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				Genetyczne i molekularne podłoża rozwoju glejaka

			

		

		
			
				Streszczenie

				Glejak IV stopnia jest najczęściej diagnozowanym i jednocześnie najgorzej rokującym nowotworem ośrodkowego układu nerwowego (OUN). Pacjenci chorujący na ten ro-dzaj nowotworu przeżywają zwykle jedynie kilkanaście miesięcy, przy zastosowaniu le-czenia chirurgicznego, radioterapii oraz chemioterapii. Rozwój glejaka determinowany jest przez szereg mutacji, obejmujących najczęściej geny kodujące białka p16, p19, p53, pRB, PTEN, PDGFR, CDK4 i EGFR oraz utratę heterozygotyczności na chromosomach 10, 17 i 19. Wystąpienie mutacji w obrębie genów IDH1 i IDH2 oraz wzrost metylacji promotora MGMT poprawia przeżywalność pacjentów, jednak niewielu z nich przeżywa więcej niż 3 lata od momentu postawienia diagnozy. Najważniejszymi szlakami sygnalizacji komórko-wej w glejaku są PI3K/Akt/mTOR oraz Wnt/β-katenina, które odgrywają kluczową rolę w funkcjonowaniu komórek nowotworowych. Komórki te wykazują jednak znaczną oporność na stosowane leki przeciwnowotworowe, w tym na inhibitory ścieżek sygnalizacji komór-kowej. Obecnie, potencjalne metody skutecznego zwalczania złośliwych glejaków mózgu obejmują terapię z wykorzystaniem zmiennego pola elektrycznego oraz wdrożenie nowych strategii immunoterapeutycznych.

				Wprowadzenie

				Nowotwory pochodzenia glejowego, rozwijające się w ośrodkowym układzie nerwowym (OUN) dzielą się na 5 kategorii: skąpodrzewiaki (oligodendroglio-ma), wyściółczaki (ependymoma), gwiaździaki (astrocytoma), postacie niejed-norodne (glejak IV stopnia – glioblastoma) oraz postacie mieszane. Glejak IV stopnia jest pierwotnym, złośliwym nowotworem mózgu, wywodzącym się z komórek warstwy astrocytarnej (odpowiadających za sprawną wymianę meta-bolitów na linii krew-mózg. Charakteryzuje się wyjątkowo agresywnym prze-biegiem i bardzo niekorzystnymi rokowaniami. Pomimo szeroko zakrojonych badań nad skutecznym zwalczaniem komórek glejaka, czas przeżycia pacjentów od momentu postawienia diagnozy zwiększa się nieznacznie. Glejak wzrasta w sposób naciekający, komórki nowotworowe dzielą się w szybkim tempie i in-tensywnie migrują, rozrastając się w obrębie tkanki nerwowej. Ze względu na naciek wzdłuż opon miękkich, naczyń krwionośnych i włókien nerwowych, cał-kowita resekcja chirurgiczna tego typu guza jest znacznie utrudniona. Prowadzi to rzecz jasna do nawrotu nowotworu [1]. Co ciekawe, ten typ nowotworu na ogół nie tworzy przerzutów, wykazuje natomiast silną tendencję do miejscowej wznowy. Rzadko spotykane są przypadki odległego szerzenia się komórek no-wotworowych poprzez płyny ustrojowe. Pierwotne guzy mózgu stanowią mię-dzy 5 a 10% wszystkich nowotworów, z czego 40% to glejaki. Złośliwy charakter wykazuje 40–90% glejaków mózgu, w zależności od grupy wiekowej pacjentów. Przeciętny okres przeżycia pacjenta chorego na ten nowotwór wynosi 12–18 miesięcy. Uzależnione jest to od osobniczej złośliwości nowotworu, ponieważ w każdym organizmie przebieg procesu jest inny [1]. Obecnie przyjęte standar-dy leczenia glejaka obejmują chirurgiczne usunięcie nowotworu uzupełnione radioterapią oraz chemioterapią z użyciem cytostatyków, w której największe znaczenie ma temozolomid (TMZ). Podstawowy problem stanowią jednak przestarzałe schematy postępowania onkologicznego oraz narastająca oporność komórek nowotworowych na stosowane chemioterapeutyki i/lub radioterapię. Stąd też niezwykle ważne są badania nad nowymi lekami, pozwalającymi na skuteczne zwalczanie komórek nowotworowych. Nowszymi metodami lecze-nia, wprowadzanymi do leczenia onkologicznego są immunoterapia oraz tera-pia ukierunkowana (celowana) molekularnie. Obecnie, szansą dla pacjentów chorych na złośliwe glejaki mózgu może być terapia wykorzystująca zmienne pole elektryczne (ang. tumor-treating fields) [2] oraz terapia protonowa.

				Genetyczne podłoża glejaka

				Ze zwiększonym ryzykiem zachorowalności na glejaka powiązanych jest z kilkoma zespołami uwarunkowanymi genetycznie. Należą do nich: zespół Lie-
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				go i Fraumeniego (mutacja genu TP53 predysponująca do rozwoju wielu nowotworów), zespół von Hippela i Lindau-’a, zespół Burkitta, zespół nerwiakowłókniakowatości typu 1 i 2, stwardnienie guzowate oraz dziedziczny zespół niepo-lipowatego guza jelita grubego i odbytnicy. Glejak dzieli się na dwie postacie: pierwotną i wtórną. Są one jednak nieroz-różnialne histopatologicznie. Pod względem genetycznym natomiast, różnią się one pod względem obecnych mutacji. W tabeli 1 przedstawiono najważniejsze nieprawidłowo-ści wykryte w komórkach nowotworowych pierwotnego i wtórnego glejaka mózgu.

				Szczegółowe badania nad genetyką glejaków wykazały dwie możliwe drogi kancerogenezy związanej z mutacją w obrębie genu białka p53. Pierwsza z nich dotyczy wymie-nionej utraty heterozygotyczności (9q, 10q, 13q,17q, 19q i 22q), natomiast drugą z opcji jest amplifikacja bądź dele-cja fragmentów DNA kodujących białka takie jak p16, p19, pRB, PTEN, CDK4 i EGFR [3]. Rozwój nowoczesnej techno-logii i zapoczątkowanie badań z udziałem mikromacierzy pozwoliły na odkrycie nowych genów uczestniczących w patogenezie glejaka. Należą do nich geny CENPF, VEGFA, TOP2A, FOX1M, IGFBP2, ADD3, COL4A1 i CAMK2G.

				Nie są to jednak oczywiście wszystkie geny. W 2001 r. przeprowadzono dalsze badania na mikromacierzach któ-re wykazały udział kolejnych genów w rozwój glejaka. Są to geny zaangażowane w regulację cyklu komórkowego (CDC20, CDKN3, CDK4), proces naprawy DNA (RFC4, NULL, H4FG, ODC1, POLD2), inaktywację apoptozy (TXN, API4), regulację transkrypcji (TLS/CHOP, MYBL1, FOXM1, FOXG1B), a także degradację białek komórkowych (E2-EPF, UBCH10) [4]. Mutacji, które wykryto u pacjentów cierpią-cych na glejaka mózgu jest niewątpliwie bardzo wiele.

				W ciągu ostatniego dziesięciolecia nastąpiło zatem istot-ne poszerzenie wiedzy na temat karcynogenezy i progresji glejaka. Zidentyfikowanych zostało wiele czynników odpo-wiedzialnych za transformację nowotworową komórki pre-kursorowej. Należą do nich związane z glejakiem onkogeny GLI (ang. glioblastoma-associated oncogenes), biorące udział w transferze sygnału Hedgehog-GLI (HH-GLI), m.in. w orga-nizmie człowieka [5]. Wykazano też, że ich działanie odpo-wiedzialne jest za zaburzenia w ekspresji aż 30 różnych ge-nów, z czego 11 z nich ulega znacznej ekspresji. Co więcej, 

			

		

		
			
				geny te wpływają na przebieg cyklu komórkowego, trans-dukcję sygnału oraz proces apoptozy [6]. Określone mutacje genowe wpływają na funkcjonowanie i reorganizację okre-ślonych ścieżek sygnałowych, a także na ekspresję poszcze-gólnych białek. Mutacje te mają przełożenie na funkcjono-wanie określonych szlaków sygnalizacji komórkowej, co skutkuje m.in. wytworzeniem oporności wielolekowej oraz inhibicją reakcji ze strony układu immunologicznego. Kar-cynogeneza rozpoczyna się od mutacji w obrębie danego genu i jest to bardzo złożony proces, obejmujący niekiedy skomplikowane rearanżacje genomowe wraz z ich skutka-mi molekularnymi, immunologicznymi i biochemicznymi.

				Ścieżki sygnalizacyjne

				Obecność szlaków sygnałowych odgrywa niezwykle istotną rolę w funkcjonowaniu komórek nowotworowych. Komórki glejaka, tak samo jak komórki innych typów no-wotworów, wykazują obecność licznych ścieżek sygnali-zacyjnych, uczestniczących we wzroście, proliferacji i wy-kształcaniu mechanizmów oporności wielolekowej. Od-działywanie ligand-receptor wywołuje określone zmiany w sygnalizacji komórkowej i aktywności metabolicznej ko-mórki. Wiele z tych szlaków determinuje kluczowe aspekty funkcjonowania komórek nowotworowych, odpowiedzial-ne za ich przeżywalność, różnicowanie, a nawet tworzenie ognisk przerzutowych. Stąd też, ścieżki te stały się obiektem wielu badań i stanowią obiecujący punkt uchwytu dla no-wych leków onkologicznych.

				Receptory kinaz tyrozynowych

				Na rycinie 1 przedstawiono schemat obrazujący ścieżki sygnałowe związane z receptorami kinaz tyrozynowych RTKs (ang. receptor tyrosine kinases) zidentyfikowane w ko-mórkach glejaka. Receptory RTKs składają się z domeny zewnątrzkomórkowej (jest to domena do której przyłącza się ligand), domeny transbłonowej o charakterze hydrofo-bowym, a także wewnątrzkomórkowej domeny dla kinazy tyrozynowej. Aktywacja receptora zachodzi poprzez zwią-zanie ligandu przez domenę zewnątrzkomórkową. Wywo-łuje to dimeryzację receptora oraz autofosforylację domeny kinazy tyrozynowej. W rezultacie, następuje aktywacja klu-czowych szlaków sygnalizacyjnych (Ras/MAPK/ERK oraz Ras/PI3K/Akt) w dół. Biorąc pod uwagę zdolności RTKs 

			

		

		
			
				Tabela 1. Genetyczne i molekularne nieprawidłowości w złośliwym glejaku mózgu [3,4].
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				do aktywacji ścieżek zaangażowanych w proliferację, inwa-zyjność nowotworu, przeżywalność i proces angiogenezy, wnioskować można, że receptory te są obiecującymi punk-tami uchwytu dla nowych terapii przeciwnowotworowych [7].

				Wnt/β-katenina

				Białka Wnt tworzą dużą grupę glikoprotein bogatych w cysteinę. Przynajmniej 19 z tych białek zostało wykrytych w organizmie człowieka [8]. Glikoproteiny te odgrywają waż-ną rolę w procesach dyferencjacji, proliferacji, migracji oraz utrzymaniu polarności komórek. Proces transdukcji sygna-łu odbywa się za pośrednictwem co najmniej trzech rodza-jów ścieżek sygnałowych, tj. Wnt/polaryzacja, Wnt/Ca2+ a także kanoniczną ścieżkę Wnt/β-katenina. Ta ostatnia bie-rze udział w regulacji różnicowania i proliferacji komórek guza (Ryc. 2). Ponadto, szlak Wnt/β-katenina jest jednym z najczęściej badanych szlaków sygnalizacyjnych, które są po-wiązane z procesem karcynogenezy i wzrostem nowotworu 

			

		

		
			
				[9]. Ścieżka ta została zidentyfikowana w wielu liniach ko-mórek nowotworowych glejaka. Aktywność tego szlaku ma bezpośrednie przełożenie na proces ekspresji genów, a to z kolei umożliwia dalszą proliferację komórek glejaka.

				Badania naukowe sugerują, że aktywność ścieżki sygna-lizacyjnej Wnt/β- katenina powoduje wykształcenie okre-ślonych cech biologicznych glejaka poprzez powiązanie sygnalizacji z określonymi genami [10]. Geny powiązane ze szlakiem Wnt/β-katenina przedstawiono w tabeli 2.

				Oczywistą rzeczą jest, że w przypadku braku obecno-ści ligandu Wnt, sygnalizacja komórkowa z udziałem tego szlaku nie zachodzi. Gdy β-katenina ulegnie fosforylacji, powstaje białkowy kompleks, wywołujący jej degradację z udziałem proteasomów. W skład tego kompleksu wchodzą białka: GSK3β, APC, Axin i DVL. Kanoniczna ścieżka Wnt/β-katenina zostaje aktywowana po przyłączeniu się białka Wnt. Wówczas β-katenina w postaci nieufosforylowanej wędruje do jądra komórkowego, gdzie steruje transkrypcją 
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				Rycina 1. Ścieżki sygnalizacyjne receptorów kinaz tyrozynowych RTKs (ang. receptor tyrosine kinases) [7]. Związanie ligandu z receptorem dla kinazy tyrozynowej (RKT) wpływa na regulację migracji, proliferacji i wzrostu komórek nowotworowych. Oddziałuje również na przebieg cyklu komórkowego, apoptozę, angiogenezę i proces translacji białek. AKT (ang. protein kinase B – kinaza białkowa B), BAD (ang. BCL2-associated agonist of cell death – agonista śmierci komórkowej związany z białkiem BCL2), GSK3 (ang. glycogen synthase kinase-3 beta – kinaza syntazy glikogenu 3β) SOS (ang. Son of Sevenless), GRB (ang. growth factor receptor bound protein – białko związane z receptorem czynnika wzrostu), PLC (ang. phospholipase C – fosfolipaza C), PKC (ang. protein kinase C – kinaza białkowa C). PI3K (ang. phosphatidylinositol 3-kinase – kinaza 3-fosfatydyloinozytolu), PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog), FOXO (ang. forkhead box O), MTORC1,2 (ang. mammalian target of rapamycin complex 1,2), MEK (ang. mitogen activated protein kinase kinase – kinaza aktywowana mitogenami) RAF (ang. Rapidly Accelerated Fibrosarcoma), ERK (ang. extracellular signal-regulated kinases – kinazy regulowane sygnalizacją zewnątrzkomórkową), NF1 (neurofibromina 1), Hsp (ang. heat shock proteins – białka szoku cieplnego), 4EBP1 (ang. eukaryotic initiation factor 4E-binding protein), PIP2 (fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan), PIP3 (fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan), eIF4E (ang. eukaryotic translation initiation factor 4E – eukari-otyczny czynnik inicjacji translacji 4E), elF4F (ang. eukaryotic initiation factor 4F – eukariotyczny czynnik inicjacyjny 4F), MDM2 (ang. mouse double minute 2 homolog), PDK (ang. pyruvate dehydrogenase kinase – kinaza dehydrogenazy pirogronianowej), IKKs (ang. inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase – inhibitory kinazy czynnika jądrowego NF-κB), IKKβ (ang. IKK – inhibitor of nuclear factor kappa B kinase subunit β – podjednostka β inhibitora kinazy czynnika jądrowego NF-κB ) HIF-1α,1β (ang. hypoxia inducible factor 1α, 1β – czynniki indukowane hipoksją), NFKβ (czynnik NF-κB), S6 (rybosomalne białko S6), S6K1 (ang. ribosomal protein S6 kinase β1 – kinaza białka rybosomalnego S6 β1), VEGF (ang. vascular endothelial growth factor – czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego).
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				genów kodujących białka takie jak CD44, C- myc czy SOX9 [10]. Ze względu na ważny udział w progresji glejaka, szlak sygnalizacyjny Wnt/β-katenina stanowi obiecujący punkt uchwytu dla nowych terapii tego typu nowotworów. Jest to jedna z co najmniej siedmiu kluczowych dla żywotności komórek tego nowotworu ścieżek sygnalizacyjnych.

				PI3K/Akt/mTOR

				Kolejną z omawianych ścieżek sygnalizacji komórko-wej, występujących w komórkach glejaka jest PI3K/Akt/mTOR. Jest to ścieżka sygnalizacyjna biorąca udział w kształtowaniu oporności nowotworu na radioterapię. Szlak ten jest bezpośrednio powiązany z RTKs. Jest to jeden ze szlaków sygnałowych, które najczęściej typowane są jako punkt zaczepienia w nowych strategiach terapeutycznych. Zmniejszanie aktywności szlaku sygnalizacji PI3K/Akt/mTOR byłoby doskonałą strategią walki z glejakiem, gdyby nie fakt, że komórki złośliwych glejaków wykształcają sil-ną oporność na inhibitory tej ścieżki [11]. Inhibitory kinazy tyrozynowej, znane jako TKI (ang. tyrosine kinase inhibitors) specyficznie hamują aktywność receptora poprzez wiązanie domeny kinazy tyrozynowej, która zapobiega fosforylacji 

			

		

		
			
				RTK i aktywacji szlaków sygnalizacji komórkowej, takich jak PI3K/AKT/mTOR. W praktyce klinicznej stosowane są inhibitory anty-EGFR, takie jak Erlotinib i Gefitinib, które znalazły zastosowanie w leczeniu nawracających glejaków [12]. Jednakże, pomimo możliwości modulacji szlaku PI3K/Akt/mTOR, pojawiają się pewne problemy. Obecność mu-tacji w obrębie EGFR T790M, mutacje genu PIK3CA, a także amplifikacja genu RTK MET skutkują reorganizacją ścieżki PI3K/Akt/mTOR. Przy takim stanie rzeczy, obecność drob-nocząsteczkowych inhibitorów kinaz, ukierunkowanych przeciw EGFR spowoduje wykształcenie oporności guza na leki z grupy TKI [13]. Szlak sygnalizacyjny PI3K/Akt/mTOR jest jednym z kluczowych szlaków determinujących przeżywalność komórek glejaka, a jego skuteczna inhibi-cja pozwala na zahamowanie mechanizmów lekooporno-ści glejaka, przez co komórki nowotworowe mogą stać się wrażliwe na wdrożone leki. Na rycinie 3 przedstawiono schemat regulacji ścieżki sygnałowej PI3K/Akt/mTOR w warunkach stresu komórkowego i dostępności czynników wzrostu w środowisku guza.

				Niedawne badania wykazały, że w sygnalizacji PI3K/Akt/mTOR istotną rolę odgrywa również białko enzyma-

			

		

		
			
				Tabela 2. Geny powiązane z sygnalizacją Wnt/β-katenina [10].
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					pobudza przejścia nabłonkowo mezenchymalne (EMT, ang. epithelial-mesenchymal transition)
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					pleomorficzny gen gruczolaka powiązany z komórkami macierzystymi
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					koduje białko Frizzled-1 warunkujące oporność nowotworu na radioterapię z wykorzystaniem promieni γ
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					koduje czynnik wzrostu śródbłonka VEGF (ang. vascular endothelial growth factor), stymulujący proces waskulogenezy i neoangiogenezy
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				Rycina 2. Przebieg sygnalizacji Wnt/β-katenina [9]. Receptor Frizzled (oznaczony kolorem niebieskim) powiązany jest z białkami CK1α (ang. casein kinase 1α – kinaza kazeiny 1α), GSK-3β (ang. glycogen synthase kinase-3β – kinaza syntazy glikogenu 3β), APC (ang. adenomatous polyposis coli) oraz aksyną. Akumulacja β-kateniny powoduje wzrost ekspresji genów w jądrze komórkowym, co przekłada się na intensyfikację proliferacji komórek nowotworowych. W sygnalizacji tej uczestniczy również białko LRP5/6 (ang. low-density lipoprotein receptor-related protein – białko związane z receptorem lipoprotein o małej gęstości).
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				tyczne PDIA4. Jest to izomeraza disiarczkowa, ulegająca na-dekspresji w wielu rodzajach nowotworów, np. w raku płu-ca i jasnokomórkowym raku jajnika. Jak wynika z dokład-nej analizy danych, białko to jest kluczowym promotorem progresji glejaka [15]. Dokładniejszy mechanizm działania tego białka na poziomie molekularnym pozostaje jednak nieznany. Znane są natomiast efekty niskiego poziomu tego białka w komórce. Przede wszystkim, spadek ilości pro-teiny PDIA4 powoduje zahamowanie aktywności ścieżki sygnalizacyjnej PI3K/Akt/mTOR poprzez hamowanie fos-forylacji komponentów składowych szlaku, tj. białek PI3K, Akt i kinazy mTOR. Poza tym, spadek poziomu PDIA4 wywołuje w komórkach glejaka tendencję do apoptozy. Regulacja PDIA4 w dół nie tylko działa proapoptotycznie, ale jednocześnie hamuje proliferację komórek nowotworo-wych. Ponadto, gdy poziom PDIA4 ulega obniżeniu, nastę-puje wzrost ekspresji białek szlaku apoptozy, takich jak Bax, kaspaza 3 czy kaspaza 9 [15]. Dodatkowo, efekt ten oddzia-łuje także na metabolizm komórki nowotworowej; wraz z obniżaniem się poziomu PDIA4 spada także stężenie meta-bolitów pośrednich szlaku glikolizy tlenowej, zachodzącej w cytozolu.

			

		

		
			
				Białka ulegające nadekspresji

				W patogenezie glejaka mózgu istnieje wiele białek wy-kazujących podwyższoną ekspresję w stosunku do ich eks-presji w komórkach prawidłowych. Czynniki wzrostowe, przyłączając się do receptorów ulegających nadekspresji wspomagają podział, inwazyjność i proliferację komórek nowotworowych, przez co są one w stanie namnażać się w nieskończoność. Leczenie wykorzystujące hamowanie na-dekspresji jednego białka nie rozwiązuje jednak problemu nadekspresji innych białek, przez co żywotność komórek nowotworowych może być zachowana. Poniżej przedsta-wiono białka, których podwyższoną ekspresję wykazano w wielu badaniach nad złośliwymi guzami OUN.

				VEGFR

				VEGF jest białkiem komórkowym bezpośrednio zaanga-żowanym w angiogenezę. Ponadto, odpowiada ono także za wzrost przepuszczalności naczyń krwionośnych. Pomi-mo, że VEGF występuje fizjologicznie w tkankach niezmie-nionych nowotworowo, badania wykazały, że proces kar-cynogenezy indukuje nadekspresję VEGF w wielu typach nowotworów [16]. W warunkach hipoksji, czynniki HIF1α i HIF1β (ang. hipoxia-inducible factors – czynniki transkrypcyj-ne indukowane hipoksją) wędrują do jądra komórkowego, 
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				Rycina 3. Regulacja ścieżki PI3K/Akt/mTOR [14]. Obecność czynników wzrostowych wzmacnia sygnalizację PI3K/Akt/mTOR, co przekłada się na wzrastającą prze-żywalność komórek glejaka. Dodatkowo, ekspresja białka MDM2 (ang. mouse double minute 2 homolog) o aktywności ligazy ubikwityny działa hamująco na białko p53 odpowiedzialne za regulację podziałów komórki. Wystąpienie stresu komórkowego powoduje natomiast aktywację p53, a następnie supresorowego białka PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog), co hamuje ścieżkę PI3K/Akt/mTOR, zmniejszając przeżywalność komórek guza. AKT (ang. protein kinase B – kinaza białkowa B), PI3K (ang. phosphatidylinositol 3-kinase – kinaza 3-fosfatydyloinozytolu), PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog), S6 (rybosomalne białko S6), S6K1 (ang. ribosomal protein S6 ki-nase β1 – kinaza białka rybosomalnego S6 β1), 4EBP1 (ang. eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1 – białko wiążące eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4E), T308 (ang. human phospho-Akt, gdzie 308 to miejsce wystąpienia fosforylacji), T389 (ang. human phospho-p70 S6 kinase – gdzie 389 to miejsce wystąpienia fosforylacji), T37/46/70 oznacza miejsca fosforylacji białka 4EBP1, natomiast białka oznaczone jako „S” są białkami rybosomalnymi, podobnie jak białko S6.
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				gdzie aktywują transkrypcję genu kodującego białko VEGF. Skutkiem tego jest intensyfikacja procesu angiogenezy w celu przeciwdziałania niedotlenieniu tkanki [17]. Zjawisko hipoksji jest powszechne w komórkach glejaka, a co więcej – wykazują one nadekspresję czynnika VEGF. Badania wy-kazały, że podwyższony poziom VEGF w glejaku związany jest z regulacją aktywności receptora dla VEGF, czyli białka VEGFR2 w górę [18]. Potwierdzono też, że wysoka nade-kspresja VEGF u pacjentów cierpiących na złośliwe glejaki powoduje zmiany patologiczne w obrębie bariery krew--mózg, co umożliwia transfer cząsteczek o właściwościach neurotoksycznych z krwi do ośrodkowego układu nerwo-wego. To z kolei zaburza homeostazę środowiska mózgo-wego, ponieważ bariera krew-mózg jest nie tylko integral-ną, lecz nawet kluczową częścią mikrośrodowiska mózgu. Bariera ta odgrywa zatem istotną rolę w progresji glejaka oraz niekorzystnym rokowaniu w przebiegu choroby [19].

				EGFR

				Kolejnym receptorem ulegającym nadekspresji w prze-biegu glejaka jest receptor dla czynnika EGF. EGFR jest biał-kiem receptorowym z rodziny kinaz tyrozynowych, do któ-rej należą cztery białka: ErbB1 (EGFR, HER-1), ErbB2 (HER-2 Neu – nadekspresja również w nowotworach żołądka oraz HER-2-dodatnim raku piersi), ErbB3 (HER-3), ErbB4 (HER-4) [20,21]. EGFR odpowiedzialny jest za wykształca-nie lekooporności oraz indukcję proliferacji komórek gle-jaka. Częstą nieprawidłowością stwierdzaną w badaniach genetycznych nad glejakiem mózgu jest amplifikacja genu kodującego EGFR. Mutacje w obrębie ErbB2/HER-2 wy-kryto w 8–41% przypadków tego nowotworu [20]. Wykryto także zmutowany skrócony wariant EGFR, który EGFR III (EGFRvIII) jest dość często obserwowany w glejakach mó-zgu i jest on aktywowany konstytutywnie w sposób nieza-leżny od ligandów, co determinuje proliferację komórek i ich przeżywalność [22,23].

				PDGFR

				PDGFR, czyli receptor dla płytkowego czynnika wzro-stu PDGF (ang. platelet- derived growth factor) jest białkiem często ulegającym nadekspresji w glejaku, zwłaszcza w jego postaci wtórnej. Czynnik PDGF ma ważne, a nawet kluczo-we znaczenie w formowaniu mózgowych naczyń krwiono-śnych oraz homeostazy. Zaburzenia szlaków sygnalizacji komórkowej, związanych z PGDF występuje w wielu cho-robach neurologicznych, w tym także w glejaku. W przy-padku glejaków mózgu, czynnik ten ma szczególne znacze-nie, ponieważ jest on zaangażowany w znacznie nasiloną angiogenezę, charakterystyczną dla tego typu nowotworów [24]. PDGFR, czyli receptory dla PDGF są receptorami RTKs klasy III o dobrze zdefiniowanych właściwościach zarówno funkcjonalnych, jak i strukturalnych [25]. Receptory PDGFR składają się z białkowych podjednostek α i β. Związanie li-ganda powoduje utworzenie dimerów receptorowych αα, αβ lub ββ. Odpowiednie dimery ligandów mogą induko-wać odpowiednie dimery receptorów, różniące się między sobą swoistością, co przedstawiono w tabeli 3.

			

		

		
			
				PTTG1

				Poza wymienionymi już białkami, ulegającymi nade-kspresji nie tylko w glejaku, ale także w wielu innych ro-dzajach nowotworów, nadmierną ekspresję wykazuje także białko PTTG1 (ang. pituitary tumor transforming gene 1 – gen transformujący guza przysadki). W przeciwieństwie do wyżej wymienionych białek, rola PTTG1 w progresji no-wotworów ośrodkowego układu nerwowego nie została do końca wyjaśniona. Pewnym jest natomiast, że szczegółowe badania przeprowadzone u pacjentów ze zdiagnozowa-nym glejakiem wykazują znacznie podwyższoną ekspresję tego białka w porównaniu z osobami zdrowymi. Wiadomo także, że PTTG1 jest czynnikiem, który nie tylko pobudza angiogenezę, inwazyjność i migrację komórek nowotwo-rowych, ale również unikanie przez nie apoptozy. Istnieje prawdopodobieństwo, że działanie PTTG1 może być po-wiązane ze ścieżką sygnałową dla czynnika TGF-β (ang. transforming growth factor β – transformujący czynnik wzro-stowy β), czyli TGF-β/PI3K/Akt/mTOR [28]. Inhibicja tej ścieżki pozwoliłaby na zahamowanie wzrostu guza, a na-wet jego degradację i stanowi następną, obiecującą strategię w leczeniu glejaka. Białko PTTG1 jest powiązane również z sygnalizacją STAT3-PTTG1. STAT3 (ang. signal transducer and activator of transcription 3 – transduktor sygnału i akty-wator transkrypcji) indukuje ekspresję PTTG1. Następnie indukowany jest spadek ekspresji białek c-Myc i Bcl-2, przy jednoczesnym zahamowaniu ekspresji antyapoptotycznego Bax. Powoduje to unikanie apoptozy przez komórki no-wotworowe oraz zwiększenie ich żywotności. Wyciszenie ekspresji PTTG1 pozwala na zahamowanie ekspresji Bcl-2 i c-Myc, co wywoła sprowadzenie komórek nowotworowych na szlak apoptotyczny [29]. Biorąc pod uwagę powyższe, zarówno PTTG, jak i aktywator transkrypcji STAT3 są biał-kami, tworzącymi ścieżkę sygnałową, warunkującą hamo-wanie apoptozy komórek nowotworu. To z kolei umożliwia dalszy rozwój nowotworu. Badania w warunkach in vitro dowodzą, że proteina PTTG1 jest istotna z punktu widzenia przeżycia, inwazyjności i unikania apoptozy przez komórki glejaka. Hamowanie ekspresji tego białka pozwala wywołać apoptozę komórek różnych linii glejaka, takich jak SHG44.

				Markery prognostyczne

				Ocena stopnia zaawansowania choroby nowotworowej pozwala na przewidywanie przebiegu choroby i postępu leczenia. Szczególnie istotną rolę w określaniu rokowania odrywają czynniki, zwane markerami prognostycznymi. W przypadku glejaka, szczególne znaczenie rokownicze mają dwa tego typu markery: metylacja promotora MGMT (ang. O6-methylguanine DNA methyltransferase – metylotransfera-za metyloguaniny) oraz mutacje w genach IDH1/IDH2.

			

		

		
			
				Tabela 3. Dimery ligandów i aktywowane izoformy receptora [26,27].
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				Promotor MGMT

				MGMT należy do enzymów zaangażowanych w proces naprawy DNA. Odpowiada on m.in. za usuwanie wywo-łanych przez chemioterapeutyki uszkodzeń nici, takich jak alkilowane zasady azotowe. Wynika stąd, że wysoka ak-tywność MGMT jest czynnikiem determinującym oporność komórek nowotworowych na leki cytostatyczne. Zahamo-wanie aktywności genu kodującego MGMT powoduje spa-dek ekspresji tego białka, a co za tym idzie – ograniczenie możliwości naprawy DNA w komórkach glejaka. W konse-kwencji, zmutowane komórki stają się bardziej wrażliwe na działanie stosowanych leków alkilujących [30]. Z racji tego, że epigenetyczna inhibicja MGMT poprzez metylację pro-motora utrudnia naprawę DNA, status MGMT stał się pre-dykcyjnym biomarkerem w ocenie odpowiedzi organizmu na chemioterapię związkami alkilującymi. Status ten uzna-wany jest również za silny marker predykcyjny pseudopro-gresji [31]. Co więcej, w wielu badaniach wskazywano przy-datność kliniczną oceny promotora MGMT jako markera w przewidywaniu korzystnego wpływu alkilujących pochod-nych nitrozomocznika, a nawet temozolomidu u pacjentów z glejakiem [32,33].

				Białko B-Raf

				Jest to kinaza serynowo-treoninowa, zaangażowana w ścieżkę sygnalizacyjną kinazy białkowej, aktywowanej mi-togenami, czyli MAPK (ang. Mitogen-Activated Protein Ki-nase). Białko to jest protoonkogenem i występuje w wielu rodzajach nowotworów, w tym również w glejakach mó-zgu. Aktywacja genu tego białka, czyli BRAF następuje na 

			

		

		
			
				drodze jego mutacji lub poprzez fuzję z innym genem [34]. Szerzej rzecz ujmując, B-Raf należy do komponentów waż-nego dla komórek nowotworowych szlaku sygnałowego Ras/Raf/MEK/MAPK, a jego inhibitory są już stosowane w leczeniu niedrobnokomórkowego raka płuca i czernia-ka złośliwego skóry [35]. Mutacje genu BRAF są częstymi nieprawidłowościami stwierdzanymi w glejaku i często współistnieją z mutacjami IDH1/IDH2. Wykazano ponad-to, że pacjenci ze stwierdzoną amplifikacją genu BRAF i niezmutowanym IDH1/IDH2 posiadają mniej korzystne rokowania niż pacjenci ze zamplifikowanym BRAF i muta-cją IDH1/IDH2 [36] .

				Mutacje w obrębie IDH1/IDH2

				Geny IDH1 i IDH2 są bezpośrednio zaangażowane w cykl kwasów trikarboksylowych (cykl Krebsa). Konkret-niej rzecz ujmując kodują one dehydrogenazę izocytrynia-nową, która katalizuje przekształcenie izocytrynianu do α-ketoglutaranu w niniejszym szlaku biochemicznym. Oko-ło 80% przypadków glejaków i gwiaździaków z wykrytymi mutacjami w genach IDH1 i IDH2 posiada także zmutowany gen TP53, z czego bardzo niewielka część posiada mutacje w obrębie EGFR, CDKN2A, PTEN czy CDKN2B. Złośliwe glejaki i gwiaździaki anaplastyczne z genami IDH1 i IDH2 tzw. typu dzikiego rzadko wykazują zmiany w obrębie TP53, ale częściej posiadają zmutowane geny białek PTEN, CDKN2A, CDKN2B i EGFR [37]. Mutacje w genach IDH1/IDH2 są ważnymi z genetycznego i klinicznego punktu wi-dzenia markerami prognostycznymi. W przypadku młod-szych dorosłych, wykryte mutacje tych genów wiążą się z dłuższym przeżyciem pacjenta od momentu postawienia 

			

		

		
			[image: ]
		

		
			
				Rycina 4. Wpływ mutacji IDH1/IDH2 na metabolizm komórek GBM [39]. W przypadku wystąpienia tej mutacji, następuje przekształcenie α-ketoglutaranu do D-2-hy-droksyglutaranu. Następnie dochodzi do hydroksylacji HIF-1α (ang. hypoxia inducible factor 1α – czynnik indukowany hipoksją 1α) przy udziale hydroksylazy prolilowej PHD2 (ang. prolyl hydroxylase domain-containing protein 2), a w konsekwencji jego degradację na drodze ubikwitynacji (Ub). BCAT 1/2 (ang. branched-chain amino acid aminotransferase – aminotransferaza aminokwasów rozgałęzionych), NADP+ (dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy), NADPH (zredukowany dinukleotyd nikotynoami-doadeninowy), NAPRT1 (ang. nicotinate phosphoribosyltransferase – fosforybozylotransferaza nikotynowa).
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				diagnozy [38]. Mutacje IDH1/IDH2 determinują zatem lep-sze rokowanie u pacjentów ze zdiagnozowanym glejakiem. Na rycinie 4 przedstawiono wpływ mutacji IDH1/IDH2 na metabolizm komórek glejaka.

				Perspektywy immunoterapii

				Duże nadzieje na skuteczne zwalczanie nowotworów złośliwych, w tym guzów OUN wiązane są z rozwojem strategii immunoterapeutycznych. W ostatnich latach prze-prowadzono wiele badań nad możliwością mobilizacji ko-mórek układu odpornościowego pacjenta do niszczenia ko-mórek nowotworowych, co stanowi istotę immunoterapii. Leczenie immunoterapeutyczne wykorzystuje przeciwciała stanowiące inhibitory tzw. punktów kontrolnych układu immunologicznego. Z punktu widzenia terapii wielu no-wotworów, w tym także glejaka, najważniejsze tego typu punkty kontrolne obejmują CTLA-4 (ang. cytotoxic T-lympho-cyte-associated antigen 4), LAG-3 (ang. lymphocyte-activation gene 3), TIM-3 (ang. T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3) oraz receptor programowanej śmierci komór-kowej PD-1. Ten ostatni tworzy przy udziale liganda PD-L1 (CD274) specyficzną tarczę molekularną, hamującą cytotok-syczną aktywność limfocytów T. Związanie białka PD-1 z ligandem PD-L1 na powierzchni komórek guza lub komó-rek APC (prezentujących antygen) skutkuje utratą funkcji limfocytów T oraz sprowadzenie ich na szlak apoptozy [40, 41, 42]. Ponadto, badania wykazały, iż ligand PD-L1 jest wykrywany u większości pacjentów z glejakiem, a poziom jego ekspresji odpowiada stopniowi złośliwości nowotworu i agresywności jego przebiegu [42]. Białko LAG-3 jest z ko-lei wczesnym biomarkerem wyczerpania komórek T, stąd zastosowanie przeciwciał anty-LAG-3 na wczesnym etapie jest skuteczniejsze, aniżeli w późniejszym etapie leczenia [43]. Kolejnym z kluczowych punktów kontrolnych układu odpornościowego jest białko CTLA-4. Odpowiada ono za hamowanie odpowiedzi immunologicznej w mikrośrodo-wisku glejaka, a jego nadekspresja w komórkach nowotwo-rowych sprzyja progresji nowotworu [44]. Terapeutyczna inhibicja tego białka w skojarzeniu z blokadą ścieżki PD-1/PD-L1 umożliwia przywrócenie prawidłowych funkcji efek-torowych limfocytów T na kolejnych etapach ich aktywacji [45]. TIM-3 jest natomiast białkiem powierzchniowym, wy-stępującym na powierzchni limfocytów pomocniczych Th1. Determinuje ono modulację odpowiedzi immunologicznej poprzez wiązanie się z galektyną 1, stanowiącą ligand dla TIM-3. Związanie się tego białka z galektyną 1 powoduje indukcję apoptozy komórek T [46]. Skutkiem takiego dzia-łania jest narastająca immunosupresja, toteż zablokowanie funkcji TIM-3 pozwala na zachowanie funkcji komórek odpornościowych i zatrzymanie ich masowej destrukcji. Obecnie, nowe leki immunoterapeutyczne znajdują się na etapie badań klinicznych i są stopniowo wprowadzane do stosowania u pacjentów z nowotworami złośliwymi. Stra-tegie immunoterapii pozwalają na selektywną eliminację zmienionych nowotworowo komórek przy jednoczesnym pozostawieniu komórek prawidłowych w nienaruszonym stanie. Niewątpliwie rozwój tych strategii umożliwia sku-teczne zwalczanie nowotworów złośliwych przy redukcji efektów ubocznych.

			

		

		
			
				Podsumowanie

				Glejaki są najczęściej diagnozowanymi nowotworami złośliwymi OUN o wysoce agresywnym przebiegu i złożo-nych mechanizmach rozwoju. Wyróżnia się dwie postacie glejaka mózgu: pierwotną i wtórną, które są zróżnicowane pod względem genetycznym. Złośliwe glejaki mózgu cha-rakteryzują się dużą różnorodnością mutacji, a najczęstsze z nich obejmują chromosomy 10, 16 i 17. Wystąpienie nie-których mutacji korzystnie wpływa na możliwości leczenia chorych, co rzutuje na dłuższy czas ich przeżycia od mo-mentu postawienia diagnozy. Glejak wykazuje natomiast naciekający charakter wzrostu, co uniemożliwia jego cał-kowitą resekcję chirurgiczną. W konsekwencji bardzo czę-sto dochodzi do pojawienia się wznowy miejscowej guza. Ponadto, postępowanie terapeutyczne znacznie utrudnia wzmożona ekspresja wielu białek, nasilająca wzrost nowo-tworu. Z wyżej wymienionych przyczyn, przypadki całko-witego wyleczenia glejaka IV stopnia występują rzadko, a średni czas przeżycia pacjentów chorujących na ten nowo-twór nie przekracza 18 miesięcy. Terapia zmiennego pola elektrycznego, terapia protonowa oraz wdrożenie nowych strategii immunoterapeutycznych stanowią obecnie naj-bardziej obiecujące możliwości skutecznego leczenia złośli-wych glejaków mózgu.
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				Abstract

				Stage IV glioblastoma is the most frequently diagnosed and the worst prognosis tumor of the central nervous system (CNS). Patients suffering from this type of cancer usually survive several months with the use of surgical treatment, radiotherapy and chemotherapy. The development of glioblastoma is determined by a number of mutations, the most common of which are the p16, p19, p53, pRB, PTEN, PDGFR, CDK4 and EGFR protein genes as well as the loss of heterozygosity on chromosomes 10, 17 and 19. The occurrence of mutations within the IDH1 and IDH2 genes and increased methylation of MGMT promoter improves patient survival, but few patients live more than 3 years after diagno-sis. The most important cell signaling pathways in glioblastoma are PI3K/Akt/mTOR and Wnt/β-catenin, which play a key role in tumor cell function. However, these cells are highly resistant to anticancer drugs, including inhibitors of cell signaling pathways. Currently, the potential methods of effectively combating malignant gliomas are alternating electric field therapy and the implementation of new immunotherapeutic strategies.
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STRESZCZENIE

lejak IV stopnia jest najczeéciej diagnozowanym i jednoczeénie najgorzej rokujacym

nowotworem oérodkowego ukladu nerwowego (OUN). Pacjenci chorujacy na ten ro-
dzaj nowotworu przezywaja zwykle jedynie kilkanascie miesiecy, przy zastosowaniu le-
czenia chirurgicznego, radioterapii oraz chemioterapii. Rozw6j glejaka determinowany jest
przez szereg mutacji, obejmujacych najczeéciej geny kodujace bialka pl6, pl9, p53, pRB,
PTEN, PDGFR, CDK4 i EGFR oraz utrate heterozygotycznoéci na chromosomach 10, 17 i
19. Wystapienie mutacji w obrebie genéw IDHI i IDH2 oraz wzrost metylacji promotora
MGMT poprawia przezywalnosé pacjentéw, jednak niewielu z nich przezywa wiecej niz 3
lata od momentu postawienia diagnozy. Najwazniejszymi szlakami sygnalizacji komérko-
wej w glejaku sa PI3K/AK/mTOR oraz Wnt/-katenina, ktére odgrywaja kluczowa role w
funkcjonowaniu komérek nowotworowych. Komérki te wykazuja jednak znaczng opornos¢
na stosowane leki przeciwnowotworowe, w tym na inhibitory éciezek sygnalizacji komor-
Kowej. Obecnie, potencjalne metody skutecznego zwalczania zlosliwych glejakéw mézgu
obejmuja terapi¢ z wykorzystaniem zmiennego pola elektrycznego oraz wdrozenie nowych
strategii immunoterapeutycznych.

WPROWADZENIE

Nowotwory pochodzenia glejowego, rozwijajace sie w osrodkowym ukladzie
nerwowym (OUN) dziela sie na 5 kategorii: skapodrzewiaki (oligodendroglio-
ma), wysciolezaki (ependymoma), gwiazdziaki (astrocytoma), postacie niejed-
norodne (glejak IV stopnia - glioblastoma) oraz postacie mieszane. Glejak IV
stopnia jest pierwotnym, zlosliwym nowotworem mozgu, wywodzacym sie z
komoérek warstwy astrocytarnej (odpowiadajacych za sprawna wymiane meta-
bolitéw na linii krew-mozg. Charakteryzuje sie wyjatkowo agresywnym prze-
biegiem i bardzo niekorzystnymi rokowaniami. Pomimo szeroko zakrojonych
badan nad skutecznym zwalczaniem komorek glejaka, czas przezycia pacjentow
od momentu postawienia diagnozy zwieksza sie nieznacznie. Glejak wzrasta w
sposb naciekajacy, komorki nowotworowe dziela sie w szybkim tempie i in-
tensywnie migruja, rozrastajac sie w obrebie tkanki nerwowej. Ze wzgledu na
naciek wzdhuz opon miekkich, naczysi krwionosnych i wiékien nerwowych, cal-
kowita resekcja chirurgiczna tego typu guza jest znacznie utrudniona. Prowadzi
to 1zecz jasna do nawrotu nowotworu [1]. Co ciekawe, ten typ nowotworu na
og6l nie tworzy przerzutéw, wykazuje natomiast silna tendencje do miejscowej
wznowy. Rzadko spotykane sa przypadki odleglego szerzenia sie komérek no-
wotworowych poprzez plyny ustrojowe. Pierwotne guzy mézgu stanowia mie-
dzy 5 a10% wszystkich nowotworéw, z czego 40% to glejaki. Zlosliwy charakter
wykazuje 40-90% glejakow moézgu, w zaleznosci od grupy wiekowej pacjentow.
Przecietny okres przesycia pacjenta chorego na ten nowotwoér wynosi 12-18
miesiecy. Uzaleznione jest to od osobniczej zlosliwosci nowotwort, poniewaz
w kazdym organizmie przebieg procesu jest inny [1]. Obecnie przyjete standar-
dy leczenia glejaka obejmuja chirurgiczne usuniecie nowotwort uzupelnione
radioterapia oraz chemioterapia z uzyciem cytostatykéw, w ktérej najwieksze
znaczenie ma temozolomid (TMZ). Podstawowy problem stanowia jednak
przestarzale schematy postepowania onkologicznego oraz narastajaca opornosé
komérek nowotworowych na stosowane chemioterapeutyki i/ ub radioterapie.
Stad tez niezwykle wazne sa badania nad nowymi lekami, pozwalajacymi na
skuteczne zwalczanie komorek nowotworowych. Nowszymi metodami lecze-
nia, wprowadzanymi do leczenia onkologicznego sa immunoterapia oraz tera-
pia ukierunkowana (celowana) molekularnie. Obecnie, szansa dla pacjentow
chorych na zlosliwe glejaki m6zgu moze byc terapia wykorzystujaca zmienne
pole elektryczne (ang. tumor-treating fields) [2] oraz terapia protonowa.

GENETYCZNE PODLOZA GLEJAKA

Ze zwiekszonym ryzykiem zachorowalnosci na glejaka powiazanych jest z
kilkoma zespolami uwarunkowanymi genetycznie. Naleza do nich: zespsl Lie-
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