosci fali od 2500 do 25000
nm.

Absorpcja promieniowania z zakresu $redniej podczerwieni powoduje zmiany energii
oscylacyjnej czasteczki. Dlatego tez zarejestrowane widma nazywane sg widmami
oscylacyjnymi, a samg technike okresla si¢ jako spektroskopie absorpcyjng [16]. Wykorzystuje
si¢ trzy zakresy podczerwieni okreslane jako:

- FIR - (ang. Far InfraRed) zakres dalekiej podczerwieni obejmujacy przedziat 50-400
cm™,

- MIR - (ang. Mid InfraRed) zakres s$rodkowej podczerwieni promieniowania
elektromagnetycznego obejmujacy przedzial od 400 do 4000 cm™. Jest uznawany za

podstawowy zakres ze wzgledu na to, iz jest wykorzystywany w wigkszosci badan. Zawiera si¢
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w nim tzw. zakres odcisku palca (ang. Fingerprint region) charakterystyczny dla kazdego
indywiduum chemicznego.

- NIR - (ang. Near InfraRed) =zakres bliskiej podczerwieni promieniowania
elektromagnetycznego, jest to zakres powyzej 4000 cm™ [17].

Skréot FT (ang. Fourier transform) w spektroskopii FTIR oznacza transformate Fouriera,
czyli operacje matematyczna, ktora przeksztatca sygnal (czyli domeng czasu) w domeng
czestosci. Dzigki tej operacji uzyskuje si¢ przeksztatcenie danych optycznych na dane
liczbowe.

Podstawowy spektrometr FTIR sktada si¢ z:

- zrédla $wiatla, uwalnia ono $wiatlo podczerwone polichromatyczne ktére dopasowuje si¢
energetycznie do przej$¢ oscylacyjnych. Przewaznie uzywa si¢ w tym celu globar (SiC) ora pret
Nernsta (ZrO2 + Y203)

- interferometru, elementu ktory rozdziela wigzke promieniowania elektromagnetycznego.
W przypadku spektrometrow fourierowskich rejestruje si¢ tzw. interferogram czyli zalezno$é
sygnatu w funkcji czasu (réznicy drog optycznych). Nastgpuje rejestracja catego zakresu
spektralnego $wiatla dochodzacego do interferometru. Szereg powstatych widm jest usredniany
i przeksztatcany za pomocg wspomnianej wcze$niej transformaty Fouriera.

- komory pomiarowej,

- detektora, ktory zmienia intensywno$¢ promieniowania na sygnat elektryczny generujac
widmo odpowiadajace wynikowi pomiaru .

Technika catkowitego wewnetrznego odbicia - ATR (ang. Attenuated Total Reflection)
polega na wprowadzeniu wigzki Swiatta na wewnetrzng powierzchni¢ przezroczystego dla
podczerwieni materiatu, o duzym wspoélczynniku zatamania $wiatlta przewaznie diamentu.
Do zewnetrznej strony tej powierzchni w miejscu odbicia przyktadana jest badana probka.
Promieniowanie ulega zjawisku calkowitego wewnetrznego odbicia i nie wydostaje si¢
z osrodka, w ktorym si¢ rozchodzi, ale jego energia moze zosta¢ zaabsorbowana przez probke
znajdujacy si¢ po drugiej stronie. W wyniku tej selektywnej absorpcji pojawia si¢ zjawisko
ostabionego wewnetrznego odbicia. Geometria zastosowanego krysztatu pozwala na
wielokrotne powtdrzenie tego zjawiska (wielokrotne wewngtrzne odbicie), prowadzac do
zwigkszenia czuto$ci metody. Niepochtonigta czg$¢ promieniowania trafia do detektora
[18,19].

Ze wzgledu na fakt, iz kazde pasmo jest sumg drgan wielu molekul, na jego wyglad
wplywa wiele naktadajacych si¢ pasm pochodzacych od drgan deformacyjnych
i rozciggajacych w obrebie chociazby pojedynczej czasteczki. W przypadku gdy poszczegdlne
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rodzaje wigzan majg zblizong rdznice energii pomiedzy poziomami oscylacyjnymi, absorbujg
promieniowanie o rozpoznawalnej czgstotliwosci dajac pasmo w tym samym zakresie liczby
falowej niezaleznie od niejednorodnych szczegotéw struktury czasteczki. Dlatego te same
grupy funkcyjne (np. O-H, N-H, C=0) dla r6znych zwigzkoéw dajg pasma absorpcyjne w tym
samym zakresie liczby falowej, co powoduje, ze jednoznaczne przypisanie pochodzenia danego
piku wytacznie z wykorzystaniem spektroskopii wibracyjnej w wielu przypadkach jest

niemozliwe.

1.1.2 Technika Ramana

Spektroskopia rozproszenia ramanowskiego jest takze metodg oparta na analizie ruchow
oscylacyjnych uktadu molekularnego, jednak w niej wykorzystuje si¢ zjawisko rozpraszania
Swiatla, a doktadnie pomiar promieniowania rozproszenia Ramana, tj. nieelastycznego
rozpraszania fotonéw. Rozpraszanie $wiatta, a doktadnie fal elektromagnetycznych opiera sie
na oddziatlywaniu $§wiatta z materig, a poprzez to wystgpuje zmiana kierunku rozchodzenia si¢
Swiatla (wyjatkiem sg tutaj zjawiska odbicie oraz zatamania $wiatta). W przypadku
spektroskopii Ramana wykorzystuje si¢ zakres fal elektromagnetycznych odpowiadajacy
$wiatlu widzialnemu [20].

W spektrometrze fourierowskim czyli uktadzie stuzacym do rejestracji widm Ramana,
promieniowanie lasera (w tym przypadku o zakresie promieniowania wzbudzajacego 780 nm)
najpierw trafia na filtr interferencyjny - element rozdzielajacy $wiatto, ktorego zadaniem jest
wyeliminowanie z toru detekcyjnego promieniowania rozproszonego elastycznie (linii
wzbudzajacej), czyli pasma Reyleigha. Rozproszone nieelastycznie promieniowanie skupione
jest poprzez soczewki i trafia na siatke dyfrakcyjng, ktora nalezy do monochromatora, majacego
na celu rozszczepienie S$wiatla poprzez wydzielenie z calego widma promieniowania
padajacego tylko wybranego zakresu [21].

Teoria kwantowa promieniowania glosi, ze wigzka $wiatta majaca czgstos¢ vo sktada sie
ze strumienia pojedynczych czastek (fotondw) o energii hvo,. Gdy nastepuje zderzenie fotonow
z atomami lub czasteczkami, ulegajg one rozproszeniu na roézne strony, generujac dwa typy
rozpraszania promieniowania:

- rozpraszanie Rayleigha (v rozproszone = vozderzenia), ktore powstaje na skutek zderzen

elastycznych, sprezystych”. - W tym przypadku ped jest zachowany, ale nie ma wymiany
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energii z czasteczkami, a podczas rozpraszania nie nastepuje zmiana energii (czgstotliwosci)
Swiatla.

- ,rozpraszaniec Ramana” (v rozproszone = v o + AE/h) powstaje wskutek zderzen
,hieelastycznych, niesprezystych” Wystepuje ono w przypadku, kiedy podczas rozpraszania
zmienia si¢ energia (cze¢stotliwos¢) §wiatta, a czasteczka zyskuje energie lub jg traci. Dzieli si¢
0oNno na:

a.) rozpraszanie stokesowskie - czasteczka zyskuje energie od $wiatta,

b.) rozpraszanie antystokesowskie - czgsteczka traci/oddaje energig.

Pasma Rayleigha - powstaja w wyniku oddzialywania fotonow padajacego promieniowania
o czestotliwosci vo, nie pasujacych do poziomow energetycznych czasteczki. Dana czasteczka
po oddzialywaniu z promieniowaniem powraca na ten sam poziom energetyczny (wtedy

czestos¢ wo promieniowania padajacego jak i rozproszonego sg jednakowe).

Pasma stokesowskie - wystepuja gdy czasteczka po oddziatywaniu z promieniowaniem
przechodzi na wyzszy poziom oscylacyjny, w wyniku czego rozproszony foton ma energi¢

pomniejszong o réznicg energii poziomow oscylacyjnych Av.

Pasma antystokesowskie - odnotowujemy je w przypadku gdy poczatkowo jeszcze przed
oddzialywaniem z promieniowaniem dana czasteczka znajduje si¢ na wzbudzonym poziomie
oscylacyjnym, to poprzez oddziatywanie nastepuje przeniesienie jej na podstawowy (zerowy)
poziom oscylacyjny (po rozproszeniu fotonu powraca ona do podstawowego poziomu
wibracyjnego). Energia rozproszonego fotonu jest wigksza o rdznice energii poziomoOw

oscylacyjnych Av.

Pasmo antystokesowskie pojawia si¢ w widmie Ramana po przeciwnej stronie co pasmo
stokesowskie w stosunku do pasma Rayleigha. Pasmo to ma przewaznie nizszg intensywnos¢

w stosunku do pasma stokesowskiego [22].

1.1.3 Spektroskopia Ramana i w podczerwieni jako metody komplementarne

Technika spektroskopii w podczerwieni FTIR oraz metoda ramanowska sg dla siebie
komplementarne. Opisuje to zasada wzajemnego wykluczenia, ktora méwi, ze dla czasteczek
majacych srodek symetrii wystgpuja drgania aktywne w widmie IR, ale nieaktywne w widmie
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ramanowskim. | odwrotnie- drgania aktywne w widmie ramanowskim nie sg widoczne na
widmie podczerwonym. Przykltadem moga by¢ drgania symetryczne N2 lub CO» ktére sa
niewidoczne w spektroskopii IR, natomiast w widmie ramanowskim obserwuje si¢ znaczace
pasma przypisane tym zwigzkom. Dane uzyskane ze spektroskopii Ramana uzupetniajg tym
samym luki diagnostyczne spektroskopii w podczerwieni. Z drugiej strony istnieja molekuty,

np. NaCl, ktére nie sg obrazowane w widmie Ramana, a dajg silny sygnal w widmie IR
[23-25].

Rozdzial 2.

Drobnokomorkowe nowotwory niezronicowane

Nowotwory drobnookraglokomoérkowe (ang. small round cell tumors) s3 dominujaca grupa
guzow litych u dzieci. Wsp6lng cecha tych nowotworow jest niskie zroznicowanie tworzacych
je komorek. Guzy te sa zbudowane s3 z morfologicznie podobnych, matych komorek
Z okragtymi, duzymi, silnie hiperchromatycznymi jadrami komorkowymi. Powyzsze
podobienstwo morfologiczne tkanek guza powoduje duze trudnosci w ich diagnostyce
histopatologicznej opartej jedynie na analizie obrazu mikroskopowego. Z tego powodu do
okreslenia pochodzenia tkanki nowotworowej konieczne sg zazwyczaj badania dodatkowe
oparte na barwieniu immunohistochemicznym przy uzyciu specyficznych przeciwciat oraz
techniki biologii molekularnej i badania genetyczne [2].

Do nowotoworéw drobnookraglokomorkowych wystepujacych u dzieci zaliczaja
si¢ miedzy innymi:

- migsaka Ewinga (Ewing sarcoma)

- rdzeniaka zarodkowego (medulloblastoma)

- nerwiaka ptodowego (neuroblastoma)

- guza Wilmsa (nephroblastoma)

- siatkowczaka (retinoblastoma)

- szyszyniaka zarodkowego (pinealoblastoma)

- migsaka prazkowano-komoérkowego (rhabdomyosarcoma)

- nerwiaka wechowego zarodkowego (esthesioneuroblastoma, ENB)

- chloniaka nieziarniczego (non-Hodgkin lymphoma)
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- obwodowego niedojrzalego guza neuroektodermalnego (peipheral primitive
neuroectodermal tumor, PNET)
- desmoplastycznego guza drobnookraglokomoérkowego jamy brzusznej (IDSRCT,

intraabdominal desmoplastic small round cell tumor).

Weczesne objawy choroby nowotworowej u dzieci zwykle sa niespecyficzne, a ich
przyczyna sa najczesciej inne schorzenia, ktdre wystepuja znacznie czgéciej niz nowotwory
w populacji pediatrycznej. Moga to by¢ na przyklad nawracajgce infekcje z tendencja do
uogolniania, wymioty, bole glowy, bole brzucha, podwyzszona temperatura ciata bez
uchwytnej przyczyny, ostabienie, drazliwo$¢ czy zmiana usposobienia dziecka. W niektorych
chorobach nowotworowych moze wystapi¢ utrata masy ciata. W przypadku utrzymywania si¢
niespecyficznych objawow przez dtuzszy czas i/lub narastania ich w czasie, niezwykle istotne
jest przeprowadzenie szybkiej i1 dokladniej diagnostyki rdéznicowej, ze szczegdlnym

uwzglednieniem choréb nowotworowych [26,27].

2.1 Medulloblastoma — rdzeniak zarodkowy

Rdzeniak zarodkowy (ang. Medulloblastoma, MB) jest to pierwotny nowotwor
ztosliwy osrodkowego uktadu nerwowego, najczgsciej rozwijajacy sie w mozdzku. Jest on
najczestszym nowotworem ztosliwym mozgu u dzieci. Szczyt zachorowalno$ci wystepuje ok.
7. roku zycia, z przewaga ptci meskiej. Czestos¢ zachorowan na MB nie jest wysoka - wynosi
ok. 1 przypadek na 200 tys. dzieci do 15. roku zycia [28].

Obecnie, w wiekszosci przypadkow nadal nie jest poznana przyczyna powstawania
guzow mozgu, w tym MB. Zwigkszone ryzyko rozwoju tych nowotworéw zaobserwowano
w przypadku niedoborow immunologicznych oraz w niektorych chorobach genetycznych,
takich jak: stwardnienie guzowate, nerwiakowlokniakowatos¢ typu I i 11, zespot Li-Fraumeni
czy chorobie von Hippel-Lindau. Dodatkowo stwierdzono wptyw na powstawanie guzoéw OUN
takich czynnikéw srodowiskowych jak: promieniowanie, pestycydy i nitrozaminy [29].

Wyrdznia si¢ nastepujace podtypy histologiczne MB:

- klasyczny

- desmoplastyczny/guzkowy;

- z rozleglym wzrostem guzkowym;

- anaplastyczny;

- wielkomorkowy.
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2.1.1. Objawy.

Poczatkowo objawy MB czgsto sg niecharakterystyczne, co przyczynia si¢ do
opoznienia zdiagnozowania choroby. Zaliczamy do nich: bole glowy, nudnosci, wymioty,
zmeczenie, sennos¢, zawroty gtowy, podwdjne widzenie, stabg koordynacje, chwiejny chod
I inne problemy. Objawy te moga by¢ spowodowane uciskaniem guza na okoliczne struktury
lub moga by¢ zwigzane ze wzrostem ci$nienia wewnatrzczaszkowego. U niemowlat najczesciej
stwierdza si¢ zmiany zachowania, takie jak niepokoj, nadpobudliwos$¢, placzliwose
i przeczulica oraz czesto powiekszanie obwodu glowy i uwypuklenie ciemigczka. MB
najczesciej przerzutuje w obrebie OUN, dopiero w postaciach bardzo zaawansowanych moze

obejmowac narzady poza OUN [30].

2.1.2 Diagnostyka oraz leczenie

Standardowa diagnostyka MB obejmuje badania obrazowe glowy: rezonans
magnetyczny (obecnie badanie rutynowe), ewentualnie tomografi¢ komputerowg. Ostateczne
rozpoznanie stawia si¢ na podstawie badania histopatologicznego wycinka guza pobranego
w czasie biopsji lub resekcji guza. Badania molekularne guzéw umozliwilty wyodr¢bnienie
czterech gtownych podgrup MB: WNT, SHH, grupa 3 i grupa 4. Kazda z tych podgrup posiada
charakterystyczny profil ekspresji genow, ktory koreluje z przebiegiem klinicznym, wiekiem
w momencie zachorowania i rokowaniem [31].

Aktualne protokoty leczenia (MB) stratyfikuja pacjentdw, w zaleznos$ci od ich wieku,
rozsiania choroby i resztkowej objetosci guza po resekcji, do grupy wysokiego i standardowego
ryzyka. Leczenie obejmuje potaczenie zabiegu chirurgicznego, wielolekowej chemioterapii
oraz radioterapii osi mézgowo-rdzeniowej, z tym, ze w grupie pacjentdw ponizej 3 roku zycia
nie stosuje si¢ napromieniania [32]. 5-letnie przezycie osigga okoto 75% pacjentow z grupy
ryzyka standardowego w pordéwnaniu z 35% pacjentow z grupy wysokiego ryzyka.
Przezywalno$¢ jest gorsza u niemowlat 1 dzieci w wieku ponizej 3. roku zycia, z wyjatkiem
pacjentow z desmoplastycznym podtypem histologicznym MB [33]. Dodatkowo, u wigkszosci
wyleczonych pacjentow wystepuja pdézne powiklania zastosowanej terapii, ktore istotnie

uposledzajg jakos¢ zycia [34].
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2.2 Miesak Ewinga

Migsak Ewinga (Ewing Sarcoma, ES) jest zaliczany do grupy niezréznicowanych
drobnookraglokomérkowych migsakéw kosci i/lub tkanek migkkich. Moze zajmowac
praktycznie wszystkie kosci, cho¢ najczgsciej jest spotykany w kosciach dtugich konczyn
dolnych i szkielecie osiowym (miednica, kr¢gostup, zebra) [35]. Wywodzi si¢ z pierwotnych
macierzystych komorek mezenchymalnych. Po migsaku kosciopochodnym (osteosarcoma),
stanowi drugi pod wzgledem czgstosci zto§liwy nowotwor kosci [36]. Jest rzadkim,
agresywnym nowotworem wystepujacym najczesciej u mtodziezy 1 mtodych dorostych. James
Ewing po raz pierwszy sklasyfikowat go juz w roku 1921 [37]. Czgstos¢ zachorowan na ES
nie jest wysoka - od 1,6 do 2,9/1mln/rok wsrod populacji do 20 roku zycia z przewaga plci
meskiej. Mediana wieku zachorowaniato 15-17 lat [38]. Wedtug danych Polskiej Pediatrycznej
Grupy ds. Leczenia Guzow Litych w Polsce notuje si¢ okoto 20-25 nowych zachorowan na ES

rocznie [39].

2.2.1 Czynniki ryzyka. Objawy. Diagnostyka.

Ewing sarcoma jest nowotworem wykazujacym szybki wzrost i agresywny przebieg.
Jego pierwsze objawy kliniczne sa zwykle niecharakterystyczne i mato specyficzne.
Do objawdéw miejscowych zaliczamy obrzek, bol, problemy z poruszaniem konczyna.
Dodatkowo moga wystgpowacé Objawy sugerujace proces zapalny (tzw. ,,maska zapalna”),
ktore wystepuja w przypadku ok. 20% chorych, takie jak: utrata masy ciata goraczka,
leukocytoza oraz podwyzszony OB. W przypadku lokalizacji w krggostupie moze wystapic¢
ucisku na rdzen kregowy. Moze to prowadzi¢ do pomylek diagnostycznych, np. rozpoznanie
zapalenia kosci i szpiku kostnego. Powoduje to opdznienie wlaczenia wlasciwego leczenia ES.
Przejscie z postaci zlokalizowanej w postac rozsiang istotnie pogarsza rokowanie dziecka. ES
najczesciej przerzutuje do ptuc, innych kosci i szpiku kostnego [40]. W kazdym przypadku
podejrzenia stanu zapalnego kosci i szpiku kostnego i braku poprawy po leczeniu p/zapalnym
lub antybiotykoterapii, lub w razie progresji klinicznej objawow zalecana jest pogtebiona
diagnostyka radiologiczna i histopatologiczna [41].

Do wstepnego rozpoznania ES shuza zdjecia rentgenowskie oraz badania obrazowe takie
jak: tomografia rezonansu magnetycznego oraz tomografia komputerowa. Stosuje si¢ rowniez

badania scyntygraficzne z uzyciem rdéznych substancji znakowanych izotopem takie jak
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klasyczna scyntygrafia kosci lub tzw. PET z opcjg tomografii komputerowej, mogg one ujawnié
obecno$¢ guza w kosci, jednak nie przesadzaja 0 rozpoznaniu. Na podstawie obrazu
mikroskopowego rowniez zwykle trudno jest ustali¢ jednoznaczne rozpoznanie. Markerem
potwierdzajagcym ES jest wykazanie obecno$ci antygenu CD99 w tkance guza. Ponadto
w guzach z rodziny mig¢sakow Ewinga (ESFT) stwierdza si¢ zmiany genetyczne w postaci
nielosowych translokacji chromosomowych skutkujace powstawaniem genow fuzyjnych, ktore
powoduja kodowanie nieprawidtowych czynnikow transkrypcyjnych. U okoto 85% pacjentéw
Z ES sg to translokacje chromosomalne obejmujace chromosomy 11 i 22 (EWS-FLI-1) lub
chromosomy 21 i 22 (15% przypadkoéw) oraz rzadziej spotykane translokacje dla : t(7;11),
t(17;22) oraz t(2;22). W okoto 20% przypadkach migsaka Ewinga obserwuje si¢ inaktywacje
genu pl16 [42,43]. W zwiazku z niskim stopniem zréznicowania komorek ES jego diagnostyka
réznicowa z innymi nowotworami drobnookragtokomorkowymi np. chloniakami
nieziarniczym, migsakiem prazkowanokomorkowym oraz niektorymi typami migsaka
kosciopochodnego bywa trudna i wymaga zastosowania dodatkowych metod biologii
molekularnej oraz badan cytogenetycznych.

2.2.2 Leczenie ES

W przypadku ES do najwazniejszych czynnikow rokowniczych zalicza sig
m.in. wystgpowanie przerzutow odleglych w momencie rozpoznania oraz odpowiedz na
chemioterapi¢ (polega na uzaleznieniu stopnia jego agresywnosci wyrazong odsetkiem zywych
komorek w wycietym guzie po jej zakonczeniu).

Standardem leczenia ES jest skojarzenie chemioterapii  neoadiuwantowej
(przedoperacyjnej), chirurgicznej resekcji guza, z chemioterapig adiuwantowa (pooperacyjng),
a niekiedy dodatkowa radioterapig, megachemioterapig z autologicznym przeszczepieniem
komorek macierzystych szpiku kostnego 1leczeniem podtrzymujacym. W fazie badan
klinicznych pozostaja rozne formy leczenia biologicznego. Przez caly okres leczenia pacjenci
objeci sa opickg psychologiczng irehabilitacyjng [44]. Lekami standardowo
wykorzystywanymi w przedoperacyjnym leczeniu ES sg: winkrystyna, etopozyd, ifosfamid,
daktynomycyna, cyklofosfamid i doksorubicyna [45].

Indywidualizacja leczenia onkologicznego, polega na uzaleznieniu stopnia jego
intensywnosci od obecnosci okreslonych czynnikow prognostycznych. U chorych z wysokim
ryzykiem niepowodzenia terapii stosuje si¢ bardziej intensywne schematy leczenia kosztem

wigkszego ryzyka wystapienia potencjalnych powiktan [46].
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Rokowanie w ES zwykle jest powazne i zalezy m.in. od lokalizacji guza, mozliwos$ci
resekcji chirurgicznej ognisk choroby, obecno$ci makroskopowych przerzutéw odlegtych
W momencie rozpoznania oraz odpowiedzi na zastosowang chemioterapi¢ wstgpng wyrazong
odsetkiem komorek guza, ktore ulegly martwicy. Przyjmuje si¢ Zze obecnos¢ ponizej 10%
zywych komérek w utkaniu guza po zakonczonej chemioterapii neoadjuwantowej §wiadczy o
dobrej odpowiedzi na leczenie i wigze si¢ z lepszym rokowaniem [47].

Wyniki leczenia ES, pomimo postepu jaki dokonat si¢ w ostatnich latach w technikach
operacyjnych, chemioterapii i radioterapii, sg niezadowalajace, zwltaszcza w postaci rozsianej.
U ponad 50% pacjentéw w momencie rozpoznania stwierdza si¢ przerzuty odlegte. Przezycie
5-letnie osigga w zalezno$ci od wyjsciowego stopnia zaawansowania od 36 do 78% pacjentow.
Weczesne rozpoznanie ES i wdrozenie leczenia jeszcze w fazie zlokalizowanej guza znaczgco
zwigksza szans¢ chorego na catkowite wyleczenie [48].

Odkrycie nowych czynnikow prognostycznych w ES mogtoby przyczynic¢ si¢ do dalszej
poprawy wynikow leczenia tego nowotworu oraz do zmniejszenia czesto$ci wystepowania jego

powiktan.
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Rozdzial 3.

Metodyka przeprowadzonych badan

Badania zawarte w powyzszej pracy zostaty zaopiniowane pozytywnie przez Komisje
Bioetyczng Uniwersytetu Rzeszowskiego poprzez:
- uchwate nr 16/02/2016 z dnia 2 lutego 2016 r. dotyczaca projektu badawczego: ,,Techniki
spektroskopii Ramana, spektroskopii w podczerwieni oraz spektrometrii mas TOF-SIMS jako
narze¢dzia dla analizy ludzkich tkanek zmienionych nowotworowo”.
- uchwale nr 6/06/2021/W z dnia 10 czerwca 2021 r. dotyczaca eksperymentu badawczego:
»Wykorzystanie spektroskopii Ramana, spektroskopii w podczerwieni (FTIR) oraz

spektrometrii mas TOF-SIMS do analizy ludzkich tkanek nowotworowych.”

3.1 Medulloblastoma

3.1.1 Charakterystyka badanej populacji. Dane medyczne

Badania przeprowadzono na probkach pobranych od 40 pacjentow z rdzeniakiem
zarodkowym leczonych w latach 2010-2019. Grupe kontrolng stanowita tkanka mézgowia
pobrana od 4 pacjentéw, u ktorych operowanych z przyczyn innych niz choroba nowotworowa.
Niewielka liczba pacjentow w grupie kontrolnej wynika z faktu, ze dostepnos$¢ tkanki
mozgowe]j od zywych, zdrowych osob jest bardzo ograniczona, wrgcz unikalna. Biopsje lub
leczenie chirurgiczne przeprowadzono w Klinice Neurochirurgii Instytutu ,,Pomnik - Centrum
Zdrowia Dziecka” w Warszawie. W kazdym przypadku rozpoznanie histopatologiczne MB
zostalo postawione przez histopatologa z doswiadczeniem w diagnostyce chorob OUN u dzieci.
Sposéb kompleksowego leczenia nowotworéw OUN uzalezniony jest od lokalizacji, stopnia
zawansowania, budowy patomorfologicznej i wieku dziecka. Charakterystyke kliniczng

pacjentow z MB przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Charakterystyka pacjentow. Czas obserwacji liczono od daty operacji do ostatniego badania

kontrolnego.
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Numer Ptec Wiek Podtyp Podtyp Zakres Przerzuty Grupy Leczenie Radiot Remisj | Wznow Czas Zgon
pacjenta | 1-chtopiec [w histologi molekularny resekcji w ryzyka 1- erapia aCR a obserw | 0-nie
/prébki 2- latach czny 1- momencie 1- protokot 1 0—nie 0—nie 0 —nie acji [w 1-tak

dziewczynk w 1- catkowita | rozpoznani | standr A= 1-tak | 1-tak | 1-tak | miesigc
a chwili klasyczny 2- a dowe protokét 2 ach]
biopsji] 2- prawie 0 —nie 2- [49]
desmopl catkowita 1-tak wysoki
astyczny/ 3- e
guzkowy czesciowa
3- 4 -
anaplasty biopsja
czny/duz
e
komorki
non WNT,
non SHH,
C-Myc(-),
1. 1 9 4 N-Myc (-) 3 1 2 1 1 1 0 14 0
nonSHH
non WNT
2. 1 18 1 C-myc - 3 1 2 1 1 0 0 9 0
3. SHH/tp53
1 22 2 wildtype 1 0 1 3 1 1 0 18 0
non SHH
non WNT
C-Myc (-)
4. 1 10 4 N-Myc (+) 1 0 2 1 1 1 0 5 0
nonSHH
non WNT
C-Myc (-)
5. 1 4 1 N-Myc (-) 1 1 2 1 1 1 0 37 0
nonSHH
nonWNT
C-Myc (-)
6. 2 5 6 N-Myc (+) 1 0 2 1 1 1 0 28 0
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15

WNT

33

SHH

10

nonSHH
non WNT
C-Myc (-)
N-Myc (-)

29

10.

nonSHH
non WNT
C-Myc (-)
N-Myc (-)

29

11.

14

non SHH
non WNT
C-Myc (-)
N-Myc (-)

12.

nonSHH
nonWNT
C-Myc (-)
N-Myc (-)

15

13.

nonSHHno

nWNT C-

Myc(-) N-
Myc(-)

14.

nonSHHNo

nWNT C-
Myc (-),

N-Myc (-)

51

15.

SHH

14

16.

nonSHHnNo

NnWNT C-

MyC(-), N-
Myc(-)

23



17.

nonSHHno

nWNT C-

Myc(-), N-
Myc(-)

13

18.

nonSHHno

nWNT C-

Myc(-), N-
Myc(-)

52

19.

11

nonSHHno

NWNT C-

Myc(-), N-
Myc(-)

46

20.

nonSHHno

NWNT C-

Myc(-), N-
Myc(-)

21.

non SHH,
non WNT,
C-Myc (-),
N-Myc (-)

47

22.

nonSHHno

nWNT C-

Myc(-) N-
Myc(+)

23.

nonSHHno

nWNT C-

Myc(-) N-
Myc(-)

55

24.

nonSHHno

nWNT C-

Myc(-) N-
Myc(-)

60

25.

12

nonSHHnNo

nWNT C-

Myc(-) N-
Myc(-)

24



26.

10

nonSHHNo
NWNT C-

Myc(-)

217.

nonSHHNo
NWNT C-

Myc(-)

112

28.

WNT

75

29.

nonSHHNo
nWNT C-

Myc(-)

51

30.

nonSHHno

nWNT C-

Myc(-) N-
Myc(-)

48

31.

nonSHHnNo

nWNT C-

MyC('), N-
Myc(-)

49

32.

SHH z
mutacja
P53

33.

nonSHHno

nWNT C-

MyC('), N-
Myc(-)

78

34.

non SHH,
non
WNT,C-
Myc (-),
N-Myc (-)

72

35.

nonSHHnNo

nWNT C-

Myc(-), N-
Myc(-)

54
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36.

12

WNT

76

37.

nonSHHno

nWNT C-

Myc(-), N-
Myc(-)

67

38.

nonSHHno

NWNTC-

Myc(-) N-
Myc(-)

75

39.

nonSHHno

NWNT C-

Myc(-), N-
Myc(-)

87

40.

nonSHHnNo
NWNT C-
Myc N-
Myc
ujemne

121
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W dalszej czg$ci pracy analizie poddano nastepujace grupy pacjentow:
- MB vs kontrola
- ze wzgledu na podtyp histologiczny: 1 (klasyczny) vs 2 (desmoplastyczny/guzkowy) vs 3
(anaplastyczny/duze komorki)
- posta¢ zlokalizowana vs przerzutowa

- wznowa choroby vs brak wznowy

3.1.2. Preparatyka probek — probki parafinowe

Do analizy za pomocg spektroskopii wibracyjnej uzyto tkanek MB oraz kontrolnych
tkanek mozgowia utrwalonych w formalinie (formalin-fixed paraffin embedded (FFPE)
tissues), ktore nastepnie zostaly zatopione w bloku parafinowym. Bloczki histopatologiczne
zatopionych w parafinie tkanek mozgu zostaty pocigte na skrawki o grubosci 10 mikrometrow
(um) oraz natozone na szkietka z fluorku wapnia (CaFz). Wybrano je ze wzglgdu na wysoka
transmitancja dla promieniowania elektromagnetycznego z zakresu IR oraz niska dyspersje
wspotczynnika zatamania $wiatla. Kazda probka byta naktadana na szkietka w trzech

powtdrzeniach.

3.2 Miesak Ewinga

3.2.1 Charakterystyka badanej populacji. Dane medyczne

Badania przeprowadzono na probkach pobranych od 27 pacjentdéw z rozpoznaniem
kostnej postaci ES leczonych w latach 2011-2017. Leczenie chirurgiczne przeprowadzono
w Klinice Chirurgii Onkologicznej Instytutu Matki 1 Dziecka w Warszawie. Kazde rozpoznanie
histopatologiczne bylo weryfikowane przez histopatologa posiadajacego doswiadczenie
w diagnostyce guzoéw kosci 1 tkanek migkkich. Przed usunigciem guza pacjentéw poddano
chemioterapii przedoperacyjnej sktadajacej si¢ z 6 cykli VIDE: winkrystyna, ifosfamid,
etopozyd, doksorubicyna. Wstepng diagnostyke oraz ocene¢ odpowiedzi na chemioterapie
przeprowadzono zgodnie ze standardami protokotu Euro-EWING 2008 [50]. Charakterystyke

kliniczng pacjentéw przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Charakterystyka pacjentow. Czas obserwacji liczono od daty operacji do ostatniego badania

kontrolnego.
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Remisja

Numer e \[/v\(IiEk Przerzuty : : CR
pacjenta | 1 cglomec latach | w momencie Raglcit(;rizpla 0— nie Wznowa | Czas
/prébki dziewc;ynka - rozpqznania Odsetgk . obserwacji Zgon.
chwili | 0— nie 1 —tak 1_tak |martwicy |0—nie |[w 0 —nie
biopsji] | 1 — tak [%] 1-—tak | miesigcach] |1 —tak
1 2 9,5 1 1 1 100 0 69 0
2 2 13 0 0 1 100 1 39 0
3 2 14,5 0 1 1 95,6 0 31 0
4 2 7 1 1 1 100 0 29 0
5 2 5 1 0 1 95,5 0 24 0
6 2 8 1 0 0 100 0 17 0
7 2 9,5 0 1 1 99 0 20 0
8 2 15 1 1 1 95 0 63 0
9 2 11,5 1 0 1 100 0 32 0
10 1 12 0 0 1 78 0 53 0
11 1 16 0 0 1 100 0 15 0
12 2 7 1 0 1 100 0 15 0
13 2 14 1 1 0 95 1 34 1
14 1 14,5 1 1 1 100 1 61 0
15 2 18 1 1 1 99 1 70 0
16 2 12 0 1 1 80 1 36 1
17 1 14,5 1 1 1 94,4 1 24 1
18 1 16,5 0 1 1 30 1 28 0
19 1 17,5 0 1 1 61,8 1 12 0
20 1 9 0 1 0 66 1 14 1
21 1 20 0 1 0 60,6 1 21 1
22 1 16 1 1 1 0 1 18 1
23 2 16 0 0 1 100 1 17 0
24 1 1 0 1 100 1 22 1
25 2 7 1 0 1 100 1 47 0
26 1 18 1 1 1 99,8 1 27 1
27 1 17 1 1 0 92 1 17 1
|- 12 chiopcow Zakres: Zakres:
Razem: 15 5-20 12-_70
ceiowezynek | M55 | N1 | Nie10 | Nies | 000 | nes | ais | nieis

3.2.2 Preparatyka probek — odparafinowane probek

Do analizy za pomoca spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR)

uzyli$my blokéw parafinowych trzech rodzajow tkanek utrwalonych w formalinie (formalin-

fixed paraffin embedded (FFPE) tissues). Pierwszy z blokow parafinowych to tkanka

nowotworowa pobrana w wyniku biopsji diagnostycznej, ktéra zostala wykonana przed

podjeciem leczenia. Drugi blok zawiera material guza po chemioterapii przedoperacyjnej.
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Trzeci blok to prawidtowa tkanka kostna pobrana od danego pacjenta w strefie poza obszarem
naciekania nowotworu.

Bloczki histopatologiczne zatopionych w parafinie tkanek kosci zostaly precyzyjnie
pocigte na odcinki o grubosci 10 mikrometréw (um) przy uzyciu mikrotomu rotacyjnego.
Skrawki tkanek FFPE byly w kolejnym etapie naktadane na szkietka z fluorku wapnia (CaF>).
Kazda probka byta naktadana na szkietka w trzech powtoérzeniach.

Nastepnie dokonano odparafinowania tkanek poprzez ptukanie prébek w dwodch
zmianach ksylenu, natomiast nawodnienie odbyto si¢ poprzez plukanie w szeregu
alkoholowym, poczawszy od alkoholu absolutnego czyli 99,8% poprzez 96% alkohol, 80%
alkohol, az do 70% alkoholu.  Badane probki plukano w wodzie destylowanej

I wysuszono. Inkubacja kazdego z roztworéw trwata po 5 minut.

3.3 Spektrometr Ramana — charakterystyka, parametry pomiaru

Do pomiaru widm oscylacyjnych uzyto spektrometru ramanowskiego SmartRaman
DXR firmy Thermo Scientific. Jako Zrddta promieniowania wykorzystano laser o dlugosci
emitowanej fali elektromagnetycznej 780 nm. Pomiary wykonano w zakresie przesunigcia
Ramana od 100 do 3700 cm™, natomiast analizie poddano zakres ,.fingerprint region” dla
probek ramanowskich 500-1800 cm™. Zastosowano rozdzielczosé¢é widmowa 4 cm™.
W przypadku probek nasyconych parafing jak i odparafinowanych jako tto zastosowano pomiar
powietrza. Otrzymane widma oscylacyjne poddano nastepnie procedurze korekceji linii bazowej
(Rubberband, liczba punktéw bazowych wynosita 64) oraz normalizacji wektorowe;.
Wszystkie pomiary wykonano w trzech powtoérzeniach. Obliczono $rednie wartosci liczb
falowych dla poszczegdlnych grup funkcjonalnych w celu pordwnania ich intensywnosci dla
kazdego rodzaju badanej tkanki oraz kazdej badanej podgrupy. Pomiary przeprowadzono

w Instytucie Fizyki Jadrowej im. Henryka Niewodniczanskiego Polskiej Akademii Nauk.

3.4 Spektrometr w podczerwieni — charakterystyka, parametry pomiaru

Do pomiaru uzyto spektroskopu w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FT-IR),
Vertex 70v firmy Bruker. Skrawki tkanek badano w technice ostabionego catkowitego odbicia
w $rednim zakresie podczerwieni (400-4000 cm™), przy wykorzystaniu jednoodbiciowej
przystawki ATR (Attenual Total Reflectance) z krysztalem diamentowym. Liczba skanow 32
przy rozdzielczosci widmowej 2 cm™t. Dokonano analizy widmowej w zakresie 800-3500 cm™

liczby falowej.
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W  widmach FTIR mozna wyr6zni¢ trzy zasadnicze grupy odpowiadajace
podstawowym sktadnikom budulcowym komorek tj.: pasma kwaséw nukleinowych (1000 -
1250 cm™t), biatek (1500 - 1560 cm™,1600 - 1700 cm™) oraz lipidow (2800 - 3000 cm™) [51].

W przypadku probek nasyconych parafing, jak i odparafinowanych jako tlo
zastosowano pomiar powietrza. Wszystkie pomiary wykonano w trzech powtodrzeniach.
Uzyskane widma oscylacyjne poddano normalizacji wektorowej (w celu uniknigcia
roznicowania wzgledem grubosci probki) oraz korekcji linii bazowej (concave rubberband
correction) liczba punktéw bazowych wynosita 64. Obliczono $rednie wartosci liczb falowych
dla poszczegolnych grup funkcjonalnych w celu porownania ich intensywnosci dla kazdego
rodzaju badanej tkanki oraz kazdej badanej podgrupy. Widma IR drugiej pochodnej uzyskano
przy zastosowaniu 13 punktéw wygladzania zgodnie z protokotem Savitzky-Golay. Pomiary
zostaly wykonane w Pracowni Spektroskopii w Dalekiej Podczerwieni Centrum Innowacji

i Transferu Wiedzy Techniczno-Przyrodniczej Uniwersytetu Rzeszowskiego.

3.5 Analiza danych spektralnych

W celu uzyskania informacji o podobienstwie migdzy probami 1 wykluczeniu wartos$ci
odstajacych, przeprowadzono hierarchiczng analiz¢ skupien (HCA). Stuzy ona do dzielenia
obserwacji na grupy (klastry) na podstawie podobienstw migdzy nimi. Odlegtosci spektralne
obliczono jako odlegtos¢ euklidesowa, a poszczegélne klastry wyodrebniono zgodnie
z algorytmem grupy parowanej (UPGMA). Ponadto w celu uzyskania informacji o zmienno$ci
widm w zaleznos$ci od rodzaju probek przeprowadzono analiz¢ sktadowych glownych (PCA).
Principal Component Analysis jest technikg matematyczng opartg na transformacji liniowe;,
czgsto stosowang w badaniach spektroskopowych. Glownym celem analizy PCA jest
uproszczenie (redukcja liczby zmiennych), identyfikacja réznych wzorcéw w ztozonych
danych oraz wykrycie korelacji miedzy zmiennymi [52]. Analiza gldownych komponentow
generuje nowy zestaw zmiennych, zwanych skltadowymi glownymi. Kazdy gtowny skladnik
jest liniowag kombinacjg oryginalnych zmiennych. Ostatecznie zmniejsza si¢ wymiarowos¢
duzych zbiorow danych, w celu wizualizacji og6lnej zmiennosci, ktéra mozna osiggnaé za
pomoca wykresow wynikéw 1 obcigzen. W przypadku analizy PCA przeprowadzanej na
widmach FTIR oraz Ramana zmiany wynikaja ze spektralnej wielowymiarowosci, na ktorg
moze wplywaé: zmiana konformacji czasteczki, wzrost lub spadek poszczegélnych stezen

r6znych sktadnikéw biochemicznych, w tym lipidow, biatek i kwasow nukleinowych.
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Obie procedury przeprowadzono na drugiej pochodnej danych w obszarach ,.fingerprint
region”:
a) Dla danych z spektroskopii w podczerwieni FTIR migdzy 800 cm™ a 1800 cm™
(z wylaczeniem sekcji parafiny 1350-1500 cm™?).
b) Dla danych ramanowskich miedzy 500 cm™ a 1800 cm™? z wylgczeniem sekcji parafin
dla pikéw znajdujacych si¢ na poziomie: 1065 cm™, 1131 cm, 1296 cm™ oraz 1449 cm-
11j. zakresow 1025-1160 cm™?, 1250-1330 cm?, 1400-1500 cm.

Usrednione widma FTIR drugiej pochodnej wykorzystano do obliczenia skladu
procentowego struktury drugorzedowej biatka (a-helisa, B-kartka i B-zwrot) w obszarze
spektralnym zastosowanego pasma amidu | (1600cm* do 1700cm™?).

Analiz¢ danych przeprowadzono za pomocg programoéw: OPUS 7.0, WiRE 5.3, Past
software 4.04 oraz KnowltAll Academic Edition. Dodatkowo obliczono analiz¢ dynamiki
widm w $rodowisku Matlab Simulink (MathWorks, Natick, MA).

Uczenie maszynowe ML - (ang. Machine Learning) wykonano poprzez wykorzystanie
3 roznych algorytmoéw: drzewa decyzji (C5.0), lasu losowego (RF, ang. Random Forest) oraz
k najblizszych sasiadow (KNN, ang. k Nearest Neigbours). Eksperymenty wykonano metoda
10-krotnej skros$nej walidacji (ang. 10-fold Cross Validation), ktora dla takich danych jest
standardem w dziedzinie ML.
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Rozdzial 4.

Wyniki — Medulloblastoma

4.1 Analiza spektralna widm FTIR

Uzyskane dane spektralne $redniej FTIR ze wszystkich ztosliwych tkanek
nowotworowych mézgu MB (czarny) i sredniej grupy kontrolnej (czerwony) przedstawiono na
Wykresie 1. Zakres pomiarowy 800-3500 cm™ z wykluczonym obszarem wolnym od
podczerwieni 1800-2800 cm™. Ze wzgledu na parafinowy charakter probek w pracy
wykluczono z zaawansowanych analiz zakres, w ktorym wystepuja piki pochodzenia
lipidowego (2800-3500 cm™). Na Wykresie nr 1 oraz w Tabeli nr. 3 odnotowano jednak ich
potozenia charakterystyczne.

0118 T T T I T /,// T T T

0,16 | Kontrola —
n —_— MB _
0,14 —

0,12 - -
0,10 - —
0,08 - -

0,06 - -

Absorbancja [a.u.]

0,04 -

0,02 - -

0,00 | o —

S L
v

-0,02 : ' : '
500 1000 1500

Liczba falowa [ecm™]

1 L 1
3000 3500

Wykres 1. Widma FTIR $redniej ztosliwej tkanki nowotworowej mozgu - rdzeniaka (czarny) i $redniej
grupy kontrolnej (czerwony). Zakres pomiarowy 800-3500 cm™™.
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Tabela 3. Widma FTIR $redniej grupy kontrolnej oraz sredniej ztosliwej tkanki nowotworowej mozgu
- rdzeniaka. Zakres pomiarowy 800-3500 cm™.

Kontrola Absorbancja [a.u.] MB Absorbancja [a.u.]
889 0,003 889 0,003
brak brak 964 0,002
1063 0,004 1061 0,007
1125 0,002 brak brak
1168 0,001 1168 0,001
1232 0,003 1232 0,006
1302 0,001 1301 0,001
1377 0,009 1377 0,009
1466 0,047 1465 0,043
1541 0,008 1538 0,015
1650 0,015 1647 0,025
2847 0,128 2847 0,118
2915 0,163 2915 0,148
2956 0,031 2956 0,03
3283 0,001 3283 0,003

4.1.1 Przypisanie charakterystycznych pasm w poszczegolnych podtypach histologicznych.

Ze wzgledu na rozpoznanie histopatologiczne badane tkanki rdzeniaka zarodkowego
podzielono na trzy grupy. Pierwsza zawierata podtyp klasyczny - 21 pacjentow (kolor zielony).
Druga grupa to podtyp desmoplastyczny/guzkowy - 5 pacjentow (kolor czarny). Trzecia grupa
bloczkow FFPE pochodzita z tkanek zawierajacych podtyp anaplastyczny/duze komorki

- 4 przypadki (zaznaczono na niebiesko).
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Wykres 2. Srednie widma spektroskopii FTIR dla MB podtypu: 1- klasycznego (kolor zielony),
2 - desmoplastycznego/guzkowego (kolor czarny), 3 - anaplastycznego/duze komorki (kolor niebieski)

oraz grupy kontrolnej (kolor czerwony). Zakres pomiarowy 800-3500 cm™.

Porownanie = najwazniejszych pikow odpowiadajacym poszczegdlnym grupom
funkcyjnym dla kontroli oraz dla kazdego podtypu histologicznego wraz z opisem pasm

charakterystycznych przedstawiono w Tabeli 4.
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Tabela 4. Czestotliwosci drgan pikéw i ich przypisania w roznych podtypach histologicznych
w widmach FTIR [53-57].

Podtyp Podtyp
Podtyp | desmoplastyczny/ | anaplastyczny/
Kontrola | klasyczny guzkowy duze komorki Przypisanie biochemiczne gtéwnych pasm
889 889 888 889 C-C, C-O deoksyryboza (weglowodany, kwasy nukleinowe)
920 921 920 920 C—C oa-helisa, region fosfodiestrowy (kwasy nukleinowe)
brak 964 964 964 C—C, C—O0 dezoksyryboza (kwasy nukleinowe)
drgania C—O dezoksyryboza/ryboza (kwasy nukleinowe,
1063 1060 1062 1062 lipidy)
brak 1087 1085 1090 symetryczne zginania PO2 (kwasy nukleinowe)
C—O0, C—C, PO4 (weglowodany, kwasy nukleinowe,
1125 brak brak brak RNA)
1168 1168 1168 1168 C—C, C—O0OH, C—O0 drgania rozciagajace (bialka)
C—C rozciagajace, C—H zginajace, C—O rozciagajace,
dezoksyryboza/ryboza,
1233 1232 1233 1233 DNA, RNA (kwasy nukleinowe)
1303 1302 1301 1301 deformacja N—H cytozyny (kwasy nukleinowe, lipidy)
brak brak brak 1341 CH3 drgania symetryczne (biatka)
1377 1377 1377 1377 piki parafinowe, deformacja CH3, amid III (lipidy, biatko)
piki parafinowe, drgania zginajace bialek CH2 i CH3
1466 1466 1465 1465 metylu,
drgania nozycowe CH2 (lipidy)
1541 1538 1539 1538 Amid II: drgania zginajagce N—H oraz drgania rozciggajace
C—N (biatka)
1650 1647 1646 1648 Amid I: drgania rozciagajace C-O (biatka)
1737 brak 1737 1734 drgania C-O (glownie lipidy, biatka)
piki pochodzace z parafiny, naktadajace si¢ na symetryczne
2847 2847 2847 2847 drgania rozciggajace CH2 (gléwnie lipidy, biatka)
piki pochodzace z parafiny, nakladajace si¢ na asymetryczne
2915 2915 2915 2915 drgania rozciggajace CH2 (gtéwnie lipidy, biatka)
piki pochodzace z parafiny, nakladajace si¢ na asymetryczne
2956 2956 2956 2956 drgania rozciggajace CH3 (gtéwnie lipidy, biatka)
drgania rozciagajace grup NH w tancuchach peptydowych
oraz drgan
3283 3283 3283 3282 rozciagajacych grup funkcyjnych wody (biatka, woda)

Analiza widma na Wykresie 2 oraz danych zawartych w Tabeli 4 ukazuje widoczne
przesunigcia niektorych pikow w $rednim widmie z probek kontrolnych a w stosunku do
odpowiadajacym im pikom w $rednim widmie MB. W probkach kontrolnych nie
zarejestrowano piku przy 964 cm™ liczby falowej zwigzanego z ugrupowaniami C-C, C-O
dezoksyrybozy w kwasach nukleinowych, w przeciwienstwie do probek nowotworowych,

w ktorych pik ten znajduje si¢ w kazdym podtypie histologicznym na tym samym poziomie.
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W prébkach MB uwidoczniono duze przesunigcia przypisane do symetrycznego drgania
rozciagajacego dla ugrupowania POz: 1087 cm™ dla podtypu klasycznego, 1085 cm™ dla
podtypu desmoplastycznego i 1090 cm™ dla podtypu anaplastycznego. Dodatkowo w zdrowej
kontroli tego piku nie zaobserwowano.

Zmiany zawarto$ci RNA monitorowano przy piku 1125 cm™ liczby falowej. Obecnosé
tego prazka odnotowano tylko w probkach kontrolnych. Ciekawym przypadkiem jest pik 1341
cm, ktory wystepuje tylko w podtypie anaplastycznym MB, przypisuje sic go drganiom
symetrycznym CHsz w biatkach. Dodatkowo u pacjentow z tkankami nowotworowymi
zaobserwowano, ze piki przypisane biatkom: 1541 cm™ (amid I1) i 1650 cm™ (amid I) wykazuja
przesunigcie do nizszych liczb falowych w poréwnaniu z probka kontrolng. Zaobserwowano
rowniez brak wystepowania piku 1737 cm™ w klasycznym podtypie MB, a w pozostatych

analizowanych tkankach potwierdzono jego obecnos¢.

4.1.2 Analiza pasm sktadowych regionu drgan grup funkcyjnych nalezgcych do amidu I-
rzedowego. Okreslenie struktury drugorzedowej biatka w poszczegolnych podtypach
histologicznych.

Analiza widm FTIR wykazala znaczace przesunigcia pikdw absorbancji amidu I
pomiedzy poszczegdlnymi typami histologicznymi rdzeniaka zarodkowego. W celu dalszego
zbadania tych réznic wykonano rozplot (ang. ,,Peak fitting ”) tj. rozktad na poszczegolne pasma
sktadowe.

Réznorodnos¢ wiazan chemicznych i grup, ktére sktadajg si¢ na widmo oscylacyjne
biatka amidowego I, utrudnia jego interpretacje. W tym celu region od 1600 cm™ do 1700 cm
! biatka amidu I zostal przeksztatcony w druga pochodna, co pozwolito na tatwa identyfikacje
potozenia prazkow sktadowych [58,59]. Minima drugiej pochodnej ukazaly pozycje
poszczegblnych linii widmowych dla kazdej z nich przypisano okreslong konformacje biatka

(z wykorzystaniem danych literaturowych) [60,61].
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Tabela 5. Przypisanie pozycji pasma amidu I do struktury drugorzedowej biatka [cm™].

Struktura

drugorz¢dowa PUEiLE Podtyp

bialka Podtyp desmoplastyczny/ anaplastyczny/
Kontrola klasyczny guzkowy duze komorki

p-kartka 1631 1630 1631 1630

B-kartka 1641 1641 1641 1641

o-helisa 1652 1649 1648 1649

o-helisa 1658 1659 1659 1659

p-zwrot 1680 1679 1680 1680

B- kartka 1691 1691 1691 1691

Nastepnie przeprowadzono Gaussowska dekompozycje (rozplot) biatka, czyli podziat
na poszczegblne pasma sktadowe dla srednich probek kontrolnych i probek MB w trzech
podtypach (Wykres 3). Stosujac tylko pozycje pikow z widma drugiej pochodnej dla
analizowanej probki znaleziono 6 roéznych pikow w regionie amidu I. Otrzymane pozycje
pikow z przyporzadkowanymi im odpowiednimi strukturami drugorzgdowymi zebrano
w Tabeli 5. Pozycje linii obserwowanych po dekompozycji amidu I dla probek MB sg bardzo
podobne (przesuniecie na poziomie 1 cm™). Wyjatkiem jest tutaj linia zwigzana z o-helisg
i zlokalizowana w prébce kontrolnej na poziomie 1649 cm™ liczby falowej, dla wszystkich
tkanek z rdzeniakiem zarodkowym mozemy zaobserwowac spadek do nizszych liczb falowych.
Linie znajdujace sie w zakresie spektralnym 1648-1659 ¢cm™ odpowiadajg strukturze biatka
a-helisy. Pasma przy 1631, 1641 i 1691 cm™ sg przypisane do B-kartki (B-harmonijki) [62].
Ostatnia znaleziona struktura w naszych probkach to zwrot B, co jest zwigzane z liniami

zarejestrowanymi z obszaru okoto 1680 cm™ [63-65].
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Wykres 3. Dopasowanie krzywej pasma amidu | dla kontroli i rdzeniaka zarodkowego w trzech
podtypach histologicznych: klasycznym, desmoplastycznym/guzkowym i anaplastycznym/duze

komorki.

Sktad procentowej struktury drugorzgdowej biatka w strukturze catkowitego biatka dla
kazdego podtypu histologicznego (wedlug wzglednej powierzchni prazkow skladowych)
przedstawiono w Tabeli 6 i na Wykresie 4. Wystepujace réznice w konformacji biatka mogg
by¢ wynikiem zmian jakie zaszty w komorce po transformacji nowotworowej. Stwierdzono, ze
struktura i organizacja struktur biatkowych rozni si¢ w roznych typach histologicznych. Istotne
zmiany dotycza powierzchni zarejestrowanych linii struktur biatkowych. Najwigksze roznice
odnotowano w widmach FT-IR pasma amidu I dla struktury p-kartki w podtypie
desmoplastycznym/guzowym, gdzie nastapit wzrost wartosci (73,7%) w poréwnaniu z kontrolg
(68,5% ). W przypadku udziatu struktury a-helisy w podtypie desmoplastycznym/guzowym
wartosci wynosity 15,8%, podczas gdy w kontroli zaobserwowano wzrost do wartosci

wyzszych (19,5%).
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Tabela 6. Sktad procentowej struktury drugorzgdowej biatka w kazdym podtypie histologicznym,
wedhug wzglednej powierzchni pasm sktadowych.

p-kartka a-helisa inne
[%0] [%0] [%6]
Kontrola 68,5 19,5 12,0
Podtyp klasyczny 68,2 21,2 10,6
Podtyp 73,7 15,8 10,5
desmoplastyczny/
guzkowy
Podtyp 70,5 23,6 59
anaplastyczny/
duze komorki
80 wp-kartka w o-helisa = inne
70
60
50
S, 40
30
20
10 I B } " "
| I 3 =
. L] a [] L]
Kontrola Podtyp Podtyp Podtyp
klasyczny desmoplastyczny/ anaplastyczny/
guzkowy duze komorki

Wykres 4. Procentowy sktad struktury drugorzedowej biatka dla kontroli i rdzeniaka zarodkowego
w roznych podtypach histologicznych: klasycznym, desmoplastycznym/guzkowym i anaplastycznym/

duze komorki.

Biorgc pod uwagg roéznice w sktadzie procentowym a-helisy pomiedzy poszczegdlnymi
podtypami histologicznymi (Wykres 4) oraz jej przesunigcie szczytu liczby falowej dla probek
rdzeniaka zarodkowego wzgledem kontroli (zawarte w Tabeli 5) zauwazono najwigksze
roznice dla podtypu desmoplastycznego/guzkowego dlatego tez w dalszej czg$ci pracy

wykonano dodatkowe analizy PCA (Wykresy 7 oraz 8) i HCA (Wykres 9).
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4.1.3 Statystyczne analizy wielowymiarowe dla poszczegolnych podtypow histologicznych.

Otrzymane $rednie widma dla kazdego podtypu histologicznego MB oraz zdrowych
pacjentow poddano analizie gtownych sktadowych (PCA) i hierarchicznej analizie skupien
(HCA) (Wykresy 5 i 6). Druga pochodng widm analizowano w zakresie ,,fingerprint region”,

z wylaczeniem regionéw odpowiadajacych parafinie w celu uniknigcia zafalszowania danych.
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Wykres 5. Analiza PCA widm ATR-FTIR dla MB podtypu: klasycznego (kolor zielony),
desmoplastycznego/guzkowego (kolor czarny), anaplastycznego/duze komorki (kolor niebieski) oraz
grupy kontrolnej (kolor czerwony). Wykres dla s$rednich probek z ujetymi réznicami w sktadzie
biochemicznym przedstawiony w obszarze ,,fingerprint region”. Analize przeprowadzono na drugiej

pochodnej widma.

Analiza gtownych sktadowych (PCA) zostata przedstawiona na Wykresie nr 5. Wykres
punktowy ukazuje wyrazny podzial na dwa klastry, pod wzgledem komponentu 1. Pierwszy

z nich jest przesunigty w kierunku dodatnich wartosci dla PC1 i zawiera wszystkie podtypy
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histologiczne MB badanych probek, co oznacza, ze sg one do siebie podobne pod wzgledem
sktadu chemicznego. Mozna zaobserwowac szczegolnie silne podobienstwo miedzy
klasycznym podtypem (kolor zielony) a probkami podtypu anaplastycznego (niebieski),
co sugeruje bardzo bliskie utozenie probek wzgledem siebie. Natomiast probka kontrolna jest
przesuni¢gta w przestrzeni wykresu w kierunku ujemnych wartosci dla PC1, co wskazuje na

istnienie w niej innych ugrupowan biochemicznych pod wzgledem jakosciowym i/lub

ilo§ciowym.
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Wykres 6. Analiza HCA widm ATR-FTIR dla grupy kontrolnej (kolor czerwony) oraz MB podtypu:
anaplastycznego/duze komorki (kolor niebieski), klasycznego (kolor zielony), desmoplastycznego/
guzkowego (kolor czarny). Wykres dla $rednich probek z ujgtymi réznicami w sktadzie biochemicznym

przedstawiony w obszarze ,,fingerprint region”. Analiz¢ przeprowadzono na drugiej pochodnej widma.
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Analiza HCA (hierarchiczna analiza skupien) potwierdza wyniku uzyskane w PCA
(Wykres 5). Dendrogram hierarchicznej analizy skupien (HCA) utworzyl dwa poczatkowe
klastry. Probki kontrolne zostaty sklasyfikowane jako klaster pierwszy. Natomiast drugi Klaster,
zawiera probki MB. Podobnie jak w analizie PCA tutaj rowniez wida¢ silne podobienstwa
miedzy probkami podtypu klasycznego (zielony) i anaplastycznego (niebieski). Opisane
analizy PCA 1 HCA potwierdzaja, ze komoérki nowotworowe MB posiadaja zmieniong strukture
w analizowanym zakresie przypisanym do biatek i kwaséw nukleinowych. Uzyte metody
klasyfikacji pokazuja, ze w analizowanym zbiorze probek mozliwe jest odrdznienie zdrowej

tkanki mézgu od tkanki z MB za pomocg spektroskopii FTIR.
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Wykres 7. Analiza PCA poszczegélnych widm spektroskopii ATR-FTIR grupy kontrolnej (kolor
czerwony) oraz podtypu desmoplastycznego/guzkowego (kolor czarny). Dwuwymiarowy (2D) wykres
wynikéw dla probek z roznicami w sktadnikach biochemicznym przedstawiony w obszarze ,,fingerprint

region”. Analizie poddano kazdy indywidualny pomiar.

Graficzne przedstawienie zmiennych w wyniku analizy PCA na Wykresie 5 ukazato, ze
$rednia z kontroli oraz $rednia dla typu desmoplastycznego znajduja si¢ po przeciwnych
stronach co oznacza ich silnie ujemnie skorelowane. Dlatego tez na Wykresie 7 przedstawiono

dodatkowa analize komponentow podstawowych tych probek biorac pod uwage kazdy
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indywidualny pomiar probek. Na jej postawie mozna stwierdzi¢, ze istniejg wyrazne roznice w
widmie FTIR migdzy tkankami prawidlowymi a podtypem desmoplastycznym MB. Wykres
punktowy ukazuje wyrazny podziat na dwa klastry, oznaczone kolorami: czerwonym dla grupy
kontrolnej oraz czarnym dla podtypu desmoplastycznego/guzkowego. Grupa kontrolna
znajduje si¢ w centralnej czesci wykresu, w przeciwienstwie do bardziej rozproszonej grupy
z MB (co moze by¢ spowodowane faktem wigkszej ilosci pomiarow grupy MB). Komponent 1
(PC1) wyjasnia 76% zmiennosci danych. Klastry sg nieznacznie ze sobg zmieszane w centralne;j
czesci grafu, jednakze wzor ten jest charakterystyczny dla probek biologicznych. Wyjatkiem
zachodzgcym/taczacym si¢ z probkami kontrolnymi sg pomiary uzyskane od pacjenta nr 25.
Byl to jedyny z badanej grupy pacjent z rozpoznanym podtypem desmoplastycznym/
guzkowym MB, u ktorego wystapity przerzuty.

Wykres 8 zawiera obcigzenia dla PC1 (komponent 1) z analizy PCA, ktora wyrazata
prawie 76% informacji pierwotnego zbioru danych. Klaster czerwony (probki kontrolne) jest
przesunigty w przestrzeni wykresu w kierunku dodatnich wartosci dla PC1, co odpowiada
ujemnym warto$ciom na wykresie obcigzen. Natomiast klaster czarny (MB) jest przesunigty
w kierunku ujemnych wartos$ci dla tego samego komponentu, co odpowiada dodatnim
warto§ciom na wykresie obcigzen.

Dodatnie tadunki na PC1 nalezg do szczytu liczby falowej 1648 cm™, jak wspomniano
wczesniej, jest ona zwigzana ze strukturg a-helisy w amidzie I, ten wynik potwierdza
poprzednie analizy nad dekonwulacjg (rozdziat 4.1.2) oraz silny wplyw drugorzedowych
struktur biatek w procesie nowotworzenia. Dodatkowe rdznicujace piki znajduja si¢ na
poziomie 1539 cm?, 1233 cm™ i 964 cm™* (odpowiednie przypisy znajduja sie w Tabeli 4). Jak
pokazano na wykresie obcigzenia, najbardziej widocznym negatywnym czynnikiem, ktory
odréznia podtyp desmoplastyczny od kontrolnego, jest obcigzenie przy 1702 cm™. Kolejne
ujemne tadunki wskazano na 1600 cm™ i 1562 cm™. Wszystkie te piki wynikajg z pasm amidu
I (rozcigganie CO 1 CN, zginanie NH) 1 amidu II (zginanie NH, rozcigganie CN) w zakresie
1500-1700 cm [66].
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Wykres obcigzen dla PCA
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Wykres 8. Wykres obcigzen PC1 dla PCA z Wykresu 7. Analizy przeprowadzono na widmach ATR

FTIR drugiej pochodnej w obszarze ,,fingerprint region”.

Analiza HCA (Wykres 9) potwierdza, ze widma FTIR w zakresie ,.fingerprint region”
sa w stanie sklasyfikowa¢ dane w dwodch klastrach, ktore odpowiadaja podtypowi .
desmoplastycznym/guzkowym MB (kolor czarny), oraz tkance kontrolnej (czerwony).

Jedynym wyjatkiem, podobnie jak w PCA, jest pacjent nr 25.
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Wykres 9. Hierarchical Cluster Analysis (HCA) ze spektroskopii ATR-FTIR drugiej pochodnej widma

kontrolnego (kolor czerwony) i podtypu desmoplastycznego/guzkowatego MB (kolor czarny).

Przeanalizowano kazdy indywidualny pomiar.

4.1.5. Analiza dynamiki absorbanc;ji

W celu poszukiwania markeréw diagnostycznych, wykonano analiz¢ dynamiki
absorbancji widm FTIR [67,68] uzyskanego z tkanki MB oraz z tkanki kontrolnej. Technika ta
jest oparta na analizie r6znic pomigdzy $rednim widmem uznanym za widmo wzorcowe (np.
prawidlowa tkanka niezmieniona patologicznie) a $rednim widmem badanym. W tym
przypadku za widmo referencyjne uznano $rednie widmo pacjentéw bez wznowy i do niego
zostata odniesiona dynamika absorbancji $Sredniego widma pacjentow ze wznowa.

Uzyskane rozbieznosci moga by¢ wykorzystane jako wskazniki réznicujace probki MB
od kontroli dzigki zmienionemu sktadowi biochemicznymi tych probek. Na Wykresie 10
przedstawiono widma pacjentow z MB wraz ze $rednimi widmami grupy Kkontrolnej

1 wyraznymi réznicami w dynamice.

45



01 T T T T T T T T T

- MB
————— Grupa kontrolna
B Roinice w dynamice

0.08

T

0.06

0.04

0.02

Wartoéé dynamiki absorpeji [a.u.]

'0.02 1 1 I i I I
900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

Liczba falowa [em™]

Wykres 10. Graficzne przedstawienie roznic w dynamice absorpcji pomigdzy pacjentami z rdzeniakiem
zarodkowym a grupg kontrolng w obszarze 800-1800 cm™? liczby falowej (uwzgledniono resekcje
lipidow w zakresie 1350-1500 cm™). Czerwone linie przedstawiaja widma pacjentow z rdzeniakiem
zarodkowym, zielona to $rednia dla grupy kontrolnej, a niebieskie pionowe stupki przedstawiaja
zsumowang, znormalizowang réznice w dynamice absorbancji migdzy pacjentami z rdzeniakiem

zarodkowym a grupa kontrolng.

W Tabeli 7 zestawiono tzw. prawdopodobienstwo dyskryminacji dla poszczegdlnych
zakresow liczb falowych, ktore okresla, w jakim odsetku poszczegdlnych probek MB
dynamika absorbancji réznita si¢ od wartosci dla widma $redniego uzyskanego z kontroli,
w zaleznosci od podtypu MB. Regiony te mozna wykorzysta¢ jako potencjalne markery do

rozrdzniania pacjentéw z rdzeniakiem zarodkowym tylko na podstawie ich widma IR.

Tabela 7. Regiony liczb falowych, ktore moga by¢ wykorzystane jako potencjalne markery do
rozrézniania pacjentow z rdzeniakiem zarodkowym na podstawie widma FTIR. Kolumny od 2 do 5

pokazuja odpowiednie prawdopodobienstwa dyskryminacji.
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Prawdopodobiefst Prawdopodobienstwo | Prawdopodobienstwo
Zakres liczb Prawdopodobienstw gawk?pr?m? u_einso/w dyskryminacji [%6] dyskryminacji [%] dla
aKres lic 17 | 0 dyskryminacji [%0] © ORE GYIAEE] [P dla podtypu podtypu
falowych [cm™] dla podtypu
dla pacjentow z MB Klasvczneao desmoplastycznego / wielkokomorkowego/
yczneg guzkowatego anaplastycznego
829 — 830 69 — 95 76 — 95 60 — 100 61 —92
873 —875 77-90 76 -90 80 69 — 92
920 — 932 5977 48 — 81 20—-100 38 —84
944 — 945 69 — 87 71-95 60 — 100 69
1063 -1065 |[72-79 81— 86 60 — 80 61 — 69
1115-1125 | 74—-95 81—-100 80 —100 61 — 84
12851287 | 77 —87 7181 100 76 —92
1343 —-1345 | 82—-90 81—-90 100 76 —92
1540 -1541 | 69-90 8186 40-80 62 — 100
1649 — 1650 | 85—97 85—100 100 76 —92
1714 -1716 | 100 100 100 100
1723 -1736 | 64-97 71-100 40 — 100 46 — 92

Najwicksze, az 100% prawdopodobienstwo dyskryminacji zaobserwowano w zakresie liczb

falowych jest 1714-1716 cm™, ktore odpowiadaja za obecno$é¢ grup karbonylowych w tyminie

oraz guaninie [69].

Warto$¢ dynamiki absorpcji  [a.u.]

dla probek MB w

prawdopodobienstwo dyskryminacji > 80% zestawiono w Tabeli 8.

zakresach, dla ktorych

Tabela 8. Warto$¢ dynamiki absorpcji [a.u.] dla probek MB oraz poszczegolnych podtypow

histologicznych w zakresach, dla ktérych prawdopodobienstwo dyskryminacji > 80%.

Zakres [a.u.]:
0,000000 - 2,56688

Zakres [a.u.]:
0,000000 - 2,56688

Zakres Ib. Pacjenci MB MB podtyp MB podtyp MB podtyp
falowej klasyczny desmoplastyczny/ | anaplastyczny/
guzkowy duze komorki
1063-1065 cm™ | Srednia [a.u.]: 043081 | Srednia [a.u.]: 049757 | Srednia [a.u.]: 0,31632 Srednia [a.u.]: 0,366982
SD: 0,506502 SD: 0,560528 SD: 0,328684 SD: 0,484822

Zakres [a.u.]:
0,000000 - 0,80377

Zakres [a.u.]:
0,000000 - 1,63347

1115-1125 cm! | Srednia [a.u]:
11,54062

SD: 6,451643
Zakres [a.u.]:
0,000000 -28,65045

Srednia [a.u.]:
12,33062

SD: 5,596899
Zakres [a.u.]:
1,011194 - 25,33167

Srednia [a.u.]: 14,35893
SD: 5,513054

Zakres [a.u.]:

8,634025 - 21,39061

Srednia [a.u.]: 9,180511
SD: 7,683251

Zakres [a.u.]:

0,000000 - 28,65045

1285-1287 cm® | Srednia [a.u.]: 0,52521
SD: 0,400781

Zakres [a.u.]:
0,000000 - 1,52976

Srednia [a.u.]: 0,52227
SD: 0,411945

Zakres [a.u.]:
0,000000 - 1,32233

Srednia [a.u.]; 0,76229
SD: 0,473001

Zakres [a.u.]:

0,388921 - 1,52976

Srednia [a.u.]: 0,438783
SD: 0,345998

Zakres [a.u.]:

0,077785 - 1,21862
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1343-1345 cm?

Srednia [a.u.]: 0,59967
SD: 0,427167

Zakres [a.u.]:
0,000000 - 2,04831

Srednia [a.u.]: 0,54943
SD: 0,461024

Zakres [a.u.]:
0,000000 - 2,04831

Srednia [a.u.]: 0,72080
SD: 0,247609

Zakres [a.u.]:

0,388919 - 1,01119

Srednia [a.u.]: 0,634238
SD: 0,437409

Zakres [a.u.]:

0,000000 - 1,32233

1540-1541 cm*

Srednia [a.u.]: 0,58770
SD: 0,436352

Zakres [a.u.]:
0,000000 - 2,07424

Srednia [a.u.]: 0,63215
SD: 0,492937

Zakres [a.u.]:
0,000000 - 2,07424

Srednia [a.u.]: 0,47707
SD: 0,489757

Zakres [a.u.]:
0,000000 - 1,24454

Srednia [a.u.]: 0,558448
SD: 0,329434

Zakres [a.u.]:

0,103712 - 1,14083

1649-1650 cm*

Srednia [a.u.]: 1,41939
SD: 1,068536

Zakres [a.u.]:
0,000000 - 4,82260

Srednia [a.u.]: 1,45567
SD: 1,021880

Zakres [a.u]:

0,025928 - 3,47435

Srednia [a.u.]: 2,06387
SD: 1,585808

Zakres [a.u.]:
0,881551 - 4,82260

Srednia [a.u.]: 1,112908
SD: 0,871675

Zakres [a.u.]:

0,000000 - 2,95579

1714-1716 cm™*

Srednia [a.u.]: 2,57618
SD: 1,331722

Zakres [a.u.]:
0,337065 - 5,10782

Srednia [a.u.]: 2,76195
SD: 1,187256

Zakres [a.u.]:
0,648201 - 5,00411

Srednia [a.u.]: 3,11655
SD: 1,820732

Zakres [a.u.]:
0,855625 - 5,00411

Srednia [a.u.]: 2,068261
SD: 1,303906

Zakres [a.u.]:

0,337065 - 5,10782

W celach diagnostyki choréb na podstawie badan spektroskopowych opracowano
procedure chemometryczng polegajaca na porownywaniu widm spektroskopowych o0sob
chorych z widmem referencyjnym (otrzymywanym jako $rednia z widm kontrolnych).
Poréwnywanie widm zostato oparte na analizie r6znicy tempa zmian absorpcji poréwnywanych
widm w dziedzinie liczb falowych. Matematycznie odpowiada to badaniu pochodnej
czastkowej widma W wzgledem liczby falowej K. W wyniku porownania zostaly wyznaczone
regiony liczb falowych, w ktérych wystepuja, istotne z punktu widzenia biochemii choroby,
réznice pomig¢dzy widmami osob chorych a widmem referencyjnym.

W wyznaczonych regionach mozna zauwazy¢ charakterystyczne zachowanie si¢

ow

pierwszej pochodnej i tak dla tkanek chorych zachodzi: < 0, natomiast dla tkanek

ok k={region}

= 0.

aw
kontrolnych;: — >
y d k={region}

Graficznie powyzsze warunki oznaczaja, ze w analizowanym regionie widmo tkanek od
0so0b chorych maleje, a dla 0s6b z grupy kontrolnej ros$nie lub jest state. Postawiona hipoteza

powinna zosta¢ zweryfikowana na wigkszej ilo$ci pacjentow.

W celu weryfikacji powyzszej metody poddano analizie region z zakresu 1714-1718
cm? Jest to najciekawszy region ze wzgledu na fakt, az 100% prawdopodobiefistwo
dyskryminacji pomiedzy probkami kontrolnymi a probkami z MB (Tabela 7). Przyktadowe
graficzne prezentacje zachowania widm w regionie k={1714:1718} dla kontroli i trzech

podtypow histopatologicznych przedstawiono na Wykresie 11.
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Wykres 11. Analiza réznicy tempa zmian absorpcji pomi¢dzy widem referencyjnym oraz pacjentami
z: K- grupy kontrolnej, 1- podtypu klasycznego, 2- podtypu desmoplastycznego/guzkowego, 3- podtypu
anaplastycznego/duze komorki. Zakres analizy 1714-1718 cm™.

4.1.5. Machine Learning

W celu wykonania uczenia maszynowego (ang. Machine Learning, ML) przeksztatcono
wyniki pomiaréw FTIR i utworzono tzw. tablice decyzji. W przypadku wynikow spektrometrii
w podczerwieni tablica decyzji zawiera w kolumnach warto$ci absorbcji dla poszczegolnych
dhugosci fal (800 -3500), a w wierszach konkretne probki pomiarowe. Ostatnia kolumna takiej
tablicy to kolumna z klasg decyzji (Class) w naszych badaniach P (tkanka MB) lub N (kontrola),
gdzie przyktadéw z kategorii P jest 189 (kazde pojedyncze widmo), a z kategorii N rowniez
189. Poniewaz pierwotnie danych kontroli (N) byto jedynie 11, zostaly one powielone tak aby
zrownowazy¢ liczebno$¢ kategorii P 1 N. Lacznie zatem w tablicy znajdowalo si¢ 398

przypadkow, wierszy. Schemat tablicy decyzji umieszczono w Tabeli 9.
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Tabela 9. Schemat tablicy decyzji dla ML zawierajacy dane ze spektrometrii FTIR.

3500 3498 3496 804 802 800 Klasa
0,000064018(5 0,0000697564; 0,000075025(5 0,0000484051- 0,0000604306:> 0,000073628(5 P
0,000068300(3 0,000068365?: 0,000071364(3 0,0000395728- 0,0000495864: 0,0000610758- P
0,0000886074; 0,0000903762- 0,0000972205- 0,0000221495- 0,0000283105; 0,000038993(; P
6,0000786093 6,0000822518 (-),0000786093 0,0001561357- 0,0001967782- 0,0002335274: N
6,0000659838 6,0000696208 (-),0000659838 0,0001169648- 0,0001464277- 0,0001739501- N
6,0001068707 6,0001041125 6,0001068707 0,0001111947- 0,0001403262- 0,0001684132- N

Uczenie maszynowe ML (ang. Machine Learning) wykonano poprzez wykorzystanie 3

réznych algorytmow: drzewa decyzji (C5.0), lasu losowgo (RF, ang. Random Forest) oraz k

najblizszych sgsiadow (KNN, ang. k Nearest Neigbours). Eksperymenty wykonano metodg 10-

krotnej skro$nej walidacji (ang. 10-fold Cross Validation, 10 -CV), ktora dla takich danych jest

standardem w dziedzinie ML. Zastosowano parametry oceny jakosci modeli: accuracy,

sensitivity, specificity, precision, f1 i mcc. Ponadto wykonano selekcje wszystkich cech

istotnych (istotnych dlugos$ci fal) 1 sposrod 853 algorytm selekcji cech wybrat 340 istotnych.

Tabela 10 oraz Wykres 12 zawiera wyniki klasyfikacji metoda 10-CV dla obu zbiorow.

Tabela 10. Przedstawienie uzyskanych wynikéw klasyfikacji metoda 10-CV dla obu uzyskanych

zbioréw. Zastosowane algorytmy: drzewa decyzji (C5.0), las losowy (RF) oraz k najblizszych sgsiadow

(KNN). Parametry oceny jakosci modeli: accuracy, sensitivity, specificity, precision, f1 i mcc.

dza:'::h ICI::; Algorytm | Accuracy | Sensitivity | Specificity | Precision| f1 mcc
C5.0 0.9799 0.9577 1 1 0.9784 | 0.9604

1 853 |RF 0.9925 0.9841 1 1 0.992 | 0.985
kNN 0.8869 0.7619 1 1 0.8649|0.7918

C5.0 0.9799 0.9577 1 1 0.9784 | 0.9604

2 340 | RF 0.9925 0.9841 1 1 0.992 | 0.985
kNN 0.8819 0.7513 1 1 0.858 | 0.7832
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Wykres 12. Przedstawienie graficzne uzyskanych wynikéw klasyfikacji metoda 10-CV dla obu
uzyskanych zbioréw. Zastosowane algorytmy: drzewa decyzji (C5.0), lasu losowego (RF) oraz k
najblizszych sgsiadow (KNN). Parametry oceny jako$ci modeli: accuracy, sensitivity, specificity,
precision, f1 i mcc.

Wykorzystujac uczenie maszynowe ML, a doktadnie algorytm drzewa decyzji C5.0
uzyskano drzewo decyzji (Wykres 13) zbudowane na podstawie calej bazy, ktore ukazuje
perfekcyjng klasyfikacje roéznicujacg pomiedzy tkankami z MB oraz tkankami kontrolnymi
(z doktadnos$cia na poziomie 97,99%) przy zastosowaniu absorbancji dla wybranych 7 liczb
falowych tj.: 800 cm™, 1150 cm™, 1698 cm™, 2930 cm™, 3220 cm'?, 3476 cm®, 3500 cm™. Tym

samym dlugosci te mozna dla tej grupy badanej okresli¢ jako markery spektralne.
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Wykres 13. Drzewo decyzji uzyskane dla algorytmu C5.0 zbudowane na podstawie catej bazy, gdzie
zobrazowano perfekcyjna klasyfikacje pomiedzy P (tkanka MB) i N (tkanka kontrolna) dla absorbancji
7 liczb falowych.

4.1.6. Wlasciwosci fizykochemiczne w kontekscie klinicznego przebiegu rdzeniaka
zarodkowego u dzieci. Przypisanie charakterystycznych pasm dla poszczegolnych grup
pacjentow.

Poréwnanie pikow dla srednich widm FTIR dla probek od pacjentéw u ktorych
odnotowano wystapienie przerzutow - 14 przypadkéw (kolor zielony) oraz tkanek pacjentow
u ktorych nie wystapily przerzuty - 26 przypadkow (kolor niebieski) zostalo przedstawione
w Tabeli 11.
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Tabela 11. Piki uzyskane z $rednich widm FT-IR w zakresie pomiaru 800-1800 cm™ dla probek od

pacjentdow u ktorych odnotowano wystapienie przerzutow oraz tkanek pacjentéw u ktoérych nie

wystapity przerzuty.
Brak
Przerzuty Absorbancja [a.u.] | przerzutéow Absorbancja [a.u.]
889 0,003 889 0,003
964 0,002 964 0,002
1057 0,006 1061 0,008
1078 0,006 brak brak
1168 0,001 1168 0,001
1232 0,005 1233 0,006
1301 0,001 1301 0,002
1377 0,009 1377 0,009
1465 0,044 1466 0,042
1539 0,013 1538 0,016
1647 0,023 1646 0,027

Analiza Tabeli 11 ukazuje widoczne rdznice w pikach oraz warto$ciach absorbancji
pomi¢dzy probkami od pacjentéw u ktorych odnotowano przerzuty, a widmami tkanki
moézgowej z rdzeniakiem zarodkowym, u ktorych przerzuty nie wystapity.

Szczegolne znaczenie ma tutaj zakres 990-1140 cm™ dlatego tez zostat on dodatkowo
przedstawiony na Wykresie 14. W widmie FTIR probek mozgu pacjentow z MB ukazano duze
przesunigcia przypisane do drgan C—-O w dezoksyrybozie/rybozie odpowiednio wyniosty one
1057 cm! dla braku przerzutow oraz 1061 cm™ dla pacjentdw z przerzutami. Znaczaca roznica
w widmie uzyskanym od pacjentéw u ktorych nie odnotowano przerzutdéw jest fakt iz nie
zarejestrowano dodatkowego piku na poziomie 1078 cm™ liczby falowej ktéry pojawit sie

W grupie pacjentow z przerzutami.
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Wykres 14. Srednie widma FT-IR w zakresie pomiaru 990 -1140 cm'* dla probek od pacjentow u ktorych
odnotowano wystapienie przerzutow (kolor zielony) oraz tkanek pacjentéw, u ktorych nie wystapity

przerzuty (kolor niebieski).

W Tabeli 12 oraz na Wykresie 15 przedstawiono ilosciowa oraz procentowa obecnosc¢
piku w zakresie 1056-1079 cm™. Obecnosé¢ piku w zakresie 1060-1062 cm™ w przypadku
pacjentoOw z przerzutami odnotowano w 28,6% przypadkow, natomiast przy braku przerzutow

obecnosc¢ tego piku plasuje si¢ na poziomie 46,2%.

Tabela 12. Obecnos¢ piku w zakresie widmowym od 1056-1079 cm™ widm FTIR dla: tkanek pacjentow

Z MB u ktorych wystapily przerzuty, tkanek pacjentow z MB u ktorych nie wystapity przerzuty oraz dla
calosci MB.

MB przerzuty + | MB przerzuty - | calo§¢ MB przerzuty +
n=14 n=26 n=40 VS przerzuty —
pik 1056-1058 cm n=1 (7,1%) n=1 (3,8%) n= 2 (5%) 1(1,9%)
pik 1060-1062 cm n= 4 (28,6%) n=12 (46,2%) n= 16 (40%) 0,3 (0,6%)
pik 1077-1079 cm n=1(7,1%) n=1 (3,8%) n=2 (5%) 1(1,9%)
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Woykres 15. Procentowe zestawienie obecno$¢ piku w zakresie widmowym od 1056-1079 cm™ widm

FTIR dla: tkanek pacjentéw MB u ktorych wystapily przerzuty, tkanek pacjentow MB u ktérych nie
wystapity przerzuty oraz dla catosci MB.
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Wykres 16. Analiza PCA widm ATR-FTIR dla grupy kontrolnej (kolor czerwony), pacjentow MB

z odnotowang obecnoscig z przerzutow (kolor zielony) oraz pacjentéw MB u ktorych nie wystapity

przerzuty (kolor niebieski). Wykres przedstawia usrednione pomiary dla kazdego poszczegdlnego

pacjenta w zakresie ,,fingerprint region”. Analiz¢ przeprowadzono na drugiej pochodnej widma.

55



Analiza PCA dla: grupy kontrolnej (kolor czerwony), pacjentéw MB z odnotowang
obecnoscig przerzutow (kolor zielony) oraz pacjentow MB u ktérych nie wystapity przerzuty
(kolor niebieski) zostata przedstawiona na Wykresie 16 Wyniki dla pacjentéw z przerzutami
jak 1 dla tych u ktérych one nie wystgpily sa rozproszone, nie zaobserwowano wyraznego
kastrowania si¢ poszczegélnych grup. Jedynie kontrole pozostajg zgrupowane wzgledem
siebie, jednak ze wzgledu na fakt ich malej liczebnosci oraz obecno$ci wokoét nich pacjentow
Z MB nie jesteSmy w stanie potwierdzi¢ skutecznosci analizy PCA w tym przypadku.
Wykonana analiza HCA pokrywata si¢ z PCA dlatego tez nie zamieszczono jej w powyzszej
pracy.

Zestawienie pikéw dla widm FTIR prébek rdzeniaka zarodkowego od pacjentéw
u ktorych wystapita wznowa - 7 przypadkow (kolor czerwony) oraz tkanek pacjentéw

u ktorych nie odnotowano wznowy - 33 przypadki (kolor czarny) zostaty zebrane w Tabeli 13.

Tabela 13. Piki uzyskane z $rednich widm FT-IR w zakresie pomiaru 800-1800 cm™ dla pacjentow
z MB u ktoérych nie odnotowano wznowy oraz tkanek pacjentow u ktorych wystgpita wznowa. Zakres
pomiaru 1500-1700 cm™.

Brak wznowy | Absorbancja [a.u.] Wznowa | Absorbancja[a.u.]
889 0,003 1646 0,026
964 0,002 1536 0,016

1061 0,007 1464 0,041
1168 0,001 1378 0,009
1233 0,005 1301 0,001
1301 0,002 1232 0,006
1377 0,009 1169 0,001
1466 0,043 1061 0,008
1539 0,015 964 0,002
1647 0,025 889 0,003

W wyniku analizy $rednich widm mozgowia zwrocono uwage na pik pochodzacy od
amidu Il. Na Wykresie 17 przedstawiono $rednie widma FT-IR piku pochodzgcego od amidu
IT dla probek od pacjentéw u ktorych wystapita wznowa (kolor pomaranczowy) oraz tkanek
pacjentow u ktorych nie odnotowano wznowy (kolor czarny). Zakres pomiaru 1500-1700
cm™. Tkanki mozgowia pacjentéw z rdzeniakiem zarodkowym bez wznowy w stosunku do
tkanek nowotworowych ze wznowg wykazujg istotne przesuniecie piku biatkowego do

nizszych liczb falowych 3em™ (z 1539 cm™ do 1536 cm').
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Wykres 17. Srednie widma FT-IR piku pochodzacego od amidu II dla probek od pacjentéw u ktorych

wystgpita wznowa (kolor pomaranczowy) oraz tkanek pacjentow u ktorych nie odnotowano wznowy

(kolor czarny). Zakres pomiaru 1500-1700 cm™,

W Tabeli 14 oraz na Wykresie 18 przedstawiono ilo$ciowg oraz procentowg obecnosé

piku w zakresie 1535-1540 cm™ dla pacjentéw z MB u ktérych odnotowano wznowe oraz dla

tych bez wznowy. Nie wykazano istotnych rdznic.

Tabela 14. Obecnos¢ piku w zakresie widmowym od 1535-1540 cm™* widm FTIR dla: tkanek pacjentow

MB u ktorych wystapita wznowa, tkanek pacjentow MB u ktorych nie odnotowano wznowy oraz dla

cato$ci analizowanej grupy.

MB wznowa +

n=7

MB wznowa —

n=33

calosé¢ MB

n=40

wznowa + VS wznowa -

pik 1535-1537

n= 2 (28,6%)

n= 8 (24,2%)

n= 10 (25%)

0,25 (1,2%)

pik 1538-1540

n= 4 (57,1%)

n= 21 (63,6%)

n= 25 (62,5%)

0,2 (0,9%)
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Wykres 18. Procentowe zestawienie obecno$é piku w zakresie widmowym od 1535-1540 cm™ widm
FTIR dla: tkanek pacjentow MB u ktorych wystapita wznowa, tkanek pacjentow MB u ktorych nie

odnotowano wznowy oraz dla catosci analizowanej grupy.
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Wykres 19. Analiza PCA widm ATR-FTIR dla grupy kontrolnej (kolor czerwony), pacjentow MB
z odnotowang wznowa (kolor pomaranczowy) oraz pacjentow MB u ktorych nie wystapita wznowa
(kolor czarny). Wykres przedstawia usrednione pomiary dla kazdego poszczegdlnego pacjenta

w zakresie ,fingerprint region”. Analize przeprowadzono na drugiej pochodnej widma.
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Analiza PCA dla: grupy kontrolnej (kolor czerwony), pacjentow MB z odnotowang
wznowg (kolor pomaranczowy) oraz pacjentéw MB u ktérych nie wystapita wznowa (kolor
czarny) zostata przedstawiona na Wykresie 19. Wyniki dla pacjentéw z odnotowang wznowg
jak 1 dla tych u ktérych ona nie wystgpita sg rozproszone, nie zaobserwowano wyraznego
kastrowania si¢ poszczegdlnych grup. Probki kontrole formujg si¢ blisko wzgledem siebie,
jednak ze wzgledu na fakt ich matej liczebnos$ci oraz obecnosci wokoét nich pacjentéow z MB
nie jesteSmy w stanie potwierdzi¢ skutecznosci analizy PCA w tym przypadku. Wykonana

analiza HCA pokrywata si¢ z PCA dlatego tez nie zamieszczono jej w powyzszej pracy.

4.2 Analiza spektralna widm ramanowskich

4.2.1 Uzyskane widma, analiza pasm sktadowych.

Ponizszg analiz¢ wykonano na 35 probkach tkanek rdzeniarka zarodkowego. Grupa
badana technikg Ramana jest o 5 pacjentow mniejsza niz w przypadku probek poddanych
analizie FTIR, co wynika z ograniczonej ilosci materiatu biologicznego do uzyskania
poprawnych widm. Jako grupe kontrolng uzyto 4 probek prawidtowej tkanki mozgowej ktore
zostaty pobrane z innych wskazan od pacjentow po wykluczeniu choroby nowotworowej. Od
kazdego pacjenta zmierzono $rednio trzy indywidualne widma z ktérych uzyskano jedno
usrednione widmo, na ktorym w ponizszej pracy przeprowadzono analizy.

Uzyskane dane spektralne S$redniej Ramana ze wszystkich zlosliwych tkanek
nowotworowych moézgu (czarny) 1 $redniej grupy kontrolnej (czerwony) przedstawiono na
Wykresie 20. Zastosowano zakres pomiarowy 500-3500 cm™ z wykluczonym obszarem
wolnym od podczerwieni 1800-2800 cm™. Nalezy podkresli¢, iz ze wzglgdu na parafinowy
charakter probek w pracy nie zaglgbiano si¢ w analize zakresu, w ktorym w wigkszoS$ci
wystepuja piki pochodzenia lipidowego (2800-3000 cm?), a jedynie zaznaczono ich obecnos¢.
Pomimo osobniczych/tkankowych rdéznic widocznych w widmach Ramana uzyskanych
z probek biologicznych mozna wyr6zni¢ pewne charakterystyczne pasma, ktore przypisuje si¢

odpowiednim drganiom molekularnym [51].

Na wykresie nr 20 oraz w Tabeli nr 15 odnotowano ich potozenia charakterystyczne.
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Wykres 20. Widma Ramana $redniej ztosliwej tkanki nowotworowej mozgu - rdzeniaka zarodkowego
(czarny) i $redniej grupy kontrolnej (czerwony). Zakres pomiarowy 500-3500 cm™,

Tabela 15. Widma Ramana $redniej grupy kontrolnej oraz sredniej ztosliwej tkanki nowotworowe;j
mozgu - rdzeniaka. Zakres pomiarowy 800-3500 cm™.,

Kontrola Intensywnos¢ MB Intensywnos¢é

Ramana [a.u] Ramana [a.u.]
624 0,005 621 0,002
721 0,004 723 0,002
782 0,004 790 0,002
835 0,003 brak brak
896 0,006 886 0,004
973 0,004 982 0,003
1065 0,014 1064 0,011
1131 0,011 1129 0,008
1296 0,016 1294 0,014
1449 0,023 1447 0,021
1690 0,003 1678 0,002
2872 0,075 2870 0,083
3414 0,039 3411 0,043
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Widma Ramana umozliwiajg okreslenie poszczegolnych sktadowych biochemicznych
probek biologicznych takich jak: kwasy nukleinowe, biatka, lipidy, karotenoidy, weglowodany

oraz krysztaty nieorganiczne [70].

4.2.2 Przypisanie charakterystycznych pasm w poszczegolnych podtypach histologicznych.

Tkanki rdzeniaka zarodkowego poddano analizie ze wzglegdu na  podtyp
histopatologiczny. Pierwsza grupa to podtyp klasyczny (20 pacjentéw - kolor zielony), druga
grupa to podtyp desmoplastycznych/guzkowy ( 4 pacjentow - kolor czarny), a trzecia grupa
podtyp anaplastyczny/duze komorki (11 pacjentow - kolor niebieski).

— 1- podtyp klasyczny
/ | |[=—2- podtyp desmoplastyczny/ 088
guzkowy
— 3- podtyp anaplastyczny/
- duze komorki ,086
kontrola /\
/ f I l 044
N

/ | i
W

Intensywnos¢ Ramana [a.u.]

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Przesuniecie Ramana [cm™]

Wykres 21. Srednie widma spektroskopii Ramana dla MB podtypu: 1- klasycznego (kolor zielony),
2 - desmoplastycznego/guzkowego (kolor czarny), 3 - anaplastycznego/duze komorki (kolor niebieski)

oraz grupy kontrolnej (kolor czerwony). Zakres pomiarowy 500-3500 cm™.

Zestawienie pikow dla kontroli oraz dla kazdego podtypu histologicznego wraz

z opisem pasm charakterystycznych przedstawiono w Tabeli 16.

61



Tabela 16. Czgstotliwosci drgan pikow i ich przypisania w roznych podtypach histologicznych

w widmach ramanowskich [54,71-73].

Podtyp Podtyp
Podtyp | desmoplastyczny/ | anaplastyczny/
Kontrola | klasyczny guzkowy duze komorki | Przypisanie biochemiczne gléwnych pasm

624 621 brak 620 biatka, drgania C-C zginajace poza plaszczyzne

brak brak 661 brak biatka, kolagen typu I

721 734 715 brak kwasy nukleinowe, drgania "oddychajace" pie$cienia A,
DNA/RNA, kwasy nukleinowe, drgania "oddychajgce"
piescienia A, "oddychajace" piescienia U,T,C, drgania

782 brak 787 792 szkieletowe O-P-O

835 brak brak 839 DNA
biatka, kwasy nukleinowe, Pro, Hyp, Tyr, drgania

brak 813 brak rozciagajace PO2-

brak brak 874 brak hydroksyprolina, drgania C-N rozciagajace od choliny

896 886 brak 889 Tryptofan, drgania C-C rozciagajace

973 976 980 992 drgania PO2— symetryczne rozciagajace

1065 1063 1070 1064 lipidy, biatka, drgania rozciagajace dla C-C, C-N

1131 1127 1131 1131 lipidy, biatka, glukoza
lipidy, kwasy thuszczowe, amid 111, drgania deformacyjne

1296 1294 1292 1295 CH3/CH2
lipidy, biatka, drgania zginajace w ptaszczyznie

1449 1447 1448 1447 CH2/CH3

brak brak brak 1667 bialka, drgania rozciagajace C=C, amid I (a-helisa)
lipidy, kwasy tluszczowe, biatka, drgania rozciggajace
C=C piersScienia steroidowego i trans, amidowe |

1690 1680 1687 brak (antyrownolegte B-kartka)
lipidy, kwasy tluszczowe, drgania symetryczne

2872 2870 2870 2870 rozciggajace CH2

Uzyskane widma Ramana dla poszczegodlnych podtypow histologicznych oraz dla

tkanki zdrowej jako kontroli przedstawiono na Wykresie 21. W Tabeli 16 ukazano widoczne
przesunigcia pikow/ szczytow licz falowych miedzy probkami kontrolnymi a widmami tkanki
mozgowej z rdzeniakiem zarodkowym dla poszczegolnych analizowanych w tym przypadku
grup. Ze wzgledu na fakt, iz badaniu zostaly poddane probki parafinowe, posrod pikow
z najwigksza intensywnos$cig znajduje si¢ wiele pikdw przypisanych lipidom, nalezg do nich
szczyty liczb falowych na poziomie: 1065 cm™, 1131 cm™®, 1296 cm™, 1449 cm, 1690 cm™,
2872 cm™ [72, 74-76].

W probkach kontrolnych nie zarejestrowano Kilku pikow pojawiajacych si¢ w réznych
podtypach histopatologicznych takich jak:
- 661 cm™ odpowiadajacy za biatka, kolagen typu I,
- 813 cm™ przypisany do biatek, kwaséw nukleinowych, Pro, Hyp, Tyr, rozciagajace PO2-,
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- 874 cm™ przypisany do hydroksyproliny, C-N rozciagajace drgania od choliny,
- 1667 cm* odpowiadajacy za biatka, rozciggajace drgania C=C, amid I (o -helisa).

Analizujac znaczace przesuni¢cia powyzej 4 cm™ (CO wynika z zastosowanej podczas
pomiaru rozdzielczosci widmowej) dla wszystkich uzyskanych widm charakterystycznych
zwrdcono uwage na pik na poziomie 896 cm™ przypisany do tryptofanu ktéry w przypadku
kontroli przyjmuje wyzsze wartos$ci liczb falowych niz w przypadku poszczegolnych podtypow

histopatologicznych. Natomiast dla proébek podtypu desmoplastycznego pik ten nie wystepuje.

4.2.3 Chemometryczne metody analizy danych

Ze wzgledu na fakt, iz badaniu poddano probki rdzeniaka zarodkowego w postaci
skrawkow histopatologicznych zatopionych w parafinie, z pozniejszej analizy wykluczono
pasma odpowiadajace drganiom grup funkcyjnych obecnych w lipidach. Najbardziej
charakterystyczne dla nich pasma w widmie ramanowskim wynikajg z obecnosci dtugich
tancuchoéw kwasow tluszczowych w strukturze zwigzkow i obserwowane sg w nastgpujacych
zakresach: 1025-1160 cm™, 1250-1330 cm*, 1400-1500 cm™.

Natomiast w zakresie wyzszych liczb falowych tj. 2800-3000 cm? zawarte sa
informacje dotyczace biatek oraz lipidow. Jest to trudny zakres do poprawnej interpretacji -
nawet w przypadku poddania widm normalizacji oraz korekcji linii bazowej tkanki zatopione
w parafinie nie powinny by¢ poddawane analizie ilo§ciowej. Dzieje si¢ tak ze wzgledu na fakt,
1z poszczegdlne probki mogly pochtona¢ wiecej lub mniej parafiny, a wyciagniete wnioski
moga by¢ btedne.

Uwzgledniajac powyzsze fakty, w analizie PCA oraz HCA uzyskanych widm
ramanowskich w zakresie 500-1800 cm™ (tzw. daktyloskopowy/”fingerprint region” ) wycigto
pasma odpowiadajace lipidom/ sekcji parafin tj: 1065 cm™, 1131 cm™, 1296 cm™ oraz 1449

cm* (warto$ci podane dla tkanek kontrolnych).

Otrzymane $rednie widma ramanowskie dla kazdego podtypu histologicznego MB oraz
zdrowych pacjentow kontrolnych zbadano za pomoca analizy gldéwnych sktadowych (PCA)
i hierarchicznej analizy skupien (HCA) (Wykres 22 i 23). Druga pochodng widm analizowano
w zakresie ,fingerprint region”, z wylaczeniem regionéw zawierajacych parafing (w celu

uniknigcia zafatlszowania danych).
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Wykres 22. Analiza PCA widm ramanowskich dla MB podtypu: klasycznego (kolor zielony),
desmoplastycznego/guzkowego (kolor czarny), anaplastycznego/duze komorki (kolor niebieski)
oraz grupy kontrolnej (kolor czerwony). Wykres dla $rednich probek z ujetymi réznicami w sktadzie
biochemicznym przedstawiony w obszarze , fingerprint region” 500-1800 cm™ z wycietymi regionami

charakterystycznymi dla lipidow.

Analize gtownych sktadowych (PCA) przedstawiono na Wykres nr 22. Komponent 1
dzieli analizowane tkanki na dwa klastry. Pierwszy z nich jest przesunigty w kierunku ujemnych
warto$ci dla PC1 i zawiera wszystkie podtypy histologiczne MB badanych probek, co wskazuje
na ich podobienstwo do siebie pod wzgledem sktadu chemicznego. Natomiast probka kontrolna
jest przesunigta w przestrzeni wykresu w kKierunku dodatnich wartosci dla PC1, co wskazuje na
istnienie w niej innych pod wzgledem jakosciowym i/lub iloSciowym ugrupowan
biochemicznych, ktore rdznicuja ja od tkanek nowotworowych. Dodatkowa analiza wzgledem
komponentu 2 ukazuje szczegélnie silne podobienstwo pomiedzy podtypem klasycznym
(kolor zielony) a probkami podtypu anaplastycznego (niebieski), co sugeruje utozenie probek

wzgledem siebie.

64



Podtyp Klasyczny
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guzkowy

Kontrola
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Podtyp
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Wykres 23. Analiza HCA widm ramanowskich dla MB podtypu: klasycznego (kolor zielony),
desmoplastycznego/guzkowego (kolor czarny), anaplastycznego/duze komorki (kolor niebieski) oraz
grupy kontrolnej (kolor czerwony). Wykres dla $rednich probek z ujetymi réznicami w sktadzie
biochemicznym przedstawiony w obszarze ,.fingerprint region” 500-1800 cm™ z wycietymi regionami

charakterystycznymi dla lipidow.

Whioski uzyskane w wyniku analizy PCA potwierdza hierarchiczna analiza skupien
(Wykres 23). Dendrogram hierarchicznej analizy skupien (HCA) utworzyt dwa poczatkowe
klastry. Probki kontrolne zostaty sklasyfikowane jako klaster pierwszy, natomiast drugi
klaster zawiera probki MB. Podobnie jak w analizie PCA tutaj rowniez widac silne
podobienstwa migdzy probkami podtypu klasycznego (zielony) i anaplastycznego (niebieski).
Uzyskane wyniki analizy PCA i HCA pokazuja, ze w analizowanych probkach mozliwe jest
odroznienie zdrowej tkanki mozgu od tkanki rdzeniaka zarodkowego za pomoca

spektroskopii ramanowskiej.
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Wykres 24. Analiza PCA widm spektroskopii ramanowskiej grupy pacjentow bez przerzutow (kolor
zielony) oraz pacjentow z przerzutami (kolor pomaranczowy). Dwuwymiarowy (2D) wykres wynikow
dla probek z roznicami w sktadnikach biochemicznym przedstawiony w obszarze ,.fingerprint region”

z wycietym rejonem lipidowym. Analizie poddano probki od kazdego indywidualnego pacjenta.

W celu zbadania mozliwosci rozréznienia widm pacjentoéw, u ktorych zdiagnozowano
przerzuty (10 probek) oraz pacjentéw bez obecnosci przerzutow (21 probek), przeprowadzono
analize PCA. Do analizy wykorzystano zakres widma 500-1800 cm™ (,,fingerprint region”).
Wyniki analizy przedstawiono na Wykresie 24. Dla badanych probek dwie pierwsze gtowne
sktadowe opisuja 46% catkowitej wariancji zestawu pierwotnych danych, przy czym PCl1
uwzglednia 34% catkowitej wariancji a PC2 12%. Niestety zadna z glownych sktadowych PC
nie réznicuje danych na dwa wyrazne klastry. Na podstawie analizy PCA dla analizowanego
zakresu spektralnego nie bylo mozliwe rozroznienie probek pobranych od pacjentow

z przerzutami od probek pacjentdw bez przerzutow.
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Wykres 25. Analiza PCA widm spektroskopii ramanowskiej grupy pacjentow u ktorych zdiagnozowano
wznowg (kolor rézowy) oraz pacjentow bez wznowy (kolor zielony). Dwuwymiarowy (2D) wykres
wynikéw dla poszczegdlnych probek obrazujacy roznice w sktadzie biochemicznym w analizowanym
zakresie widma (bez lipidow).

Kolejna analiza PCA miata na celu rozréznienie widm spektroskopii Ramana
pacjentow, u ktorych wystapit nawr6t choroby (5 pacjentow, na wykresie kolor rézowy) od
pacjentow, u ktorych wznowa nie wystgpita (29 pacjentéw, na wykresie kolor zielony). Do
analizy wykorzystano taki sam zakres widma jak poprzednio. Uzyskane wyniki przedstawiono
na Wykresie 25. Dla badanych probek dwie pierwsze glowne sktadowe opisuja 46% catkowitej
wariancji zestawu pierwotnych danych, przy czym PC1 uwzglednia 33% catkowitej wariancji
a PC2 13%. Analiza PCA w wybranym zakresie spektralnym nie ujawnita istotnych roznic, na

podstawie ktorych mozna by rozrozni¢ pacjentow z lub bez wznowy choroby.
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4.2.4 Analiza dynamiki widm Ramana

Analiza dynamiki zmian Ramana [68], podobnie jak przypadku widm spektroskopii
w podczerwieni FTIR, jest bardzo przydatnym narzedziem do poszukiwania obszarow liczb
falowych, ktore wskazuja na r6zng dynamike intensywnosci rozproszenia Ramana w dwodch

rodzajach analizowanych widm, np.: migdzy osobami zdrowymi a pacjentami z wybrang

jednostkg chorobowa.
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Wykres 26. Graficzna prezentacja réznic w dynamice intensywno$ci widm Ramana pomigdzy
pacjentami bez wznowy i z wznowa w zakresie 500-1800 cm™ liczb falowych. Czerwona linia
przedstawia $rednie widmo dla pacjentoéw ze wznowa, zielona $rednia dla pacjentow bez wznowy,

a niebieskie stupki reprezentuja znormalizowang r6znic¢ w dynamice migdzy tymi dwiema grupami.

Analiza danych widmowych wraz z jej graficznym przedstawieniem na Wykresie 26
pokazata zakresy przesunig¢ Ramana, dla ktorych réznice w dynamice intensywnosci Ramana
pomiedzy probkami od pacjentéw z nawrotem w stosunku do probek bez nawrotu sg znaczace.

Zakresy te zostaty przedstawione w Tabeli 17.
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Tabela 17. Obszary przesuni¢¢ Ramana, ktoére moga by¢ wykorzystane jako potencjalne markery do

rozroézniania pacjentdéw z nawrotem i bez nawrotu na podstawie widm Ramana.

Przesuni¢cie Ramana [cm!]
511-519
718 - 727
823 - 831
843 - 850
881 - 889
978 - 989

1005 - 1012
1209 - 1228
1360 - 1367
1614 - 1684

Podobnie mozemy znalez¢ roznice w dynamice intensywnos$ci promienia
rozproszonego widm Ramana dla grupy pacjentéw z przerzutami W zestawieniu z pacjentami

bez przerzutoéw nowotworowych. Wyniki przedstawiono na Wykresie 27.
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Wykres 27. Graficzna prezentacja rdéznic w dynamice intensywno$ci widm Ramana pomiedzy
pacjentami z przerzutami oraz bez przerzutdw w zakresie 500-1800 cm™ liczby falowej. Czerwona linia
przedstawia $rednie spektrum dla pacjentdéw z przerzutami, zielona ilustruje srednie widmo dla

pacjentdw bez przerzutéw, a niebieskie stupki reprezentujg znormalizowang réznice w dynamice

miedzy tymi dwiema grupami.
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Analiza danych widmowych wraz z jej graficznym przedstawieniem na Wykresie 27
potwierdza fakt, iz istniejg zakresy przesuni¢¢ Ramana, dla ktorych réznice w dynamice sa
znaczace. Rowniez w tym przypadku mozemy wyznaczy¢ zakresy przesunig¢ Ramana, ktore
moga stuzy¢ jako potencjalne markery do odrdznienia pacjentdow bez przerzutow od tych

z przerzutami. Zakresy te przedstawiono w Tabeli 18.

Tabela 18. Obszary przesunig¢ Ramana, ktore moga by¢ wykorzystane jako potencjalne markery do

rozrozniania pacjentoOw z przerzutami od pacjentow bez przerzutow na podstawie widm Ramana.

Przesuni¢cie Ramana [cm™!]
638 - 650
758 - 769
812 - 839
1626 - 1633
1730 - 1749
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Rozdzial 5.
Wyniki — Migsak Ewinga
5.1 Analiza spektralna widm FTIR

5.1.1. Przypisanie charakterystycznych pasm dla prawidlowej tkanki kostnej pobranej
w strefie poza obszarem naciekania nowotworu, tkanki nowotworowej przed leczeniem oraz

tkanki nowotworowej po chemioterapii indukcyjnej.

Wykonana w pracy analiza spektralna obejmowata przypisanie oraz charakteryzacje
poszczegblnych pikow w widmach otrzymanych od 27 pacjentow z uwzglednieniem 3 pobran
tj.. prawidtowej tkanki kostnej pobranej poza obszarem naciekania nowotworu, tkanki
nowotworowej przed chemioterapia indukcyjng oraz po jej zakonczeniu. W przypadku 7
pacjentdw nie udato si¢ wykona¢ pomiaréw na prawidlowej tkance kostnej co bylo zwigzane
z brakiem odpowiedniej ilo$ci materiatu do analizy.

Na Wykresie 28 przedstawiono uzyskane dane dla $rednich widm FTIR: Tp -
prawidtowej tkanki kostnej pobranej w strefie poza obszarem naciekania nowotworu (kolor
czerwony), Tn - tkanki nowotworowej przed leczeniem (kolor niebieski), Tl - tkanki

nowotworowej po chemioterapii indukcyjnej (kolor zielony).
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Wykres 28. Srednie widma spektroskopii FTIR dla: Tp- prawidlowej tkanki kostnej pobranej w strefie
poza obszarem naciekania nowotworu (kolor czerwony), Tn- tkanki nowotworowej przed leczeniem
(kolor niebieski), TI- tkanki nowotworowej po chemioterapii indukcyjnej (kolor zielony). Zakres
pomiaru 800-3500 cm™™,

Poréwnanie poszczegdlnych widm wykazalo znaczne zmiany absorbancji w catym
badanym zakresie tj. 800-3500 cm™. Zestawienie pikéw dla poszczegdlnych grup wraz

z opisem pasm charakterystycznych przedstawiono w Tabeli 19.
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Tabela 19. Czestotliwosci drgan pikéw wraz z ich przypisami dla: Tp - prawidlowej tkanki kostnej
pobranej w strefie poza obszarem naciekania nowotworu, Tn - tkanki nowotworowej przed leczeniem,

TI - tkanki nowotworowej po leczeniu.

Tp[cm?] [Tn[cm?] |TI[cm?] | Przypisanie biochemiczne glownych pasm

asymetryczne zginania P-O w jonie fosforanowym vg(PO4>), O-CH3

1031 1032 1032 | drgania rozciagajace grup metoksylowych, grupy: kolagenowe,
glikogenowe i fosfodiestrowe, kwasy nukleinowe

1236 1236 1236 | drgania asymetryczne PO2- (fosforan I)

1316 1314 1317 |amid I, kolagen

1396 1399 1399 | symetryczne drgania CH3 grup metylowych w biatkach

1462 1462 1462 | drgania nozycowe grupy CH2

1541 1534 1541 | amid II, drgania zginajace N-H oraz drgania rozciaggajace C-N w biatkach

1636 1640 1636 | amid I, drgania rozciagajace C = O od a-helisy w biatkach

2848 2848 2848 | symetryczne drgania rozciagajace CH2 przewaznie w lipidach

2916 2916 2916 symetryczne i asymetryczne drgania rozciagajace CH2 przewaznie
w lipidach

2956 2956 2956 | asymetryczne drgania rozciagajace CH3 przewaznie w lipidach

3980 3281 3280 drgania NH rozciq‘gajq‘ce wigzan pepty(.iowych (-NHCO-) w biatkach
oraz drgania rozciagajace grup funkcyjnych wody OH

W  powyzszych widmach FTIR rowniez odnotowano trzy zasadnicze grupy
odpowiadajace podstawowym ugrupowaniom biochemicznym komorek tj.: pasma kwasoéw

nukleinowych, biatek oraz lipidow.

W przypadku probek ES pomiary wykonywano na probkach odparafinowanych, dlatego
tez zakres widmowy 2800-3000 cm™ przypisywany w gltéwnej mierze lipidom,
po odpowiednim przygotowaniu danych (korekcja linii bazowej, normalizacja) mozna poddac
analizie ilo$ciowej.

Charakterystyczny szczyt liczby falowej 1031 cm™ odpowiada miedzy innymi za:
asymetryczne zginania P-O w grupie fosforanowej vs(POs*) [77,78], drgania rozciagajace
O-CHs grup metoksylowych, grupy: kolagenowe [79-81], glikogenowe i fosfodiestrowe
[82,83], kwasy nukleinowe [84]. W powyzszym obszarze widma wystepuje wiele sktadowych
dla r6znych grup chemicznych dlatego tez interpretacja w tym przypadku nie jest jednoznaczna.

Piki absorpcji tkanki kosci na poziomie 1236 cm™, przypisuje si¢ je drganiom
asymetrycznym POa- (fosforan I). Widoczne jest charakterystyczne pasmo absorpcji nalezace
do amidu 111 na poziomie 1316 cm™ na ktore sktadaja sie intensywne drgania rozciagajace C-
C, C-N oraz drgania zginajace N-H [85]. Szczyty w regionie 1396 cm™ oraz 1462 cm™
wynikaja prawdopodobnie z symetrycznych drgan CH3 grup metylowych w biatkach oraz z
drgan nozycowych grupy CHz [77]. Szczyt liczby falowej tkanki ko$ci na poziomie 1541 cm™
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przypisuje si¢ Amidowi II, ktoéry odpowiada za drgania zginajagce N-H oraz drgania
rozciagajace C-N w biatkach [86]. Amid I, ktory jest jednym z gléwnych sktadnikoéw
biatkowych ma absorpcje w obszarze 1636 cm™ wynikajaca z rozciagajacych drgan od C = O
[87]. Jest on bardzo czuty i moze by¢ wykorzystywany do badania struktury drugorzedowej
biatek [88]. Natomiast region od 1800 do 2800 cm™ w komoérkach biologicznych jest wolny
od absorpcji podczerwieni [89]. Widma FTIR lipidow (na przyktad fosfolipidow) odnotowano
w naszym przypadku w regionie 2848-2956 cm™. Skladaja sic na nie symetryczne
i asymetryczne drgania rozciagajace CH2 (2848 i 2916cm™) oraz asymetryczne drgania
rozciagajace CHs (2956 cm™) [90]. Ostatnie pasmo o piku szczytowym na poziomie 3280 cm-
! jest przypisane dla vNH rozciagajacych wigzan peptydowych (-NHCO-) w biatkach oraz
drgan rozciggajacych grup funkcyjnych wody vOH [91].

Analiza maksimum absorpcji ujawnita istotne zmiany czterech  pasm dla
poszczegolnych analizowanych tkanek. W przypadku prawidtowej tkanki pik amidu I1T wynosit
1316 cm™, natomiast w tkance nowotworowej nastapito przesuniecie maksimum pasm do
nizszych liczb falowych o 2 [cm™] czyli do 1314 [cm], istotny jest rowniez wzrost
w przypadku tkanki po leczeniu (1317 cm™). Przesuniecie do wyzszych liczb falowych
nastgpito w przypadku piku 1396 cm™ gdzie odnotowano wzrost do poziomu 1399 cm™ dla
tkanki nowotworowej przed leczeniem jak i po leczeniu w stosunku do zdrowej kontroli. Dane
przedstawione w Tabeli 19 wskazujg, ze w tkance nowotworowej odnotowano przesunigcie do
nizszych liczb falowych dla szczytu pasma amidu II w stosunku do prawidlowej tkanki oraz do
wyzszych Ib falowych piku charakterystycznego dla amidu I. Z kolei po leczeniu piki te wrécity
do wartosci charakterystycznych dla tkanek zdrowych/kontrolnych. Wszystkie opisane
powyzej przesuni¢cia maksimum liczb falowych dotycza struktur biatkowych, co mogto by¢
wynikiem zmiany konformacji biatka.

Analiza zakresu widmowego 950-1100 cm™ dla poszczegélnych pacjentéw oraz tkanek
(w ktorym uzyskano $redni pik na poziomie 1031cm™) wraz z parametrami medycznymi
I przebiegiem choroby nowotworowej ujawnita korelacje. Dlatego tez z perspektywy naszych

badan jest to najciekawszy pik 1 zostanie szczegdtowo przeanalizowany w dalszej czesci.
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Wykres 29. Srednie widma FT-IR biopsji (Tn) miesaka Ewinga dla piku w zakresie widmowym od 950-

1100 cm™: pacjentow bez wznowy (kolor niebieski) oraz pacjentow ze wznowa/progresja (kolor

czerwony).

Wykres 29 przedstawia $rednie widma FTIR widm z biopsji dla piku w zakresie

widmowym od 950-1100 cm™ dla pacjentéw bez wznowy (kolor niebieski) oraz pacjentow ze

wznowa/progresja (kolor czerwony). W przypadku tkanki nowotworowej (Tn) dla pacjentow

u ktorych odnotowano wznowe lub progresje potozenie maksimum piku plasowato si¢ na

poziomie 1041 cm™. Jest to istotna réznica w stosunku do chorych pozostajacych w remisji

u ktérych ten szczyt absorbancji oscylowat érednio na poziomie 1024 cm™. W Tabeli 20

przedstawiono dane dla wszystkich pacjentow w analizowanym zakresie.
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Tabela 20. Czestotliwosci drgan dla piku w zakresie widmowym od 1000-1100 cm™: Tp - prawidlowe;j

tkanki kostnej pobranej w strefie poza obszarem naciekania nowotworu, Tn - tkanki nowotworowej

przed leczeniem, Tl - tkanki nowotworowej po leczeniu/chemioterapii indukcyjnej. 1 - odnotowany

wzrost do wyzszych liczb falowych, | - odnotowany spadek do nizszych liczb falowych.

Lp. | Pl Zgon Tkanka | Tkanka | A;=Tp- | Tkanka |A2I=Tn-TI %
eé 0 —nie prawidlo | nowotwo Tn po [cm™] mart
1-tak wa=Tp rowa = leczeniu wicy
[cm™] Tn [cm™] =TI
[em™] [em™]
1 F 0 1029 1020 9 1053 331 100
2 F 0 1041 1027 144, 1031 41 wznowa | 100
3 F 0 1029 1026 KN% 1031 51 95,6
4 F 0 1044 1025 194 1027 21 100
5 F 0 1029 1022 % 1031 9 95,5
6 F 0 1045 1031 144, 1033 21 100
7 F 0 1080 1061 194 1082 221 99
8 F 0 bd 1025 1030 51 95
9 F 0 bd 1019 1029 101 100
10 M 0 bd 989 1018 291 78
11 M 0 bd 1024 1031 61 100
12 F 0 bd 1024 1030 61 100
13 F 1 1047 1033 144 1047 141 progresja | 95
14 M 0 1032 1025 % 1031 6 progresja | 100
15 F 0 1058 1052 64 1058 61 wznowa | 99
16 F 1 1031 1030 14 1034 41 wznowa 80
17 M 1 1048 1030 184 1050 201 wznowa | 94,4
18 M 0 1050 1024 264 1020 44, 30
19 M 0 bd 1030 1024 64 61,8
20 M 1 bd 1031 1024 7, progresja | 66
21 M 1 1031 1031 0 1031 0 progresja | 60,6
22 M 1 1079 1081 217 1077 11 wznowa 0
23 F 0 1014 1032 181 1031 11, wznowa 100
24 M 1 1080 1079 10 1080 1 wznowa | 100
25 F 0 1027 1026 10 1023 3¢ wznowa | 100
26 M 1 1030 1046 161 1032 14, wznowa | 99,8
27 M 1 1029 1056 211 1032 24, wznowa | bd
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Wykres 30. Srednie widma FT-IR tkanek po zastosowanym leczeniu (T1) migsaka Ewinga dla piku
w zakresie widmowym od 950-1250 cm™: dla pacjentéw pozostajacych w remisji (kolor niebieski) oraz

pacjentéw u ktorych wystapit zgon (kolor czerwony).

Srednie widma FTIR widm tkanek po zastosowanym leczeniu dla piku w zakresie
widmowym od 900-1250 cm™ dla pacjentéw w remisji (kolor niebieski) oraz pacjentow
u ktorych wystapit zgon (kolor czerwony) przedstawiono na Wykresie 30. W przypadku tkanki
po leczeniu T1 dla pacjentéw u ktorych odnotowano remisj¢ potozenie maksimum piku
znajdowato plasowato sie na poziomie 1034 cm™. Jest to istotna réznica w stosunku do chorych,
u ktérych odnotowano zgon gdzie szczyt absorbancji oscylowat $rednio ok. 1045 cm™.
Uzyskano duza roznice w potozeniu maksimum analizowanego pasma, np. u 80% chorych
(n=15), u ktérych Tn bylo wieksze lub réwne 1027 cm™ wystapita progresja lub wznowa
nowotworu.

Wykonano poréwnanie przesuni¢cia maksimum pikéw w tkance w tkance prawidtowe;
oraz w tkance nowotworowej przed chemioterapig:

A1 = Tp (tkanka prawidtowa) — Tn (tkanka nowotworowa)
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W 12 badanych przypadkach w tkance nowotworowej odnotowano przesunigcie do
nizszych liczb falowych w stosunku do prawidlowej tkanki, u tych pacjentow wystapito 5
wznow/progresji tj.: 42%. Natomiast w 8 przypadkach wystapit: wzrost do wyzszych liczb
falowych, male przesuniecie do nizszych liczb falowych (na poziomie -1cm™) lub pozostawanie
na stabilnym poziomie. U wszystkich tych pacjentow (100% przypadkow) odnotowano
wznowe lub progresje choroby.

Analizowano roéwniez przesuni¢cia maksimum pikéw w tkance w tkance nowotworowej
oraz w tkance nowotworowej po chemioterapii indukcyjnej:

Az = Tn (tkanka nowotworowa) - Tl (tkanka po leczeniu)
Analiza widm FTIR tkanek kosci z ES po chemioterapii w stosunku do tkanek nowotworowych
przed leczeniem wykazala przesunigcie piku w analizowanym zakresie do wyzszych liczb
falowych u 17 pacjentow, w 6 przypadkach odnotowano wznowg lub progresje (35%).
Natomiast u 6 pacjentow odnotowano obnizenie badanego szczytu liczby falowej do nizszych
warto$ci dodatkowo w 4 przypadkach wykazano brak istotnych zmian. Na 10 pacjentow ze
spadkiem lub brakiem istotnego przesunigcia U 8 (80%) odnotowano wznowe lub progresje.
Spadek lub pozostawanie na stabilnym miejscu generuje 80% wzndéw nawet przy wysokim
procencie martwicy. Podsumowujac jezeli nie rosnie Az to pomimo dobrej odpowiedzi
w postaci wysokiego odsetka martwicy pacjenci majg wznowe (8/10 tj. 100%). Mozna okres$li¢

Az jako potencjalny istotny czynnik ryzyka wznowy lub progresji w ES. migsaku Ewinga.
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Wykres 31. Krzywe Kaplana-Meiera porownujace czas przezycia wolny od progresji choroby (PFS) (a—
d) i catkowite przezycie (OS) (e—h) u pacjentdéw zgodnie z potozeniem maksimum piku absorbancji
w zakresie 950 - 1100 cm™ liczby falowej: dla probek guza migsaka Ewinga (Tn) oraz przesuniecia
pikéw wyrazone jako roznice Tn — Tp (Tp — liczba falowa dla prawidtowej tkanki kostnej); TI — Tn (TI
- liczba falowa dla guza po leczeniu). (b) i (f) Tn> 1027 cm™ (niebieski) vs <1027 cm™ (czerwony); (c)
i (@ Tl —Tn>+1 cm™ (czerwony) vs Tl — Tn < +1 cm* (niebieski) (d) i (h) Tn — Tp < -1 cm™

(czerwony) vs Tn —Tp >=—1 cm* (niebieski).

Mediana okresu obserwacji analizowanych pacjentow wyniosta 31,7 miesiecy (od 12
do 70 miesiecy). 3-letni czas przezycia wolny od progresji choroby (PFS) wynosit 41,36%,
a 3-letnie catkowite przezycie (OS) wynosito 56,66%. Krzywe Kaplana-Meiera dla PFS oraz
OS z uwzglednieniem potozenia maksimum piku absorbancji w zakresie 950 - 1100 cm ™ liczby

falowej zostaly przedstawione na Wykresie 31.

5.1.2 Analiza pasm sktadowych regionu drgan grup funkcyjnych naleigcych do amidu I-
rzedowego. Okreslenie struktury drugorzedowej biatka.

Analiza widm FTIR wykazata znaczace przesunigcia pikow absorbancji amidu I dla
tkanek nowotworowych w stosunku do tkanek prawidtowych oraz tkanek nowotworowych po
leczeniu, w celu dalszego zbadania tych réznic zastosowano rozktad na poszczegdlne pasma
sktadowe regionu 1600 cm™ do 1700 cm™ przeksztatconego w druga pochodna.

Tabela 21 zawiera przypisanie charakterystycznych pasm nalezacych do amidu I-
rzgdowego dla prawidtowe] tkanki kostnej pobranej w strefie poza obszarem naciekania
nowotworu, tkanki nowotworowej przed leczeniem oraz tkanki nowotworowej po
chemioterapii indukcyjnej. Dodatkowo ze wzgledu na wczesniejsze znaczgce wynik analizie
poddano tkanki uzyskane od pacjentdéw bez wznowy nowotworu oraz tkanki pobrane od

pacjentéw u ktorych odnotowano wznowe.
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Tabela 21. Przypisanie pozycji pasma amidu I do struktury drugorzedowej biatka [cm™].

TI
ST Tp (tkanka Tn (tkanka (tkanka brak
drugorzedowa . wznowa
b prawidlowa) | nowotworowa) po wznowy
amidu | .
leczeniu)
B-kartka 1626 1629/ 1627 1626/ 1623
B-kartka 1629
B-kartka 1636 16417 1636 16357 1641
a-helisa 1650 1648 1650 1650 1659
a-helisa 1659
B-zwrot 1671 1672 1670v 1678
B-zwrot 1684 1680~ 1683 1684/ 1689

W pozycjach linii obserwowanych po dekompozycji amidu I dla probek ES

zaobserwowano znaczace réznice. Poddajac analizie tkanke nowotworowa w stosunku do
tkanki prawidlowej jak 1 nowotworowej po leczeniu obserwujemy znaczgce przesunig¢cia
niemal we wszystkich pasmach. Dodatkowo w tkance ES przed leczeniem wystepuje nowe
pasmo przypisane do a-helisy, natomiast znaczacy jest tez zanik linii na poziomie 1671 cm™
odpowiadajacego B-zwrotowi.

Natomiast porownujac pozycje pasm amidu I dla pacjentéow, u ktérych odnotowano
wznowe w stosunku tych u ktérych ona nie wystgpita zaobserwowano znaczace przesunigcia
szczytow pasm dla wszystkich sktadowych w danym zakresie. Lacznie z wystepujacym tylko
w probkach pacjentéw bez wznowy dodatkowym pasmem dla do B-kartki na poziomie 1629
cm™.

Nastepnie przeprowadzono Gaussowska dekompozycje (rozplot) biatka, adekwatnie do
czynnosci przeprowadzonych 1 opisanych w podrozdziale 5.1.2 powyzszej pracy. Na

Wykresach 32 oraz 33 znajduje si¢ graficzne przedstawienie wynikow.
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Wykres 32. Dopasowanie krzywej pasma amidu | dla prawidtowej tkanki kostnej pobranej w strefie
poza obszarem naciekania nowotworu (Tp), tkanki nowotworowej przed leczeniem (Tn), tkanki

nowotworowej po chemioterapii indukcyjnej (T1). Zakres dopasowania 1600-1700 cm™™.
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T T T T T T T T T
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Wykres 33. Dopasowanie krzywej pasma amidu | dla probek pacjentow bez wznowy oraz tkanek

pobranych od pacjentéw, u ktorych odnotowano wznowe. Zakres dopasowania 1600-1700 cm™.

Sktad procentowej struktury drugorzedowej biatka w strukturze catkowitego biatka dla
wszystkich badanych grup (wedlug wzglednej powierzchni prazkéw sktadowych)
przedstawiono w Tabeli 22 i na Wykresie 34. Wystepuja roznice w konformacji biatka w tkance
nowotworowej w stosunku do prawidlowej tkanki kostnej. Stwierdzono, ze struktura
I organizacja struktur biatkowych jest rozna dla poszczegdlnych analizowanych grup. Istotne

zmiany dotycza powierzchni zarejestrowanych linii struktur biatkowych. Najwieksze roznice
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odnotowano w widmach FT-IR pasma amidu | dla struktury o-helisy tkanek nowotworowych
przed leczeniem, gdzie nastgpit spadek udziatu tej formy (42,3%) w poréwnaniu z prawidtowa
tkankg kostng pobrang w strefie poza obszarem naciekania nowotworu (50%) oraz tkanka
nowotworowg po chemioterapii indukcyjnej (63,3%).

Najwigksze rdznice odnotowano w widmach FT-IR pasma amidu I dla struktury B-
kartki w podtypie desmoplastycznym/guzowym, gdzie jej udzial wynosit 73,7% w poréwnaniu
z kontrolg 68,5% .

W przypadku grupy pacjentéw, u ktoérych wystgpit nawrédt choroby procentowy udziat
struktury B-kartki wynosit 31,9%, podczas gdy u pacjentow bez wznowy byt on zdecydowanie

wyzszy 1 wynosit 52,3%.

Tabela 22. Sktad procentowej struktury drugorzedowej biatka wedlug wzglednej powierzchni pasm
sktadowych dla Tp - prawidlowej tkanki kostnej pobranej w strefie poza obszarem naciekania
nowotworu, Tn - tkanki nowotworowej przed leczeniem, Tl - tkanki nowotworowej po chemioterapii
indukcyjnej, jak i dla probek pacjentéw bez wznowy oraz tkanek pobranych od pacjentéw u ktorych

odnotowano wznowg.

B-kartka | o-helisa | inne

[%] [%] [%]

Tp (tkanka prawidlowa) 21,6 50 28,4

Tn (tkanka nowotworowa) 21,4 423 36,3
Tl (tkanka po leczeniu) 22,7 63,3 14

Wznowa 31,9 41,8 26,3
Brak wznowy 52,3 43 47
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Wykres 34. Procentowy sktad struktury drugorzgdowej biatka dla prawidtowej tkanki kostnej pobranej
w strefie poza obszarem naciekania nowotworu (Tp), tkanki nowotworowej przed leczeniem (Tn),
tkanki nowotworowej po chemioterapii indukcyjnej (TI), jak i dla probek pacjentéw bez wznowy oraz

tkanek pobranych od pacjentéw u ktoérych odnotowano wznowe.

5.1.3. Statystyczne analizy wielowymiarowe

Wyniki analizy komponentow gtéwnych (PCA) dla prawidlowej tkanki kostnej
pobranej w strefie poza obszarem naciekania nowotworu (kolor czerwony), tkanki
nowotworowej przed leczeniem (kolor niebieski), tkanki nowotworowej po chemioterapii
indukcyjnej (kolor zielony) zostaty przedstawione na Wykresie 35. Wykres punktowy ukazuje
wyrazny podziat na dwa klastry, czerwong dla probek kontrolnych oraz drugi ktory sktadajacy
si¢ z probek tkanki nowotworowej przed leczeniem (kolor niebieski) jak i tkanki nowotworowej

po chemioterapii indukcyjnej (kolor zielony).
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Wykres 35. Wyniki analizy PCA widm spektroskopii ATR-FTIR dla: Tp - prawidtowej tkanki kostnej
pobranej w strefie poza obszarem naciekania nowotworu (kolor czerwony), Tn - tkanki nowotworowej
przed leczeniem (kolor niebieski), Tl - tkanki nowotworowej po chemioterapii indukcyjnej (kolor
zielony). Zakres analizy 800-1800 cm™ , fingerprint region”.

Wyniki w grupie probek tkanek prawidtowych sa duzo bardziej rozproszone,
w porownaniu do wynikow grupy nowotworowej przed i po leczeniu, ktore znajduja si¢
w centralnej czegsci wykresu. Komponent 3 (PC3) wyjasnia 3,46% zmienno$ci danych,
a komponent 4 (PC4) 3,07%. Klastry sa nieznacznie ze sobg zmieszane w centralnej czesci
grafu, jednakze wzor ten jest charakterystyczny dla probek biologicznych, charakteryzujacych
si¢ znaczng roznorodnoscia biologiczng.

Klaster czerwony (probki dla prawidtowej tkanki kostnej pobranej w strefie poza
obszarem naciekania nowotworu ) jest przesunigty w przestrzeni wykresu w kierunku ujemnych
wartosci dla PC4, natomiast klaster niebieski oraz zielony (probki ES przed oraz po

chemioterapii indukcyjnej) sa umiejscowione z prawej strony i przesuniete W Kierunku

dodatnich wartos$ci dla tego samego komponentu.
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Wykres obciazen dla PCA
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Wykres 36. Wykres obcigzen PC4 dla PCA z Wykresu 35. Analizy przeprowadzono na widmach ATR
FTIR drugiej pochodnej w obszarze ,,fingerprint region”.

Wykres 36 zawiera obcigzenia dla PC4 (komponent 4) z analizy PCA. W przypadku
klastra oznaczonego na kolor czerwony (Wykres 35) czyli probki dla prawidlowej tkanki
kostnej pobranej w strefie poza obszarem naciekania nowotworu zaobserwowano przesunigcie
w kierunku ujemnych wartosci dla PC4, co odpowiada dodatnim wartosciom na wykresie
obcigzen, zaobserwowanym dla szczytu liczby falowej 1146 cm™. Dla klastréw niebieskiego
oraz zielonego zawierajacych odpowiednio probki ES przed oraz po chemioterapii indukcyjnej
wyniki przybraty warto$ci dodatnie, co odpowiada ujemnym warto$ciom na wykresie obcigzen.
Najbardziej widocznym negatywnym czynnikiem, ktory odr6znia tkanki nowotworowe przed
i po leczeniu od kontrolnego zawierajacego prawidtowa tkanke kostna, jest obcigzenie przy 946
cm™. Kolejne ujemne tadunki wskazano na 966 cm™ i 1024 cm™. Wszystkie te piki znajduja sie

w zakresie kwasow nukleinowych co moze wskazywac na zmiany w zakresie DNA i RNA.
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Rozdzial 6. Dyskusja

Diagnostyka histopatologiczna guzow drobnookragtokomoérkowych u dzieci jest trudna,
co wynika z ich morfologicznego podobienstwa, niskiego zréznicowania komorek oraz bardzo
malej czgsto$ci wystgpowania. Dlatego, oprocz standardowych barwien histochemicznych, do
ich rozpoznania konieczne jest zastosowanie metod opartych na immunologii, genetyce oraz
biologii molekularnej. Generuje to tym samym wysoki koszt badania oraz jego czasochtonnos¢,
co ma szczegdlnie duze znaczenie w przypadku nowotworéow u dzieci, gdzie nalezy jak
najszybciej rozpocza¢ leczenie.

Postep w onkologii, jaki si¢ dokonal w ostatnich dekadach, wynika miedzy innymi
z coraz lepszej stratyfikacji pacjentow do grup terapeutycznych. Pacjenci z obecnoscig
niekorzystnych rokowniczo markerow otrzymuja zintensyfikowane schematy leczenia,
pomimo wiekszego ryzyka toksyczno$ci i dziatan niepozadanych, podczas gdy pacjenci
z dobrym rokowaniem mogg otrzyma¢ schematy zredukowane. Dlatego poszukiwanie nowych
markerow prognostycznych jest tak istotne dla dalszej poprawy wynikow leczenia, zwlaszcza
w przypadku nowotwordéw, gdzie wciaz nie osiggni¢to prawie 100% wyleczalnosci. Do takich
guzow u dzieci zaliczajg si¢ MB i ES. Dodatkowo duzg rolg odgrywa monitorowanie choroby
w celu okreslenia skutecznosci wybranej terapii. OdpowiedZz na tak wazne pytania mozna
uzyska¢ stosujgc techniki dajgce mozliwosci zbadania pojedynczych molekut lub mikro-
a nawet nano- obszaréw tkanek. Informacje uzyskiwane przez standardowo stosowane
procedury diagnostyki medycznej w niektorych przypadkach sa niewystarczajace, co wptywa
na konieczno$¢ poszukiwania nowych metod badawczych. Stad tez rozwoj technik fizycznych
stosowanych w diagnostyce medycznej. Dzigki nim mozliwe jest pozyskanie nowych
informacji  takich jak: okreSleniec zmian biomolekul w komodrkach, wynikajgcych
z kancerogenezy lub dziatania lekéw cytotoksycznych.

Techniki spektroskopii w podczerwieni oraz spektroskopii Ramana. Sg to uzupetniajace
si¢ metody spektroskopowe oparte na oznaczaniu drgan molekularnych. Pomimo tego duzego
podobienstwa istniejga bezposrednie rdznice pomiedzy nimi takie jak: pochodzenie,
funkcjonalno$¢ i sposob identyfikacji badanych materiatéw. Zasada dziatania spektrosopii
W podczerwieni FTIR opiera si¢ na zmianach momentu dipolowego, podczas gdy spektroskopii
Ramana na zmianach polaryzowalnosci czasteczek, stad tez profil widmowy dla tej same;j
probki mierzony obiema technikami bgdzie znaczaco sie od siebie roznit [92].

Wiasciwa interpretacja wynikéw badan spektroskopowych wymaga przetworzenia

ogromnej ilosci danych numerycznych, ktore sktadaja si¢ na widmo. Moga do tego stuzyc
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proste metody statystyczne m.in. analiza klastrowa, oraz bradzo zaawansowane metody jak
generowanie sieci neuronowych [93]. Analiza statystyczna wyszukuje w danych spektralnych
okreslone parametry roznicujace, ktore moga postuzy¢ do klasyfikacji i zroznicowania dwoch
odmiennych rodzajow tkanek. Uzyskane roznice mozna nast¢pnie wykorzystac jako biomarker
diagnostyczny i/lub prognostyczny dla danej jednostki chorobowe;j.

W czasopismie Nature juz 33 lata temu zostaly opublikowane badania polegajace na
analizie chromosomow pojedynczych komoérek za pomoca spektroskopii rozpraszania
ramanowskiego [94]. W roku 1976 Webb S.J. [95] opublikowat artykut dotyczacy
zastosowania spektroskopii Ramana w ktorym okreslono wptyw mikrofal na komoérki kontrolne
I nowotworowe. Obrazowanie Ramanowskie wykorzystano rowniez w badaniu oscylacyjnych
i statycznych polaryzacji dielektrycznych w komorkach ztosliwych raka sutka co bylo tematem
pracy Cooper M..S oraz Theimer O. [96] wydanej w 1980 roku.

Pierwsze doniesienia na temat diagnostyki onkologicznej za pomocg spektroskopii IR
odnotowano juz w roku 1985. Garcia-Borron J.C. i wsp. [97] przedstawili wyniki analizy
spektroskopii FTIR dla naturalnych melanin wyizolowanych z czerniaka myszy Hardinga-
Passeya. Potwierdzili oni, ze melaniny obecne w czerniaku myszy maja zwigzane ugrupowania
biatkowe, tak Ze powinny istnie¢ ,,in vivo” jako kompleksy melanoproteinowe. Jeszcze w tym
samym roku opublikowano praca zespolu Benedetti E. i wsp. [98] w ktorej podkreslono,
ze spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera daje nowe mozliwosci badan
przewleklej bialaczki limfatycznej. Analizie poddano dziesie¢ probek limfocytow
pochodzacych od pacjentow dotknietych przewlekta biataczka limfatyczng oraz dziesieé
probek kontrolnych od oséb zdrowych. Zaobserwowane roznice spektralne migdzy dwoma
rodzajami badanych komoérek odpowiadajagce wzrostowi intensywnosci, w probkach
biataczkowych w stosunku do probek prawidtowych, prazkow odpowiadajacych gtéwnie za
symetryczne i asymetryczne drganiom rozciggajace PO2. przypisane dla DNA. W roku 1986
Theophanides T. i wspolpracownicy [99] opublikowali artykul dotyczacy zmiany
konformacyjnych kwasu magnezowo-nukleinowego w nowotworach.

W zwiagzku z faktem, iz spektroskopia FTIR oraz spektroskopia Ramana moze
rozpoznawa¢ nowotworowe tkanki od zdrowych na poziomie molekularnym, ich zastosowania
w praktyce diagnostyki onkologicznej rosng z roku na rok. Do tej pory zostaty one do badania:
raka jamy ustnej i gardta [100], raka piersi [101], raka prostaty [102], raka pecherza moczowego
[103], raka jelita grubego [104], raka ptuc [105], raka jajnika [106], raka szyjki macicy [107],
raka zotadka [108], raka okr¢znicy [109], a nawet do badania mikroflory w chorobach
nowotworowych [110].
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Ostatnimi czasy nabiera tez znaczenia stosowanie spektroskopii FTIR jako szybkiej
oraz doktadnej techniki diagnostycznej w czasie rzeczywistym do okreslanie margineséw
tkanek nowotworowych w badaniach $rédoperacyjnych. Tian P. i wsp. [111] opublikowali
wynik badan w ktérych podsumowali $rodoperacyjne wykrywanie przerzutow do weziow
chlonnych w raku piersi metoda spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera.
Badanie wykonano na 149 weztach pobranych od 49 pacjentow. Badanie histopatologiczne
potwierdzito 38 weztow z przerzutami i 111 bez przerzutow. Osiemnascie z 29 parametrow
spektralnych réznito si¢ znaczaco miedzy weztami z przerzutami i bez przerzutow. Wybrano
pie¢ parametrow jako niezaleznych czynnikow tworzacych funkcje dyskryminacyjne. Czutos¢,
swoistos¢ 1 doktadno$é tej metody wyniosty odpowiednio 94,7, 90,1 i 91,3%. Potwierdzono
tym samym skutecznos$¢ tej metody w szybkiej i doktadnej ocenie $rdédoperacyjnej co do
rozprzestrzeniania si¢ przerzutow ktora dostarcza chirurgowi niezb¢dnych informacji do
natychmiastowego reagowania w trakcie trwania operacji. Ta sama grupa pod przewodnictwem
Tian P. przedstawita badanie ktorego celem bylo opracowanie szybkiej i doktadnej metody
diagnostycznej za pomoca spektroskopii FTIR do s$rodoperacyjnego réznicowania zmian
ztosliwych od tagodnych tkanek piersi. W badaniu pobrano tacznie 100 probek tkanki piersi od
100 pacjentek [112].

Medulloblastoma

Szybka, obiektywna oraz poprawna diagnostyka histopatologiczna zmian
w osrodkowym uktadzie nerwowym pozwala na wezesne wdrozenie odpowiedniego leczenia
co daje realne szanse na zapobieganie progresji choroby. Spektroskopia w podczerwieni
z transformacja Fouriera (FT-IR) wraz z spektroskopia Ramanowska sa z powodzeniem
stosowane jako techniki oparte na poszukiwaniu biomarkerow w nowotworach mozgu.
Z biegiem czasu staly sie bardziej czute, osiggajac w kilku badaniach doktadno$¢ diagnostyczna
na poziomie powyzej 90%. Bezposrednio wskazuje to na ich potencjat do wdrozenia
klinicznego w niedalekiej przysztosci [92].

Istniejg liczne doniesienia naukowe w ktorych autorzy opisuja charakterystyczne cechy
widm FTIR jako roéznicujace prawidtowa i nowotworows tkanke mozgu. Gajjar W. i wsp. [113]
wykazali, ze badanie ludzkiej tkanki mézgowej za pomoca spektroskopii ATR-FTIR lub
Ramana pozwala na tatwe odroznienie zdrowej tkanki mézgu od nowotworowej. Badaniu

zostato poddane kilka typdw histologicznych guzéw pierwotnych wraz z probkami przerzutow
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do moézgu. Stwierdzono, ze pewne stosunki pikow odpowiadajace gldéwnym grupom
biochemicznym moga stuzy¢ jako biomarkery spektralne w diagnozowaniu guzéw mozgu.
Najwicksze] znaczenie mialy rdznice stosunkow lipid/biatko, fosforan/weglowodan,
RNA/DNA i estry, a takze cholesterol/fenyloalanina. W innym badaniu przeprowadzonym
przez Depciuch i wsp. [54] autorzy wykazali, ze obszary odpowiadajace lipidom, kolagenowi
i biatkom w widmach Ramana i FTIR najlepiej roznicuja glejaka i kontrolne tkanki mézgu.
Zaznaczyli, ze lipidy moga by¢ spektroskopowym markerem w badanych przez nich guzach
moézgu. Réwniez w powyzszym badaniu MB obszary spektroskopowe przypisane do biatek
oraz kwasow nukleinowych wyrdzniono jako najbardziej odpowiednie do réznicowania tego
nowotworu od normalnej tkanki mézgowej. W przypadku lipidéw, ktore sa bogate w sygnaty
wibracyjne C-O w spektroskopii FTIR, wykazano brak piku przy 1737 cm™ w klasycznym
podtypie MB w przeciwienstwie do grupy kontrolnej i innych podtypéw MB.

Zmiany zawarto$ci RNA monitorowano przy piku 1125 cm™. Obecno$é¢ tego pasma
zanika wraz z karciogenezg (brak jego obecnosci we wszystkich podtypach histologicznych)
w poréwnaniu z kontrolg. Obnizenie zawarto$ci tego piku obserwowano réwniez w badaniach
0socza i surowicy pacjentow ze stwardnieniem rozsianym [114]. Ciekawym przypadkiem jest
pik 1341 cm™, ktéry wystepuje tylko w podtypie anaplastycznym MB, przypisuje sie go do
biatek. Dodatkowo u pacjentéw z tkankami nowotworowymi zaobserwowano, ze piki
przypisane biatkom: 1541 cm™ (amid I1) i 1650 cm™ (amid I) wykazuja przesuniccie do
nizszych liczb falowych w poréwnaniu z probka kontrolna, co moze wskazywac wskazuje na
zmiany powodujace zaburzenia w funkcjonowaniu biatek [54]. Potwierdzaja to badania
proteomiczne opisane przez S. Rivero-Hinojosa i in. Naukowcy ci wykazali, ze ekspresja biatek
i ich modyfikacje odzwierciedlajg stan funkcjonalny komorek nowotworowych, ukazujac
wplyw, jaki mutacje somatyczne i inne zmiany genetyczne i epigenetyczne wptywaja na stan
komorki podczas transformacji nowotworowej [115]. Wiele biatek wystepuje jako krazace
markery zapalenia i angiogenezy [66]. Przyktadem moze by¢ YKL-40 w surowicy ktory jest
markerem rokowniczym i prognostycznym w glejakach [116-118].

Grupa Husseina Ali i wsp. [55] przedstawila roéwniez rozréznienie pomiedzy tkanka
kontrolng a nowotworowsg tkankg z OUN. W tym przypadku otrzymano je gtéwnie dzigki
analizie pasm przypisanych biatkom (amid 11 i amid 1) zlokalizowanym przy 1545 i 1650 liczby
falowej. Jest to zgodne z uzyskanymi w powyzszym badaniu wynikami, poniewaz piki
biatkowe na poziomie: 1541 cm™ (amid 1) i 1650 cm™ (amid I) przesuwaja si¢ w kierunku
nizszych liczb falowych w probkach MB w pordwnaniu z probkami kontrolnymi. Ponadto

W powyzej wspomnianej publikacji autorzy pokazali, ze prazki lipidowe przy 2950-2850 cmt
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wykazujg mniejszg warto$¢ absorbancji w tkance nowotworowej. W niniejszym badaniu,
w przeciwienstwie do wynikéw Hussein Ali i wsp., nie uzyskano istotnych réznic w pasmie
lipidow przy 2950-2850 cm™ miedzy probkami MB oraz kontrolnymi.

Znaczacg roznicag w widmie uzyskanym od pacjentow u ktérych nie odnotowano
przerzutéw jest fakt iz nie zarejestrowano dodatkowego piku na poziomie 1078 cm™ liczby
falowej ktory pojawit si¢ w grupie pacjentow z przerzutami. Badania opublikowane przez grupg
Agrov S. i wsp. na temat chorob zapalnych jelit jako stadium posredniego pomig¢dzy stanem
normalnym a rakiem wskazuja, iz obecno$¢ piku na poziomie 1078 cm™ jest powiazana z rolg
fosforanow w przebiegu choroby [119]. Analiza zmian fizykochemicznych guza oraz sktadu
biochemicznego w poszczegoélnych podtypach histologicznych rdzeniaka zarodkowego widm
FTIR, pozwala na powigzanie poszczegdlnych zmian z obecnoscia przerzutow (dodatkowy pik
1078 cm™) lub wznowy (przesunigcie piku 1539 cm™) u pacjentéw. Zaleznosci te zostaly
okreslone dla tej grupy badanej w celu ich jednoznacznego potwierdzenia wymagane jest
poszerzenie badan.

Cameron i wsp. opublikowali badanie [66] z zakresu spektroskopii w podczerwieni
w ktorym analizowano 641 probek surowicy pobranych od pacjentow z nowotworem moézgu
oraz pacjentow kontrolnych. Udato im si¢ rozrézni¢ (z doktadnosciag na poziomie >80%) kilka
rodzajow zmian zachodzacych w tkance mozgowej, takich jak: glejaka wielopostaciowego,
oponiaka, pierwotnego chtoniaka osrodkowego uktadu nerwowego oraz zmiany przerzutowe
w mozgu. Ujawniono pewne subtelne roznice w strukturach drugorzgdowych biatek migdzy
grupami pacjentow ktore uzyskano poprzez dekonwolucje amidu I. W powyzszym badaniu
w wyniku dekonwolucji wykazano ro6znice w prazku amidowym I odpowiadajgce strukturom
biatkowym B-kartki i a-helisy pomigdzy kontrolami a wszystkimi trzema badanymi podtypami
MB (klasycznym, wielkokomorkowym/ anaplastycznym i desmoplastycznym / guzkowym).
To réznicowanie zostato nastepnie potwierdzone poprzez wykonane analizy PCA, jak i HCA.

Pomimo licznych prac wykorzystujacych spektroskopi¢ FTIR do analizy nowotworow
mozgu nie znaleziono w literaturze badania do wykrywania i rozr6zniania MB u dzieci.
Natomiast grupa Polis i wsp. [57] wykorzystata spektroskopie Ramanowska do diagnostyki MB
u dorostych. Wykazano, ze technika ta moze zosta¢ wykorzystana do identyfikacji sktadu
biochemicznego charakterystycznego dla rdzeniaka zarodkowego. Pokazano, iz probki MB
zawieraly duze ilosci biatek przy znacznie zmniejszonej zawartosci lipidow, podczas gdy
zdrowa tkanka zawierata oba te zwigzki z duzej ilosci. W publikacji tej szczegdtowo okreslono

stosunki absorbancji szczytow nastepujacych liczb falowych: 12930/12845 i 11586/11444, czego

90



nie mozna bylo oznaczy¢ w niniejszej pracy ze wzgledu na parafinowy charakter uzytych do
analizy probek.

W innej publikacji Le Reste P.J. oraz wsp. [120] pokazali, ze mozliwa jest integracja
widm ramanowskich z danymi uzyskanymi z transkryptomu w glejaku wielopostaciowym,
co pozwolito na rozrdznienie podtypéw GM oraz miato wartos¢ predykcyjng dotyczaca
wynikow leczenia pacjentow.

W niniejszym badaniu  wykorzystano nowatorskie narzg¢dzie analityczne widm
spektroskopowych opracowane przez zespot Katedry Badan Biofizycznych i Strukturalnych
Instytutu Nauk Fizycznych Uniwersytetu Rzeszowskiego. Opiera si¢ ono na ocenie dynamiki
absorbancji dla spektroskopii w podczerwieni oraz dynamiki widma dla spektroskopii
Ramanowskiej i zostalo juz wykorzystane m.in. w badaniach dotyczacych ostrej biataczki
limfoblastycznej u dzieci [67]. Wykorzystujac t¢ technik¢ mozna odrozni¢ tkanke
prawidtowego mozgowia od tkanki MB, natomiast nie udato si¢ rozr6zni¢ poszczegdlnych
podtypow histologicznych MB. Analiza dynamiki absorbancji dla pacjentow z rdzeniakiem
zarodkowym ze $rednim widmem grupy kontrolnej pokazata, iz si¢ zakres liczb falowych 1714-
1716 cm™ charakteryzuje 100% zmieniong dynamika absorpcji w MB w poréwnaniu ze
srednim widmem grupy kontrolnej. Oznacza to potencjalng mozliwo$¢ rozrézniania na tej
podstawie tych dwoch rodzajow tkanek. Pik ten jest przypisywany w literaturze (Movasaghi Z.
i wsp.) [121] dla wigzania C=O w tyminie, a zaobserwowane réznice moga by¢ wyrazem
zmian w kwasach nukleinowych. Potwierdzaja to wyniki uzyskane przez Dovbeshko, G.I.
i wsp. [122] gdzie powigzano go z drganiami rozciagajacymi C=0 zasady purynowej w DNA
i RNA oraz dla Amidu I (powstaje z drgan rozciggajacych C=0). W pracy Dovbeshko, G.I.
analizowano widma FTIR dla RNA izolowanego z guza mozgu (glejaka) oraz DNA
izolowanego z komorek najadrza szczurdéw ze strefy awarii elektrowni atomowej w Czarnobylu
napromieniowanych promieniami gamma w niskich dawkach. Obserwowane zmiany
wskazywaty na uszkodzenia pierwszorzedowej, drugorzedowej i trzeciorzedowej struktury
kwasu nukleinowego, ktore wydajg si¢ by¢ zwigzane z modyfikacja zasad 1 cukrow oraz
redystrybucja sieci wigzan. W innej publikacji Gunjana T. i wsp. [69], badano zmiany
w podwdinej helikalnej strukturze DNA po dodaniu winkrystyny, opisano pik 1714 cm™ jako
prazek guaniny.

W kolejnym etapie powyzszej, autorskiej metody analizy dynamiki absorpcji
zastosowanoprocedur¢  chemometryczng  polegajaca na  porOwnywaniu  widm
spektroskopowych oso6b chorych z widmem referencyjnym, ktéorym byto widmo $rednie

otrzymane z widm kontrolnych. Poréwnywanie widm zostalo oparte na analizie r6znicy tempa

91



zmian absorpcji porownywanych widm w dziedzinie liczb falowych. Graficznie powyzsze
warunki oznaczaja, ze w analizowanym regionie absorbancja tkanek MB od os6b chorych
maleje, a dla osob z grupy kontrolnej rosnie lub jest stala. Postawiona hipoteza zostata
pozytywnie zweryfikowana na wczeéniej wykrytym istotnym zakresie tj. 1714-1716 cm™.

Wykorzystanie spektroskopii FTIR 1 Ramana jako narzgdzi diagnostycznych
w medycynie wymaga w wielu przypadkach uzycia zaawansowanych metod komputerowych
do analizy danych [93]. W powyzszej pracy zastosowano uczenie maszynowe ML, a doktadnie
algorytm drzewa decyzji C5.0. W wyniku czego uzyskano drzewo decyzji zbudowane na
podstawie calej bazy, ktore ukazuje perfekcyjng klasyfikacj¢ roznicujacg pomiedzy tkankami
z MB oraz tkankami kontrolnymi (z doktadnoscia na poziomie 97,99%) przy zastosowaniu
absorbancji dla wybranych 7 liczb falowych tj.: 800 cm™, 1150 cm™, 1698 cm™, 2930 cm™,
3220 cm, 3476 cmt, 3500 cm™. Tym samym piki te mozna dla tej grupy badanej okresli¢ jako
markery spektralne.

W niniejszej pracy zostal uzyty szereg metod w celu roznicowania widm
histopatologicznych podtypéw MB i normalnej tkanki mézgowej za pomoca spektroskopii
FTIR oraz Ramana. Pomimo do$¢ wyraznej réznicy miedzy widmami MB i prawidtowa tkanka
mozgowa, roznice w sktadzie biochemicznym poszczegdlnych podtypow histologicznych byty
zbyt mate, aby mozna je jednoznacznie zidentyfikowac za pomoca spektroskopii wibracyjnej.
Pomimo tego iz mozliwa byta klasyfikacja poszczegolnych widm kontrolnych i MB na trzy
grupy histopatologiczne za pomoca analizy PCA i HCA, przypisanie kazdej indywidualne;j
probki do okreslonego podtypu histologicznego okazato si¢ zbyt niedoktadne. Skutecznos¢ tych
metod w diagnostyce poszczegdlnych guzow moézgu potwierdzono natomiast w badaniu
przeprowadzonym przez Pinto Aguiar i wsp. [123] gdzie opracowano model rozrézniania widm
prawidlowej tkanki i guzéw OUN, oparty na wynikach analizy gléwnych sktadowych (PCA)
oraz odleglosci euklidesowe;.

W przypadku pozytywnej weryfikacji w innych o$rodkach na innych grupach
pacjentow, uzyskane w niniejszej pracy wyniki mogg sta¢ si¢ podstawg do zastosowania
spektroskopii wibracyjnej jako metody komplementarnej w diagnostyce histopatologicznej
tych guzéw. Miatoby to szczeg6lnie duze znaczenie w badaniach $rédoperacyjnych, gdzie na
podstawie szybkiej i zautomatyzowanej analizy sktadu chemicznego tkanki, neurochirurg
otrzymalby w czasie rzeczywistym informacje¢, czy w danym obszarze mézgowia znajduje si¢
tkanka MB. Pozwoliloby to na optymalizacj¢ zakresu resekcji guza, ktora nie opierataby sie

jedynie na ocenie wizualnej. W przypadku badania standardowego, widma spektroskopii FTIR
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1 Ramana mogtyby skroci¢ czas do uzyskania diagnozy, zmniejszy¢ ich koszt oraz zmniejszy¢

ryzyko bledu diagnostycznego.

Miegsak Ewinga

W przypadku migsaka Ewinga (ES) przez ostatnie 40 lat stosowanie terapii miejscowej,
jak 1 wielolekowej chemioterapii neoadjuwantowej spowodowato duzy postep w leczeniu
choroby zlokalizowanej, poprawiajac S-letnie przezycie z mniej niz 20% do ponad 70% [44].
Niestety pacjenci z przerzutami lub nawrotem maja nadal zte rokowania [124,125], fakt ten
podkresla pilng potrzebe opracowania nowych terapii dla ES [42,126].

Badania dotyczace zastosowania spektroskopii wibracyjnej w diagnostyce zto§liwych
guzow kosci, ktore sa czgscia niniejszej pracy, maja charakter pionierski i do chwili obecnej
nie znaleziono podobnych opracowan opublikowanych przez inne zespoly badawcze na $wiecie
[39,41,89,127]. Nie ma rowniez opublikowanych wielu prac, ktore oceniatyby wptyw leczenia
innych nowotworow na zmiane ich widma w spektroskopii FTIR i Ramana. Jedno z takich
badan zaostato opublikowane przez zespott Walda i wsp. [128], analizowano w nim progresje
czerniaka ztosliwego. Wykazano, Zze na podstawie nienadzorowanej analizy danych
uzyskanych ze spektroskopii FTIR mozna przypisa¢ pacjentow do dwoch grup, ktore koreluja
z odpowiedzig kliniczng na zastosowane leczenie dakarbazyna. Stworzono model statystyczny,
ktory klasyfikowat ze skuteczno$cig 83 % pacjentow do grupy reagujacej lub niereagujacej na
zastosowang chemioterapi¢ DTIC. Pokazano rowniez, ze obie grupy roznity si¢ pod wzgledem
zmiany konformacji biatka oraz ilosci lipidow w badanych komorkach czerniaka.

W innej publikacji. Zawlik i wsp. opisali wykorzystanie FPA-FTIR w potaczeniu
z analiza gtownych skladowych (PCA). Umozliwito to ocen¢ wplywu chemioterapii na
leczenie pacjentek z rakiem piersi [129]. Udokumentowano tym samym potencjat tej techniki
jako narze¢dzia monitorujgcego. Tolstorozhev G.B. i in. [130] roéwniez potwierdzili, ze analiza
spektroskopowa w podczerwieni moze by¢ z powodzeniem wykorzystana do diagnostyki
I monitorowaniu leczenia na poziomie molekularnym w przypadku: czerniaka, nowotworow
piersi i tarczycy.

Zakres daktyloskopowy liczby falowej tzw. ,fingerprint region” zawarty w przedziale od
900 cm™ do 1800 cm™ widma $redniej podczerwieni zawiera najwazniejsze tryby wibracyjne
dla wigzan chemicznych biatek i kwasow nukleinowych [51]. Dlatego tez w pracy starano sig¢

skupi¢ wlasnie na nim w poszukiwaniu biomarkera nowotworowego w tkance ES. Analizie
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poddano prawidtowsa tkanke kostng pobrang w strefie poza obszarem naciekania nowotworu,
tkankg nowotworowsa ES przed leczeniem oraz tkanke nowotworowa ES po chemioterapii
indukcyjnej. Poréwnanie widm wykazato istotne zmiany absorbancji w catym analizowanym
zakresie, tj. 800-3500 cm™.

Zidentyfikowano charakterystyczne pasma w widmach tkanek spektroskopowych
w szczegolnosci zakres od 1024 cm™ do 1041 cm™, ktéry pozwala na wstepna predykcje
wystepowania wznowy u pacjentow. Zauwazono znaczny wzrost wielkoSci absorbancji
w probkach migsaka Ewinga w porownaniu z kontrolami, co sugeruje namnazanie si¢ komorek
nowotworowych w procesie nowotworzenia. Takie zmiany w komorkach nowotworowych
zostaty niejednokrotnie udokumentowane w literaturze [131]. Moze by¢ to wynikiem ich
niekontrolowanego wzrostu oraz podziatu przy jednoczesnej zmniejszonej stabilnosci DNA
[132].

W pracy wykazano silng wartos¢ prognostyczng dla liczby falowej maksymalnej
absorbancji piku w zakresie 950-1100 cm™ w tkankach kosci z miesakiem Ewinga w momencie
diagnozy jeszcze przed podaniem chemioterapii (Tn), jak rowniez roznice liczby falowej
miedzy pozycja tego piku a jego odpowiednikiem w probee guza po zakonczeniu chemioterapii
indukcyjnej (Tn-TI) lub w probce prawidtowej tkance kostnej (Tp-Tn) pobranej od tego samego
pacjenta.

Wyniki powyzszych analiz dla badanej grupy pokazaty istotny wptyw przesunigcia
szczytu liczby falowej w analizowanym zakresie na czas wolny od progresji i czas przezycia
calkowitego. Dzigki temu mozna bylo wyselekcjonowaé z badanej grupy 2z duzym
prawdopodobienstwem pacjentow, u ktorych dojdzie do progresji choorby jeszcze przed
wlaczenem chemioterapii neodajuwantowey.

W przeprowadzonych badaniach literaturowych poszukiwano opowiedzi na pytanie za
jaka czasteczke/molekule jest odpowiedzialny pik absorbancji w zakresie od 950 cm™ 1100 cm-
! liczby falowej. W analizowanym obszarze widma wystepuja piki dla roznych istotnych
biologicznie ugrupowan chemicznych/ molekularnych komorki, ktore odpowiadaja podobnym
zakresom liczb falowych dlatego tez powstaly obraz widma jest ich sktadowa i zwykle nie ma
mozliwos$ci ich jednoznacznej interpretacji.

Maksymalny pik absorbancji, ktéry w badanej grupie pacjentow z ES byt
odpowiedzialny za przewidywanie wyniku leczenia ES jest najprawdopodobniej zwigzany ze
grupami fosforanowymi, ktére zawieraja miedzy innymi nukleotydy w DNA lub RNA,
fosfolipidy w btonach komorkowych, fosforylowane biatka, estry fosforanowe, ale moze

réwniez pochodzi¢ z hydroksyapatytu, z ktorego zbudowana jest kos¢ [133]. Inng molekuta
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0 istotnym znaczeniu biologicznym, dla ktorej obserwuje si¢ szczyt absorbancji w przedziale
od 1000-1100 cm™ [12], jest glikogen. Dlatego zmiany fizykochemiczne, jakie zachodza
w glikogenie komoérek ES, moga rowniez wplywac na potozenie piku w zakresie 1024-1041
cm™,

Zawartos¢ glikogenu w komorkach nowotworowych rézni si¢ w zaleznosci od typu
nowotworu. Na przyktad stezenie tej molekuly jest wyzsza w tkance guza okreznicy
w stosunku do tkanki zdrowej, ale w przypadku guzéw szyjki macicy oraz watroby nastgpuje
zmniejszenie jego zawarto$ci [134]. Zwigkszone poziomy glikogenu wykrywane za pomoca
spektroskopii FTIR w komoérkach nowotworowych mogg by¢ potencjalnym markerem
diagnostycznym dla raka ptuc [83,134-136].

W aspekcie badan medycznych istotng staje si¢ mozliwo$¢ oznaczania przy
wykorzystaniu spektroskopii IR struktury drugorz¢dowej biatek. Takie zmiany moga pojawiac
si¢ m.in. w niektorych schorzeniach neurodegeneracyjnych [137].

W przeprowadzonych badaniach odnotowano rézne wartosci absorbancji dla regionu
FTIR odpowiadajace grupom amidowym II i amidowym I dla prawidtowej tkanki kostnej
pobranej w strefie poza obszarem naciekania nowotworu, tkanki nowotworowej przed
leczeniem, tkanki nowotworowej po chemioterapii indukcyjnej, jak i dla probek pacjentéw bez
wznowy oraz tkanek pobranych od pacjentow u ktorych odnotowano wznowe. Odzwierciedlaja
one jakosciowe i ilosciowe réznice w zawartosci biatka nimi poszczegdlnych tkankach.
Dekonwolucja regionu amidu | widm FTIR ujawnita r6zng liczbe pasm sktadowych w kazdej
z analizowanych probek kosci. Ponadto stosunki a-helisy i B-kartki pokazuja, ze drugorzedowa
struktura biatek w prawidlowej tkance kostnej rozni si¢ od tej w ES przed i po leczeniu. Rézny
sktad procentowej struktury drugorzedowej biatka wedlug wzglednej powierzchni pasm
sktadowych oraz same zmiany w konformacji biatka pomiedzy wszystkimi badanymi probkami
ES moga by¢ wynikiem Karciogenezy oraz wptywu CHT na komorki nowotworowe.
W powstawaniu wielu nowotwordéw biorg udziat biatka, ktére sg produktem nieprawidtowych
genow, ktore nie wystepuja w zdrowych komorkach. W przypadku ES jest nim najczgsciej
onkoproteina EWS-FLI1, ktorej cigglta ekspresja i aktywno$¢ jako czynnika transkrypcyjnego
sg krytycznie wymagane do tworzenia, utrzymywania i proliferacji guza migsaka Ewinga
[138-142].
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Parafina w analizowanych probkach

W przedstawionej pracy doktorskiej zbadano wiasciwosci spektroskopowe tkanek
dwoch jednostek chorobowych tj. ES oraz MB. Analizie poddano materiat uzyskany w trakcie
standardowej diagnostyki i utrwalony w postaci blokow parafinowych (FFPE). Na tym etapie
najwigkszy problem diagnostyczny w analizie spektroskopowej stanowita obecnos¢ parafiny.
Wynika to z faktu, iz w chwili zatopienia tkanek w parafinie jej pasma naktadaja si¢ na pasma
pochodzace od lipidow analizowanych tkanek. Dlatego tez bezposrednia analiza widm
skrawkow FFPE bez odparafinowania w zakresach wystgpowania pasm lipidowych jest
obarczona biedem. Obecnie w literaturze spotykane sg dwa przeciwstawne stanowiska
dotyczace odparafinowania probek do badan spektroskopowych probek biologicznych:

- wedlug pierwszego jedynym wiasciwym sposobem analizy tkanek FFPE jest
zastosowanie wlasciwego odparafinowania oraz nawodnienia tkanek zgodnego z wybranym
protokotem [143,144], co wplynie bezposrednio na zniwelowanie obecnosci pasm pochodzenia
parafinowego [143,145]. Odparafinowanie najczesciej przeprowadza si¢ przy uzyciu ksylenu
lub innych rozpuszczalnikéw, np. heksanu.

Taka metode zastosowano dla analizowanych tkanek migsaka Ewinga. Wykonano
odparafinowania tkanek poprzez ptukanie probek w dwoch zmianach ksylenu, a nastepnie
nawodnienie poprzez ptukanie w szeregu alkoholowym. Preparatyka wraz z zastosowaniem
korekcji linii bazowej oraz normalizacji pozwolita na analiz¢ catego wybranego zakresu liczby
falowej lacznie z pasmami charakterystycznymi dla lipidow (2800-3000 cm™).

- wedlug drugiego podejécia neguje si¢ fakt odparafinowania tkanek jako metode
jednorodng dla catej probki. Dlatego tez wskazuje na koniecznos¢ analizy skrawkow tkanek
FFPE bez dodatkowej ingerencji chemicznej [146] (wykonanie analizy wraz z parafing).
W wielu publikacjach mozna znalez¢ informacjg, ze parafina nie wptywa na zdolnos¢
rozrozniania widm zdrowych tkanek od nowotworowych. Przyktadowo przedstawiono je
w pracy Chaber i wsp. [9]. Gdzie stwierdzono, ze poréwnanie widm absorbancji ATR-FTIR
tkanek kosci zatopionych w parafinie wraz z odparafinowanymi wykazato brak istotnych zmian
w widmie. Fakt ten potwierdza publikacja Meksiarun i wsp. [143], w ktorej nie wykazano
réznic podczas badania parafinowych tkanek raka ptaskonablonkowego jamy ustnej przy
zastosowaniu metod analizy wielowymiarowej jako narzedzia diagnostycznego dla skrawkow

tkanek zatopionych w parafinie.
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Takie podejscie (badanie tkanek wraz z parafing) zastosowano dla probek MB wraz
z jej probkami kontrolnymi, dodatkowo w celu uniknigcia ewentualnego zafalszowania
wynikow wycieto pasma pochodzace od parafiny.

Oba podejscia majg swoje wady i zalety. Odparafinowanie w wyniku zastosowanych
odczynnikow jest kosztowne, czasochtonne oraz moze potencjalnie wptywaé na zmiany lub
uszkodzenia struktury chemicznej tkanek, w szczegdlnosci samych lipidow [147]. Uwaza sie,
ze usuwanie parafiny przez rozpuszczalniki powoduje rowniez wyptukiwanie lipidow z tkanki
co prowadzi do pozniejszych blednych wnioskow uzyskanych w wyniku analizy pozostatych
pasm lipidowych [148]. Dodatkowo ciezko jest okre$li¢ czy cala analizowana tkanka zostata
w réownym stopniu odparafinowana, poniewaz oczywistym jest, ze ze wzgledu na
niejednorodng strukturg tkanek podczas powstawania tkanek FFPE parafina w r6znym stopniu
wnikala w poszczegélne struktury [144]. Niemniej jednak analiza tkanek FFPE bez
odparafinowania a jedynie z wycigciem zakreséw przypisanych lipidom pozbawia nas wiedzy
na temat jednej z podstawowych grup biochemicznych tworzacych tkanki. W ostatnich latach
stajg si¢ popularne specjalne program komputerowe lub algorytmy ktére maja za zadanie
niwelowanie wptywu parafiny, przyktadem moze by¢ praca Luz F. Sua at al. [149]. Autorzy
przedstawiaja budowe programu Pat-Scan ktory umozliwia identyfikacje i oznaczenie
ilosciowe pratkow w zatopionych w parafinie tkankach barwionych metoda Ziehl-Neelsena,
oferujac tym samym powtarzalng metod¢ diagnostyczna.

Autorka pragnie zwroci¢ uwage na fakt, iz najwazniejszym aspektem podczas wyboru
metodyki analizy tkanek FFPE jest fakt aby zastosowac¢ tg samg metode dla poszczegdlnych
grup w jednym badaniu tj. grupy kontrolnej oraz badanej. Tylko takie podejscie sprawi,
ze uzyskane wyniki beda spojne. Opinie, ze zatapianie tkanek w parafinie wptywa na sktad
molekularny probki, ale nie powoduje zmniejszenia zawartosci informacji, o ile wszystkie
probki sg przetwarzane w podobny sposdb, podzielajg inni autorzy, a takze wyniki uzyskane
w innych badaniach [150-154].

W zwigzku z powyzszymi aspektami dotyczacymi parafiny w pracy celowo wykonano
badanie tkanek MB wraz z parafing oraz drugie badanie tkanek ES bez parafiny (po wykonaniu

odparafinowania).
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Ograniczenia/limitations

Mata liczebno$¢ grupy badanej zarowno w przypadku MB jak i ES, co wynika
z epidemiologii tych nowotwordéw oraz duzg trudnos$cig pozyskania materiatu biologicznego
do badan naukowych. Na szczegdlng uwage zastuguje tutaj grupa kontrolna dla
medulloblastomy ktora jest materialem wrgcz unikatowym (niezmieniona morfologicznie
tkanka moézgu pobrana od zywych pacjentow operowanych z innych przyczyn). Réwniez
nalezy zwroci¢ uwage na mata grupe badana pacjentéw z migsakiem Ewinga, co wynika z faktu
iz w Polsce wystepuje 20-25 nowych zachorowan na ten nowotwor w ciggu roku.

Pomimo tych ograniczen wyniki badan eksperymentalnych otrzymanych
z wykorzystaniem spektroskopii Ramana oraz spektroskopii IR, zaprezentowane w niniejszej
rozprawie potwierdzajg potencjalng uzytecznos¢ metod spektroskopowych w identyfikacji
i biochemicznej charakterystyce zmian nowotworowych opisanych powyzej jednostek

chorobowych.
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Rozdzial 7.

Whnioski

Szczegdtowe wnioski wyplywajace z przeprowadzonych badan sg nastepujace:

1. Analiza spektralna widm ramanowskich rdzeniaka zarodkowego:
- Istnieja roznice fizykochemiczne ktdre mogg by¢ identyfikowane przez spektroskopie
Ramana w przypadku poréwnania: tkanek rdzeniaka zarodkowego w momencie
rozpoznania oraz prawidtowej tkanki mézgu.
- Analiza PCA oraz HCA widm Ramana z pomiarow skrawkow histopatologicznych
rdzeniaka zarodkowego (MB) w momencie rozpoznania wraz z prawidlowa tkanka
moézgu pozwala na ich rozrdznienie.

- Nie wykazano wartosci prognostycznej widm Ramana dla MB.

2. Analiza spektralna widm FTIR rdzeniaka zarodkowego:
- Istniejg réznice fizykochemiczne na poziomie biochemicznym miedzy probkami
z tkanki rdzeniaka w momencie rozpoznania a prawidlowa tkanka médzgowa, ktore
mozna zidentyfikowac za pomocg spektroskopii FTIR.
- Analiza PCA oraz HCA widm spektroskopowych w podczerwieni z pomiarow
skrawkoéw  histopatologicznych  rdzeniaka zarodkowego (MB) w momencie
rozpoznania wraz z prawidtowa tkankg mozgu pozwala na ich rozrdznienie.
- Z przeprowadzonych w niniejszej pracy analiz wynika, iz najwigksze zmiany zachodza
w zakresie kwasow nukleinowych i biatek w obszarze daktyloskopowym liczby falowej
w obszarze 800-1800 cm™ (tzw. ,.fingerprint region™), ktére ujawniono w analizie
przesuni¢¢ pikow w widmie.
- Dodatkowo analiza dynamiki absorbancji w zakres liczby falowej od 1714 cm
do 1716 cm™ pozwala w 100% na rozroznienie nienowotworowej tkanki kontrolnej
wraz z tkankg MB.
- Ocena konformacji biatek (a-helisy, B-kartki i innych struktur) w prazku amidowym I
ukazata istotne roznice w ich ilosci dla poszczegolnych grup.
- Analiza zmian fizykochemicznych guza oraz skladu biochemicznego

W poszczegolnych podtypach histologicznych rdzeniaka zarodkowego widm FTIR,
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pozwala na powigzanie poszczeg6dlnych zmian z obecnos$cig przerzutow (pik 1078 cm’
1 Tub wznowy (przesuniecie piku 1539 cm™) u pacjentow.

- Uczenie maszynowe ML wykorzystujac algorytm drzewa decyzji C5.0 wykonane na
poszczegodlnych pomiarach uzyskanych dla tkanek MB w poréwnaniu z tkankami
kontrolnymi ukazalto perfekcyjnag klasyfikacje/rozroznienie z doktadnoscig na poziomie
97,99% dla warto$ci absorbanciji 7 liczb falowych tj.: 800 cm™?, 1150 cm™?, 1698 cm?,
2930 cm?, 3220 cm™, 3476 cm™, 3500 cm™.

- Nie wykazano warto$ci prognostycznej widm FTIR dla MB.

Analiza spektralna widm FTIR mieska Ewinga:

- Istniejg roznice fizykochemiczne ktore moga by¢ identyfikowane przez spektroskopie
w podczerwieni w przypadku: guza migsaka Ewinga (ES) w momencie rozpoznania
oraz po zakonczeniu chemioterapii neoadjuwantowej, a takze prawidtowej tkanki
kostnej z bezposredniego sasiedztwa nowotworu.

- Porownanie widm spektroskopowych w podczerwieni z pomiaréw skrawkow
histopatologicznych guza migsaka Ewinga w momencie rozpoznania oraz po
zakonczeniu chemioterapii neoadjuwantowej, a takze prawidtowej tkanki Kkostnej
z bezposredniego sasiedztwa nowotworu daje informacje na temat zmian konformacji
biatka.

- Zastosowanie metod chemometrycznych tj. analizy PCA dla widm FTIR migsaka
Ewinga pozwolilo za§ na wskazanie czgstosci pasm odpowiadajacych DNA 1 RNA
roéznicujacych komorki prawidlowe od zmienionych nowotworowo.

- Identyfikacja charakterystycznych pasm w widmach tkanek spektroskopowych
(w szczegblnosci zakres od 1024 cm™ do 1041 cm™) pozwala na wstepng predykcje

wystegpowania progresji choroby u pacjentow.

Reasumujgc, na podstawie uzyskanych w niniejszej pracy wynikoéw, potwierdzono

przydatnos¢ spektroskopii wibracyjnej jako testu diagnostycznego zaréwno w MB jak i w ES.

Dodatkowo wykazano duza warto$¢ prognostyczng spektroskopii FTIR w ES. Uzasadnia to

kontynuacje dalszych badan w tym zakresie, zwlaszcza, ze analizowane grupy pacjentow nie

byty liczne. Dlatego konieczne jest potwierdzanie uzyskanych wynikow na wigkszych grupach

pacjentow. W przypadku pozytywnej weryfikacji spektroskopia FTIR i Ramana mogtyby si¢

sta¢ uznanymi metodami diagnostycznymi w tych nowotworach.
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Streszczenie

Nowotwory u dzieci wystepujag relatywnie rzadko (ok. 1% wszystkich zachorowan na
nowotwory), a ich patogeneza i histopatologia jest odmienna w stosunku do nowotworow
u ludzi starszych. W Europie stwierdza si¢ kazdego roku ok. 15 000 nowych przypadkoéw
nowotworow ztosliwych wsrod dzieci od 0 do 14. roku zycia oraz 20 000 zachorowan wsrod
mtodziezy i mtodych osob w przedziale wickowym 15-24 lata. W Polsce obserwuje si¢ okoto
1200-1300 zachorowan rocznie na chorobe nowotworowa wsrdd dzieci.

Charakterystyczng cecha wigkszo$ci nowotworéw u dzieci, w przeciwienstwie do
dorostych, jest ich szybki wzrost oraz krotki czas do momentu, w ktorym sg zdolne do
przerzutowania. Opdznione rozpoznanie choroby nowotworowej moze si¢ wigza¢ z gorszym
rokowaniem, a nawet z zagrozeniem zycia. Dlatego tak istotne jest poszukiwanie nowych
skutecznych, obiektywnych, tanich oraz szybkich metod diagnostycznych.

Spektroskopia w podczerwieni z transformata Fouriera (FTIR) oraz spektroskopia Ramana
sg fizykochemicznymi, nieinwazyjnymi, czutymi i powtarzalnymi metodami, ktore dostarczaja
istotnych informacji na temat zmian w strukturze molekularnej. Uzyskane widma sa suma
czestotliwosci wielu obecnych biomolekul, co pozwala ujawni¢ m.in. istotne zmiany
biochemiczne, jakie zaszty w tkance nowotworowej oraz w ptynach ustrojowych na skutek
Zmienionego metabolizmu komorek zdrowych i nowotworowych. Szczegdlne znaczenie
w diagnostyce tkanek ma obszar widma w tzw. zakresie daktyloskopowym liczby falowej (tzw.
Jfingerprint region”), ktéry dotyczy najczesciej zakresu 800-1800 cm™, co odpowiada m.in.
sygnatowi z waznych biomolekut przypisanych do biatek oraz kwasow nukleinowych. Daje to
potencjalng mozliwos¢ odroznienia tkanek zdrowych od nowotworowych oraz wczesnego
wykrycia nowotworu jeszcze przed ujawnieniem si¢ zmian w mikroskopie $wietlnym.
Uzyskane widmo i jego zmiany moga zosta¢ takze potencjalnie wykorzystane do
monitorowania przebiegu choroby oraz jako marker prognostyczny do stratyfikacji leczenia
onkologicznego.

Celem niniejszego badania byla proba wykorzystania uzyskanych —widm
spektroskopowych jako potencjalnego narzedzia diagnostycznego oraz jako markera
prognostycznego dla: migsaka Ewinga (ES) oraz rdzeniaka zarodkowego- medulloblastoma
(MB) u dzieci.

W pierwszych rozdziatach pracy dokonano przegladu literatury naukowej dotyczacej
dotychczasowego zastosowania spektroskopii w podczerwieni oraz spektroskopii

Ramanowskiej w onkologii oraz podano charakterystyke, badanych nowotworow
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drobnookraglokomorkowych  u  dzieci. Nastepnic omdéwiono metodyke  badan
oraz charakterystyke badanej populacji wraz z danymi medycznymi. W kolejnych rozdziatach
przedstawiono wyniki badan pomiarow spektralnych widm migska Ewinga oraz rdzeniaka
zarodkowego, wykonano analiz¢ pasm skltadowych regionu drgan grup funkcyjnych
nalezacych do amidu I-rzedowego i okreslono strukture drugorzedowa biatka. Dodatkowo dla
uzyskanych widm MB oraz grupy kontrolnej wykonano analize¢ dynamiki absorbancji
oraz uczenie maszynowe (ML). W kolejnej czesci pracy przedstawiono dyskusje oraz wnioski
z uzyskanych badan.

Reasumujgc, na podstawie uzyskanych w niniejszej pracy wynikoéw, potwierdzono
przydatnos¢ spektroskopii wibracyjnej jako testu diagnostycznego zaréwno w MB jak i w ES.
Dodatkowo wykazano duzg warto$¢ prognostyczng spektroskopii FTIR w ES. Uzasadnia to
kontynuacje dalszych badan w tym zakresie, zwlaszcza, ze analizowane grupy pacjentow nie
byly liczne. Dlatego konieczne jest potwierdzanie uzyskanych wynikéw na wigkszych grupach
pacjentow. W przypadku pozytywnej weryfikacji spektroskopia FTIR i Ramana moglyby si¢

sta¢ uznanymi metodami diagnostycznymi w tych nowotworach.
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Abstract

Cancers in children are relatively rare (approx. 1% of all cancer cases), and their
pathogenesis and histopathology are different from cancers in the elderly. In Europe,
approximately 15,000 new cases of cancer are diagnosed each year among children from 0 to
14 years of age and 20,000 cases among adolescents and young people aged 15-24. In Poland,
there are about 1200-1300 cases of cancer among children per year.

A characteristic feature of most childhood cancers, in contrast to adults, is their rapid
growth and short time to the point when they are able to metastasize. Delayed diagnosis of
cancer may be associated with a worse prognosis and even life-threatening. That is why it is so
important to search for new effective, objective, cheap and quick diagnostic methods.

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and Raman spectroscopy are
physicochemical, non-invasive, sensitive and reproducible methods that provide important
information on changes in molecular structure. The obtained spectra are the sum of the
frequencies of many present biomolecules, which reveals, among others, significant
biochemical changes that have occurred in neoplastic tissue and body fluids as a result of altered
metabolism of healthy and cancerous cells. Of particular importance in tissue diagnostics is the
spectral region in the so-called in the fingerprint range of the wavenumber (the so-called
"fingerprint region™), which most often concerns the range of 800-1800 cm™,
which corresponds to, among others, signal from important biomolecules assigned to proteins
and nucleic acids. This gives a potential opportunity to distinguish between healthy and
cancerous tissues and to detect cancer early, even before the changes appear in the light
microscope. The obtained spectrum and its changes can also be potentially used to monitor the
course of the disease and as a prognostic marker for the stratification of oncological treatment.

The aim of this study was an attempt to use the obtained spectroscopic spectra as a potential
diagnostic tool and as a prognostic marker for: Ewing's sarcoma (ES) and medulloblastoma
(MB) in children.

In the first chapters of the work, the scientific literature on the current application of
infrared spectroscopy and Raman spectroscopy in oncology was reviewed, and the
characteristics of small round cell tumors in children were given. Then, the research
methodology and the characteristics of the study population together with medical data were
discussed. In the following chapters, the results of spectral measurements of Ewing's flesh and

medulloblastoma spectra were presented, an analysis of the component bands of the region of
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vibration of functional groups belonging to the primary amide was performed, and the
secondary structure of the protein was determined. In addition, for the obtained MB spectra and
the control group, an analysis of absorbance dynamics and machine learning (ML) were
performed. The next part of the paper presents a discussion and conclusions from the obtained
research.

Summing up, on the basis of the results obtained in this work, the usefulness of vibrational
spectroscopy as a diagnostic test in both MB and ES was confirmed. Additionally, the high
prognostic value of FTIR spectroscopy in ES has been demonstrated. This justifies the
continuation of further research in this area, especially since the analyzed groups of patients
were not numerous. Therefore, it is necessary to confirm the obtained results in larger groups
of patients. In the case of positive verification, FTIR and Raman spectroscopy could become

recognized diagnostic methods in these cancers.
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Spis tabel:

Tabela 1. Charakterystyka pacjentow. Czas obserwacji liczono od daty operacji do ostatniego badania

kontrolnego.

Tabela 2. Charakterystyka pacjentow. Czas obserwacji liczono od daty operacji do ostatniego badania

kontrolnego.

Tabela 3. Widma FTIR $redniej grupy kontrolnej oraz sredniej ztosliwej tkanki nowotworowej mozgu

- rdzeniaka. Zakres pomiarowy 800-3500 cm.

Tabela 4. Czestotliwosci drgan pikéw 1 ich przypisania w réznych podtypach histologicznych
w widmach FTIR.

Tabela 5. Przypisanie pozycji pasma amidu I do struktury drugorzedowej biatka [cm™].

Tabela 6. Sktad procentowej struktury drugorzgdowej biatka w kazdym podtypie histologicznym,

wedlug wzglednej powierzchni pasm sktadowych.

Tabela 7. Regiony liczb falowych, ktore moga by¢ wykorzystane jako potencjalne markery do
rozrézniania pacjentow z rdzeniakiem zarodkowym na podstawie widma FTIR. Kolumny od 2 do 5

pokazuja odpowiednie prawdopodobienstwa dyskryminacji.

Tabela 8. Warto$¢ dynamiki absorpcji [a.u.] dla probek MB oraz poszczegolnych podtypow
histologicznych w zakresach, dla ktérych prawdopodobienstwo dyskryminacji > 80%.

Tabela 9. Schemat tablicy decyzji dla ML zawierajacy dane ze spektrometrii FTIR.

Tabela 10. Przedstawienie uzyskanych wynikow klasyfikacji metodg 10-CV dla obu uzyskanych
zbiorow. Zastosowane algorytmy: drzewa decyzji (C5.0), las losowy (RF) oraz k najblizszych sgsiadow

(KNN). Parametry oceny jakosci modeli: accuracy, sensitivity, specificity, precision, f1 i mcc.

Tabela 11. Piki uzyskane z $rednich widm FT-IR w zakresie pomiaru 800-1800 cm™ dla probek od

pacjentow u ktorych odnotowano wystgpienie przerzutow oraz tkanek pacjentow u ktérych nie

wystapily przerzuty.

Tabela 12. Obecnos¢ piku w zakresie widmowym od 1056-1079 cm™ widm FTIR dla: tkanek pacjentow
MB u ktérych wystapily przerzuty, tkanek pacjentow MB u ktorych nie wystapily przerzuty oraz dla
calosci MB.
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Tabela 13. Piki uzyskane z $rednich widm FT-IR w zakresie pomiaru 800-1800 cm™ dla pacjentow

Z MB u ktorych nie odnotowano wznowy oraz tkanek pacjentow u ktorych wystapita wznowa. Zakres
pomiaru 1500-1700 cm™.

Tabela 14. Obecno$¢ piku w zakresie widmowym od 1535-1540 cm™ widm FTIR dla: tkanek pacjentow
MB u ktorych wystapita wznowa, tkanek pacjentow MB u ktorych nie odnotowano wznowy oraz dla

catosci analizowanej grupy.

Tabela 15. Widma Ramana $redniej grupy kontrolnej oraz $redniej ztosliwej tkanki nowotworowej

mozgu - rdzeniaka. Zakres pomiarowy 800-3500 cm-1.

Tabela 16. Czestotliwosci drgan pikow i ich przypisania w roéznych podtypach histologicznych

w widmach ramanowskich

Tabela 17. Obszary przesuni¢¢ Ramana, ktore moga by¢ wykorzystane jako potencjalne markery do

rozrozniania pacjentdow z nawrotem i bez nawrotu na podstawie widm Ramana.

Tabela 18. Obszary przesuni¢¢ Ramana, ktore moga by¢ wykorzystane jako potencjalne markery do

rozrozniania pacjentow z przerzutami od pacjentow bez przerzutéw na podstawie widm Ramana.

Tabela 19. Czestotliwosci drgan pikéw wraz z ich przypisami dla: Tp - prawidlowej tkanki kostnej
pobranej w strefie poza obszarem naciekania nowotworu, Tn - tkanki nowotworowej przed leczeniem,

TI - tkanki nowotworowej po leczeniu.

Tabela 20. Czestotliwosci drgan dla piku w zakresie widmowym od 1000-1100 cm™: Tp - prawidlowe;j
tkanki kostnej pobranej w strefie poza obszarem naciekania nowotworu, Tn - tkanki nowotworowej
przed leczeniem, Tl - tkanki nowotworowej po leczeniu/chemioterapii indukcyjnej. 1 - odnotowany

wzrost do wyzszych liczb falowych, | - odnotowany spadek do nizszych liczb falowych.
Tabela 21. Przypisanie pozycji pasma amidu I do struktury drugorzedowej biatka [cm™].

Tabela 22. Sktad procentowej struktury drugorzgdowej biatka wedtug wzglednej powierzchni pasm
sktadowych dla prawidtowej tkanki kostnej pobranej w strefie poza obszarem naciekania nowotworu,
tkanki nowotworowej przed leczeniem, tkanki nowotworowej po chemioterapii indukcyjnej, jak i dla

probek pacjentow bez wznowy oraz tkanek pobranych od pacjentow u ktérych odnotowano wznowe.
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Spis wykresow:

Wykres 1. Widma FTIR sredniej ztosliwej tkanki nowotworowej mézgu - rdzeniaka (czarny) i $redniej

grupy kontrolnej (czerwony). Zakres pomiarowy 800-3500 cm™ .

Wykres 2. Srednie widma spektroskopii FTIR dla MB podtypu: 1- klasycznego (kolor zielony),
2- desmoplastycznego/guzkowego (kolor czarny), 3- anaplastycznego/duze komorki (kolor niebieski)

oraz grupy kontrolnej (kolor czerwony). Zakres pomiarowy 800-3500 cm™.

Wykres 3. Dopasowanie krzywej pasma amidu | dla kontroli i rdzeniaka zarodkowego w trzech
podtypach histologicznych: klasycznym, desmoplastycznym/guzkowym i anaplastycznym/ duze

komorki.

Wykres 4. Procentowy sktad struktury drugorz¢dowej biatka dla kontroli i rdzeniaka zarodkowego
w roznych podtypach histologicznych: klasycznym, desmoplastycznym/ guzkowym i anaplastycznym/

duze komorki.

Wykres 5. Analiza PCA widm ATR-FTIR dla MB podtypu: klasycznego (kolor zielony),
desmoplastycznego/guzkowego (kolor czarny), anaplastycznego/duze komoérki (kolor niebieski)
oraz grupy kontrolnej (kolor czerwony). Wykres dla $rednich probek z ujetymi réznicami w sktadzie
biochemicznym przedstawiony w obszarze ,.fingerprint region”. Analiz¢ przeprowadzono na drugiej

pochodnej widma.

Wykres 6. Analiza HCA widm ATR-FTIR dla grupy kontrolnej (kolor czerwony) oraz MB podtypu:
anaplastycznego/duze komorki (kolor niebieski), klasycznego (kolor zielony), desmoplastycznego/
guzkowego (kolor czarny). Wykres dla srednich probek z ujetymi roznicami w sktadzie biochemicznym

przedstawiony w obszarze ,,fingerprint region”. Analize przeprowadzono na drugiej pochodnej widma.

Wykres 7. Analiza PCA poszczegdlnych widm spektroskopii ATR-FTIR grupy kontrolnej (kolor
czerwony) oraz podtypu desmoplastycznego/guzkowego (kolor czarny). Dwuwymiarowy (2D) wykres
wynikow dla probek z roznicami w sktadnikach biochemicznym przedstawiony w obszarze ,,fingerprint

region”. Analizie poddano kazdy indywidualny pomiar.

Wykres 8. Wykres obcigzen PC1 dla PCA z Wykresu 7. Analizy przeprowadzono na widmach ATR

FTIR drugiej pochodnej w obszarze ,,fingerprint region”.

Wykres 9. Hierarchical Cluster Analysis (HCA) ze spektroskopii ATR-FTIR drugiej pochodnej widma
kontrolnego (kolor czerwony) i podtypu desmoplastycznego/guzkowatego MB (kolor czarny).

Przeanalizowano kazdy indywidualny pomiar.
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Wykres 10. Graficzne przedstawienie réznic w dynamice absorpcji pomigdzy pacjentami z rdzeniakiem
zarodkowym a grupg kontrolng w obszarze 800-1800 cm™ liczby falowej (uwzgledniono resekcje
lipidow w zakresie 1350-1500 cm™). Czerwone linie przedstawiajg widma pacjentow z rdzeniakiem
zarodkowym, zielona to $rednia dla grupy kontrolnej, a niebieskie pionowe stupki przedstawiaja
zsumowang, znormalizowang réznice w dynamice absorbancji migdzy pacjentami z rdzeniakiem

zarodkowym a grupa kontrolna.

Wykres 11. Analiza r6znicy tempa zmian absorpcji pomi¢dzy widem referencyjnym oraz pacjentami
z: K- grupy kontrolnej, 1- podtypu klasycznego, 2- podtypu desmoplastycznego/guzkowego, 3- podtypu
anaplastycznego/duze komorki. Zakres analizy 1714-1718 cm™.

Wykres 12. Przedstawienie graficzne uzyskanych wynikow klasyfikacji metoda 10-CV dla obu
uzyskanych zbioréw. Zastosowane algorytmy: drzewa decyzji (C5.0), las losowy (RF) oraz k
najblizszych sasiadow (kNN). Parametry oceny jako$ci modeli: accuracy, sensitivity, specificity,

precision, f1 i mcc.

Wykres 13. Drzewo decyzji uzyskane dla algorytmu C5.0 zbudowane na podstawie catej bazy, gdzie
zobrazowano perfekcyjng klasyfikacje pomigdzy P (tkanka MB) i N (tkanka kontrolna) dla absorbanciji
7 liczb falowych.

Wykres 14. Srednie widma FT-IR w zakresie pomiaru 990-1140 cm™ dla probek od pacjentow u ktorych
odnotowano wystapienie przerzutow (kolor zielony) oraz tkanek pacjentéw u ktdrych nie wystapity

przerzuty (kolor niebieski).

Wykres 15. Procentowe zestawienie obecno$¢ piku w zakresie widmowym od 1056-1079 cm™* widm
FTIR dla: tkanek pacjentéw MB u ktorych wystapily przerzuty, tkanek pacjentow MB u ktérych nie
wystgpity przerzuty oraz dla catosci MB.

Wykres 16. Analiza PCA widm ATR-FTIR dla grupy kontrolnej (kolor czerwony), pacjentow MB
z odnotowang obecnoscia z przerzutéw (kolor zielony) oraz pacjentow MB u ktérych nie wystapity
przerzuty (kolor niebieski). Wykres przedstawia usrednione pomiary dla kazdego poszczegdlnego

pacjenta w zakresie ,.fingerprint region”. Analize przeprowadzono na drugiej pochodnej widma.

Wykres 17. Srednie widma FT-IR piku pochodzacego od amidu II dla probek od pacjentéw u ktorych
wystapita wznowa (kolor czerwony) oraz tkanek pacjentéw u ktérych nie odnotowano wznowy (kolor

czarny). Zakres pomiaru 1500-1700 cm™.

Wykres 18. Procentowe zestawienie obecno$¢ piku w zakresie widmowym od 1535-1540 cm™ widm
FTIR dla: tkanek pacjentow MB u ktorych wystapita wznowa, tkanek pacjentow MB u ktorych nie

odnotowano wznowy oraz dla catosci analizowanej grupy.
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Wykres 19. Analiza PCA widm ATR-FTIR dla grupy kontrolnej (kolor czerwony), pacjentow MB
z odnotowana wznowg (kolor pomaranczowy) oraz pacjentow MB u ktérych nie wystapila wznowa
(kolor czarny). Wykres przedstawia usrednione pomiary dla kazdego poszczegélnego pacjenta

w zakresie ,fingerprint region”. Analiz¢ przeprowadzono na drugiej pochodnej widma.

Wykres 20. Widma Ramana $redniej ztosliwej tkanki nowotworowej mozgu - rdzeniaka zarodkowego

(czarny) i $redniej grupy kontrolnej (czerwony). Zakres pomiarowy 500-3500 cm™,

Wykres 21. Srednie widma spektroskopii Ramana dla MB podtypu: 1- klasycznego (kolor zielony),
2- desmoplastycznego/guzkowego (kolor czarny), 3- anaplastycznego/duze komorki (kolor niebieski)

oraz grupy kontrolnej (kolor czerwony). Zakres pomiarowy 500-3500 cm™.

Wykres 22. Wykres 22. Analiza PCA widm ramanowskich dla MB podtypu: klasycznego (kolor
zielony), desmoplastycznego/guzkowego (kolor czarny), anaplastycznego/duze komorki (kolor
niebieski) oraz grupy kontrolnej (kolor czerwony). Wykres dla $rednich probek z ujgtymi roznicami
w skladzie biochemicznym przedstawiony w obszarze ,,fingerprint region” 500-1800 cm™ z wycietymi

regionami charakterystycznymi dla lipidow.

Wykres 23. Analiza HCA widm ramanowskich dla MB podtypu: klasycznego (kolor zielony),
desmoplastycznego/guzkowego (kolor czarny), anaplastycznego/duze komorki (kolor niebieski)
oraz grupy kontrolnej (kolor czerwony). Wykres dla $rednich probek z ujetymi roznicami w sktadzie
biochemicznym przedstawiony w obszarze ,.fingerprint region” 500-1800 cm™ z wycietymi regionami

charakterystycznymi dla lipidow.

Wykres 24. Analiza PCA widm spektroskopii ramanowskiej grupy pacjentéw bez przerzutéw (kolor
zielony) oraz pacjentow z przerzutami (kolor pomaranczowy). Dwuwymiarowy (2D) wykres wynikow
dla probek z roznicami w sktadnikach biochemicznym przedstawiony w obszarze ,.fingerprint region”

z wycigtym rejonem lipidowym. Analizie poddano probki od kazdego indywidualnego pacjenta.

Wykres 25. Analiza PCA widm spektroskopii ramanowskiej grupy pacjentow u ktorych odnotowano
wznowe (kolor rézowy) oraz pacjentow bez wznowy (kolor zielony). Dwuwymiarowy (2D) wykres
wynikéw dla probek z roznicami w sktadnikach biochemicznym przedstawiony w obszarze ,.fingerprint

region” z wycigtym rejonem lipidowym. Analizie poddano probki od kazdego indywidualnego pacjenta.

Wykres 26. Graficzna prezentacja réznic w dynamice intensywnos$ci widm Ramana pomigdzy
pacjentami bez wznowy i z wznowg w zakresie 500-1800 cm? liczb falowych. Czerwona linia
przedstawia $rednie widmo dla pacjentow ze wznowa, zielona $rednia dla pacjentow bez wznowy,

a niebieskie stupki reprezentujg znormalizowang réznice w dynamice migdzy tymi dwiema grupami.
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Wykres 27. Graficzna prezentacja roznic w dynamice intensywnosci widm Ramana pomiedzy
pacjentami z przerzutami oraz bez przerzutdw w zakresie 500-1800 cm™ liczby falowej. Czerwona linia
przedstawia $rednie spektrum dla pacjentéw z przerzutami, zielona ilustruje $rednie widmo dla
pacjentdw bez przerzutéw, a niebieskie stupki reprezentuja znormalizowang réznice w dynamice

migdzy tymi dwiema grupami.

Wykres 28. Srednie widma spektroskopii FTIR dla prawidtowej tkanki kostnej pobranej w strefie poza
obszarem naciekania nowotworu (kolor czerwony), tkanki nowotworowej przed leczeniem (kolor
niebieski), tkanki nowotworowej po chemioterapii indukcyjnej (kolor zielony). Zakres pomiaru 800-
3500 cm,

Wykres 29. Srednie widma FT-IR biopsji (Tn) mi¢saka Ewinga dla piku w zakresie widmowym od 950-
1100 cm™: pacjentéw bez wznowy (kolor niebieski) oraz pacjentdow ze wznowa/progresja (kolor

czerwony).

Wykres 30. Srednie widma FT-IR tkanek po zastosowanym leczeniu (T1) migsaka Ewinga dla piku
w zakresie widmowym od 950-1250 cm™: dla pacjentdow pozostajagcych w remisji (kolor niebieski)

oraz pacjentow u ktorych wystapil zgon (kolor czerwony).

Wykres 31. Krzywe Kaplana-Meiera porownujace czas przezycia wolny od progresji choroby (PFS)
(a—d) i catkowite przezycie (OS) (e-h) u pacjentdw zgodnie z potozeniem maksimum piku absorbancji
w zakresie 950 - 1100 cm™? liczby falowej: dla probek guza migsaka Ewinga (Tn) oraz przesunigcia
pikow wyrazone jako roznice Tn — Tp (Tp — liczba falowa dla prawidtowej tkanki kostnej); T1 — Tn (Tl
- liczba falowa dla guza po leczeniu). (b) i (f) Tn> 1027 em™ (niebieski) vs <1027 cm™ (czerwony); (c)
i (@ Tl — Tn > +1 cm™* (czerwony) vs Tl — Tn < +1 cm™* (niebieski) (d) i (h) Tn — Tp < -1 cm™

(czerwony) vs Tn —Tp >=—1 cm ! (niebieski).

Wykres 32. Dopasowanie krzywej pasma amidu | dla prawidlowej tkanki kostnej pobranej w strefie
poza obszarem naciekania nowotworu (Tp), tkanki nowotworowej przed leczeniem (Tn), tkanki

nowotworowej po chemioterapii indukcyjnej (T1). Zakres dopasowania 1600-1700 cm™™.

Wykres 33. Dopasowanie krzywej pasma amidu | dla probek pacjentow bez wznowy oraz tkanek

pobranych od pacjentéw, u ktorych odnotowano wznowe. Zakres dopasowania 1600-1700 cm™,

Wykres 34. Procentowy sktad struktury drugorzgdowe;j biatka dla prawidtowej tkanki kostnej pobranej
w strefie poza obszarem naciekania nowotworu (Tp), tkanki nowotworowej przed leczeniem (Tn),
tkanki nowotworowej po chemioterapii indukcyjnej (T1), jak i dla probek pacjentéw bez wznowy oraz

tkanek pobranych od pacjentow u ktoérych odnotowano wznowe.
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Wykres 35. Wyniki analizy PCA widm spektroskopii ATR-FTIR dla: Tp - prawidtowe;j tkanki kostnej
pobranej w strefie poza obszarem naciekania nowotworu (kolor czerwony), Tn - tkanki nowotworowej
przed leczeniem (kolor niebieski), Tl - tkanki nowotworowej po chemioterapii indukcyjnej (kolor

zielony). Zakres analizy 800-1800 cm™, fingerprint region”.

Wykres 36. Wykres obcigzen PC4 dla PCA z Wykresu 35. Analizy przeprowadzono na widmach ATR
FTIR drugiej pochodnej w obszarze ,,fingerprint region”.
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