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WSTEP TEORETYCZNY
1. Glejak
1.1 Etiologia guzow glejowych

Glejaki to zréznicowana grupa nowotwordw osrodkowego uktadu nerwowego
(OUN ang. central nervous system). Pochodza od komorek glejowych i charakteryzuja
si¢ zroznicowanym obrazem klinicznym i profilem molekularnym, a takze zachorowal-
noscig i przezywalno$cig pacjentow.

Mechanizmy odpowiedzialne za transformacje prawidtowych komoérek gleju w zto-
sliwe komorki glejaka sg stabo poznane. Przyczyn rozwoju tego typu nowotworu poszu-
kuje si¢ wérod czynnikow srodowiskowych, takich jak: narazenie na promieniowanie jo-
nizujace, alkohol, kofeina, rozne grupy lekow, telefony komorkowe i uraz glowy. Anali-
zowane sg rowniez czynniki antropometryczne stanowigce fenotypowa manifestacje r6z-
nic w genotypie, czy tez ekspresji poszczegdlnych genow. Naleza do nich: wzrost, masa
ciata, pte¢, wiek oraz rasa/pochodzenie.

Wiedza 0 szlakach molekularnych prowadzacych do rozwoju glejaka, cho¢ bardzo
W ostatnich latach rozwinigta, wCigz jest nie wystarczajgca do jasnego opisu patogenezy

poszczegblnych typow glejaka [1].

1.2 Klasyfikacja guzow osrodkowego uktadu nerwowego z wyszczegolnieniem klasyfika-
¢ji guzow glejowych
Stara klasyfikacja- podziaty WHO (Swiatowa Organizacja Zdrowia ang. World Health
Organization) z 1979, 1993, 2000, 2007 i 2016 roku
Po raz pierwszy sklasyfikowano guzy OUN w 1979 roku opierajgc si¢ na histolo-
gicznym typowaniu guzow [2]. Wydanie drugie klasyfikacji z 1993 roku zawierato bar-
dziej szczegdtowe informacje podparte odkryciami z dziedziny immunohistochemii [3].
Trzecie wydanie z 2000 roku poszerzono o genetyczne cechy poszczegolnych nowotwo-
réw [4]. W 2007 roku w czwartym wydaniu wprowadzono natomiast (dalej stosowane)
stopnie ztosci nowotworu (I-1V) [5]. Klasyfikacja z 2016 roku, do niedawna obowigzu-
jaca, byla rzeczywiscie aktualizacja 4 wydania. Wprowadzita pojecie diagnozy zintegro-
wanej, ktora polegala na rownoczesnym diagnozowaniu typu histologicznego guza, stop-

nia ztosliwosci i zmian genetycznych [6].
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Aktualnie obowiqgzujgca klasyfikacja z 2021 roku

Wprowadzenie klasyfikacji guzow OUN z 2016 roku znaczaco uporzadkowalo dia-
gnostyke tej grupy nowotwordw [7]. Pozwolito to uzyskaé bardziej homogenne grupy
chorych, ktorych odpowiedz na leczenie i rokowania kliniczne byty podobne [7]. W dal-
szym ciggu pozostawaly jednak rzadkie i stabo scharakteryzowane jednostki chorobowe,
ktorych podziat i charakteryzacja nie byly wystarczajace [7]. Od 2016 roku poczyniono
postepy W lepszym rozumieniu biologii poszczegolnych typow guzéw OUN, ktore wy-
wotaty potrzebe ponownej zmiany klasyfikacji. Duzy udziat miaty tu prace badacze na-
lezace zespotu Consortium to Inform Molecular and Practical Approaches to CNS Tumor
Taxonom (Konsorcjum na rzecz Molekularnych i Praktycznych Podejs¢ do Taksonomii
Nowotworow OUN) [8-14]. Omawiana klasyfikacja wyznaczyta nowe typy i podtypy
nowotworow, a takze zmienita i uproscita czes¢ dotychczas funkcjonujacych nazw [15].
Wprowadzono roéwniez zmiany W klasyfikacji stopnia ztosliwosci WHO guzow OUN.
Dotychczas jak w innych grupach nowotworéw stosowano liczby rzymskie (I-1V) do
okreslenia stopnia ztosliwosci. Obecnie zaleca si¢ stosowanie dla guzow OUN liczb arab-
skich (1-4) [15]. Rekomenduje si¢ rowniez stosowanie nazwy ,,stopien OUN WHO” [15].
Wprowadzone zmiany sg wywotane stosowaniem w guzach OUN jednego stopnia ztosli-
wosci dla jednego typy nowotworu [16]. Dodatkowo obecna klasyfikacja opiera diagno-
styke gtownie o cechy molekularne guza, definiujgc dany typ na podstawie obecno$ci
danych zmian genetycznych [15]. W nowe;j klasyfikacji wyrdzniono 6 rodzin glejakow,
guzow glioneuronalnych i guzow neuronalnych. Nalezg do nich:
(1) glejaki rozlane typu dorostego (wickszos¢ pierwotnych guzow mozgu dorostych),
(2) pediatryczne rozlane glejaki niskiego stopnia,
(3) rozlane glejaki typu pediatrycznego o wysokim stopniu ztosliwosci,
(4) ograniczone glejaki astrocytarne,
(5) guzy glioneuronalne i neuronalne (zréznicowana grupa nowotworow, charakteryzu-

jaca sie réznicowaniem neuronalnym),
(6) wyscidtczaki.
Rodzina 1 sktada si¢ obecnie z 3 typéw zamiast 15 jak w poprzedniej klasyfikacji:
(1) astrocytoma (gwiazdziak), mutant IDH (dehydrogenaza izocytrynianowa. ang. isoci-
trate dehydrogenase),
(2) oligodendroglioma (skgpodrzewiak), mutant IDH i 1p/19g-kodelacja
(3) glioblastoma, IDH-dzikiego typu.
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Przyporzadkowanie nowotworu do danego typu W rodzinie glejakéw rozlanych

typu dorostego odbywa si¢ wedlug ponizszego schematu (Rycina 1).

{ Skapodrzewiak ’ T'yp histologiczny [ Gwiazdziak 1
Mutacja IDH IDH- typ dziki
< R e u

WHO u WH()
1" .\\
/ \ Astrocytoma Rozproszona
/ | Glioblastoma
/ \

kodelecja 1p/19q strata ARTX
’ mutacja TP53 fil molel
mutacja w promotorze TERT
amplifikacja EGFR
monosomia chromosomu 10

trisomia chromosomu 7

brak delecji i CDEN? A/
Oligodendroglioma [ CDEN2A/B ] [dtlcqﬂ (D‘UZAB]

Astrocytoma
stopien 2/3

Rycina 1. Schemat nowej klasyfikacji glejakow rozlanych typu doroslego bazujacy

na cechach histologicznych i molekularnych. W owalnych polach przedstawiono typy
nowotworow, a W kwadratowych kolejne etapy rozrézniania. Powyzej uzyte skroty ozna-
czajg geny kodujace: IDH, ARTX- zalezna od ATP, sprzezona z chromosomem helikaza
I (ang. ATP-dependent helicase ATRX, X-linked helicase 1), P53- biatko nowotworowe
P53 (ang. tumor protein P53), CDKN2A/B- inhibitor kinazy zaleznej od cyklin 2A/B
(ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A/B), TERT- odwrotna transkryptaza telome-
razy (ang. telomerase reverse transcriptase), EGFR- receptor nablonkowego czynnika

wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor).

1.3 Epidemiologia guzow glejowych

Obecnie funkcjonujaca klasyfikacja wprowadzita podziaty, wedtug ktérych nie ma
jeszcze sporzadzonych raportow epidemiologicznych, dlatego w tej sekcji zastosowano
si¢ do poprzedniej klasyfikacji.

Jednym z najczestszych [17-20] i najgorzej rokujacych [19] typow glejaka jest gle-
jak wielopostaciowy (GBM, tac. glioblastoma multiforme). Stanowi on okoto 47%

wszystkich glejakow [17], zapadalno$¢ rozni si¢ W zaleznosci od badanej populacji.
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W Stanach Zjednoczonych wynosi 3,23 na 100 000 os6b [21], w Kanadzie 4,06 na 100
000 os6b [22], a we Francji 4,17 na 100 000 osob [23]. Mediana przezywalnosci pacjen-
tow przy tym nowotworze to 15 miesiecy [24, 25], a zaledwie 5,5 % pacjentow przezywa
5 lat od rozpoznania [19]. Inne typy histologiczne charakteryzuja si¢ mniejsza zapadal-
noscig. Gwiazdziak anaplastyczny wystepuje U 4,15 na 100 000 mieszkancéw, a skapo-
drzewiak u 2,04 na 100 000 mieszkancow [19]. Przezywalnos¢ rowniez jest inna W tych
typach glejaka w przypadku gwiazdziaka to 5,2 roku, a w przypadku skapodrzewiaka 7,2
roku [26].

1.4 Wphw czynnikéw antropometrycznych na czestos¢ zachorowania na glejaka
Ple¢

Raporty statystyczne sg zgodne co do czestszego wystepowania wigkszosci typow
histologicznych glejaka u mezczyzn [17-20, 27, 28]. Wyjatkiem jest tu typowy dla
okresu dziecigcego gwiazdziak pilocytarny, ktdrego czestos¢ wystepowania nie rozni si¢
pomig¢dzy plciami [18, 20, 27, 28]. Niezaleznie od kraju z jakiego pochodzg raporty,
a przez to réznic W ogodlnej czgstosci zachorowan, powtarza si¢ ich czgstsze wystepowa-
nie u mezczyzn (USA: mezczyzni 7,35 a u kobiet na 5,25 przeliczone na 100 000 miesz-
kancow [19]; Finlandia: 4,90 w poréwnaniu z 4,47 dla kobiet na 100 000 osobo-lat [17]).
Najczestszym i najgorzej rokujagcym typem glejaka jest GBM. GBM rowniez wystepuje
zgodnie z powyzej opisang zalezno$cig czestszego wystepowania U mezczyzn (USA:
3,99 dla m¢zezyzn i 2,52 dla kobiet [19], Szwajcaria: 3,32 dla mezczyzn i 2,24 dla kobiet
[29]). Powyzsze dane prezentuja wptyw plci na rozktad zachorowalno$ci na glejaki pier-

wotne (w tym GBM). W przypadku glejakow wtornych zalezno$¢ jest odwrotna [29].

Wiek

Wiek jest czynnikiem rdznicujgcym wystepowanie wigkszosci nowotworow.
Czestos¢ wystegpowania okreslonego typu histologicznego glejaka jest zmienna w zalez-
nosci od wieku, przy czym najwigksza czestos¢ wystepowania jest W przedziale 75-84 lat
[20]. Glejaki 0 nizszym stopniu ztosliwosci sg czgstsze U dzieci niz u dorostych [19].
W wieku dziecigcym czestszymi typami histologicznymi sa gwiazdziak pilocytowy, uni-

kalne warianty gwiazdziaka, czy neuronalne i mieszane guzy neuronalno-glejowe [19].

16



W przypadku gwiazdziaka pilocytowego szczegdlnie zauwazalny jest spadek wystepo-
wania wraz z wiekiem [19]. Zaledwie 3% pacjentéow z nowotworem OUN stanowia
dzieci w wieku 0-19 lat [20].

Wiekszo$¢ raportow epidemiologicznych opisujagcych GMB informuje 0 wzroscie
ryzyka rozwoju GMB wraz z wiekiem. W badaniu Hansen i wsp. [30] wigkszos¢ pacjen-
tow z GBM (83 %) miata powyzej 50 lat. W pracy Cheo i wsp. oraz Gosh i wsp. [31, 32]
najczesciej GBM wystepowat w 6 dekadzie zycia. W badaniu Li i wsp. [33] odnotowano
47,9 % pacjentow W wieku 65 i wigcej lat, natomiast szczyt zachorowan opisano na prze-
dziat 75-79 lat, po ktorym nastapit spadek czgstosci przypadkow.

Wyzszy wiek zachorowan na GBM odnotowano wsrod pacjentow rasy kaukaskiej
[34]. Na populacji pediatrycznej dowiedziono, iz wraz z wiekiem zmniejsza si¢ lokaliza-
Ccja guza w potozeniu centralnym [35].

Wyzszy wiek pacjenta w momencie diagnozy jest skorelowany ze spadkiem prze-
zywalnosci [30], w zwigzku z czym zostal uznany za istotny czynnik ryzyka [36, 37]
z wspotczynnikiem ryzyka (HR, ang. hazard ratio) wynoszacym 1,54 [37]. HR 3 letniego
przezycia Z GBM jest okoto 2,18 razy wigkszy dla pacjentow po 50 roku zycia [34]. Wiek
jako istotny czynnik ryzyka $miertelnosci przy zdiagnozowanym GBM zostal roéwniez
potwierdzony w badaniu opisujagcym populacje dziecigcg. Pacjenci w wieku 6-10 lat wy-
kazali HR rowny 1,408, a w wieku 11-19 lat wynosit on 1,406 [35]. Wedtug Ghosh i wsp.
mediana przezycia jest najwyzsza W wieku 31-40 lat [32]. Dla pacjentéw ponizej 50 roku
zycia wynosi 8,8 miesigca, gdy dla pacjentow w wieku powyzej 50 lat wynosi 4,55 mie-
sigca [32]. Mediana przezycia pacjentow z GBM zmniejsza si¢ wraz z wiekiem [31, 32]
i wedlug Cheo iwsp. jest najgorsza w grupie wiekowej >70 lat. Ogodlnie starszy wiek

wigzal si¢ z gorszym rokowaniem w GMB [34].

Wzrost

Ponad 100 genoéw i szlaki sygnatowe takie jak HH/PTCH (ang. hedgehog signaling
pathway/protein patched homolog), BMP/TGF-B (biatko morfogenetyczne kosci ang.
bone morphogenetic protein, transformujgcy czynnik wzrostu beta, ang. transforming
growth factor beta), P53, c-Myc (protoonkogen MYC, ang. MY C proto-oncogene), ERa.
(receptor estrogenowy alfa, ang. estrogen receptor alpha), HNF4A (czynnik jadrowy he-

patocytow 4 alfa, ang. hepatocyte nuclear factor 4 alpha) i SMAD (przetwornik sygnatu
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dla TGF-B, ang. signal transducers for TGF-f) wykazuja wzmozong aktywno$¢ U Wyso-
kich ludzi [38]. W procesie nowotworzenia uczestniczg te same geny i szlaki sygnatowe
[38]. U ludzi wysokich obserwuje si¢ rowniez wyzsze poziomy hormonu wzrostu (GH,
ang. growth hormone) i insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF, ang. insulin-like
growth factor) [39-41]. Wysoki wzrost moze by¢ wigc jednym z czynnikéw wptywaja-
cych na rozwdj glejaka, czy tez innych nowotworow [42—44]. Wykazano, ze wraz Z wyz-
Szym wzrostem cz¢sto$¢ wystepowania GBM jest wicksza [45-48]. Niektore z analiz po-
twierdzajg powyzsza zalezno$¢ tylko w przypadku mezczyzn [49], a w wielu z nich za-
lezno$¢ dla mezczyzn jest silniejsza. Odnotowuje si¢ rowniez raporty, ktore nie potwier-

dzaja tej zaleznosci [50].

Masa ciata

Otytosé¢ lub nadwaga sg istotnym czynnikiem ryzyka dla wielu nowotwordw [51],
natomiast w innych rodzajach zmniejsza ryzyko powstania [52, 53]. Tkanka ttuszczowa
jest istotnym zrodtem estrogendow (szczegolnie u kobiet po menopauzie) [54], czy sub-
stancji prozapalnych [55]. W zwigzku z tym jej ilo$¢ moze mieé szczegdlne znaczenie
W rozwoju nowotworow. Nalezy zauwazy¢ rowniez, ze GBM u kobiet w wieku po me-
nopauzalnym wigze si¢ z gorszym rokowaniem [56]. Z opublikowanych analiz wynika,
ze za wysokie BMI (wskaznik masy ciata ang. body mass index) w momencie diagnozy
nie wplywa na czestsze wystepowanie glejaka [45, 49]. Wykazano natomiast, ze otytos$¢
lub nadwaga w wieku mtodzienczym moze przektadac si¢ na wigksze ryzyko wystgpienia
GBM w przysztosci [48, 50]. Wptyw zbyt duzego BMI w czasie diagnozy na czas prze-
zycia W GBM jest dyskusyjny, istniejg dowody na wydtuzenie go [57], jak i te mowigce
0 braku wptywu [58]. Dodatkowo odnotowano, ze wysokie spozycie tluszczu i choleste-
rolu [59] jest czynnikiem ochronnym, podobnie jest w przypadku hiperlipidemii [54], czy
cukrzycy [60].

Rasa/pochodzenie etniczne

Rase definiujemy jako grupe osob posiadajacych podobne warianty genowe wply-
wajace na silniejsza lub stabsza manifestacj¢ danej cechy biologicznej. Przez lata specja-
lisci z antropologii fizycznej probowali opracowaé kwalifikacj¢ rasowa bazujaca na tych

cechach fenotypowych. Wigkszo$¢ kwalifikacji wyrdznia tak zwane rasy gtéwne, do kto-
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rych zaliczamy: ras¢ kaukaska, negroidalng i mongoidalng. W raportach epidemiologicz-
nych glejaka czgsto spotyka si¢ tez grupe, ktdra zbiorczo mozna traktowac jako pocho-
dzenie hiszpanskie, portugalskie czy potudniowo amerykanskie, okreslane jako latynosi.
Najwyzsza czestos¢ glejaka obserwuje si¢ kolejno U pacjentow pochodzenia kauka-
skiego, nastepnie negroidalnego i mongoloidalnego [61]. Donosi si¢ rowniez, ze rasa kau-
kaska ma wyzszy wspotczynnik zapadalnosci niz latynosi [62]. Podobne obserwacje po-
czyniono na populacji pediatrycznej, gdzie rowniez wykazano iz zapadalno$¢ jest wigk-
sza W przypadku oséb wywodzacych si¢ z rasy kaukaskiej [35, 63].

Latynosi maja wyzsze wskazniki przezycia niz pozostata grupa okreslana jako nie
latynosi [61, 64]. Dowiedziono réwniez, iz rasa mongoidalna ma lepsze przezycie niz
kaukaska [34, 62]. Wykazano, ze lepsze przezycie jest skojarzone z pochodzeniem z rasy
negroidalnej lub innej niz z rasy kaukaskiej [64, 65]. Prace prowadzone na populacji dzie-
cigcej wykazaty brak zwigzku pomiedzy rasg i Smiertelnoscig [66]. Nie wykazano rdznic
w wystepowaniu mutacji IDH czy metylacji MGMT (alkilotransferaza DNA 6-alkilogu-
aniny, ang. O6-alkylguanine DNA alkyltransferase) pomigdzy rasami [62].

Wedtug analizowanej literatury raporty, ktore opisujg epidemiologie glejaka
wzgledem ras cztowieka, pochodzg w znacznej wigkszo$ci z USA. Raporty publikowane

w krajach europejskich na ogot nie przedstawiajg epidemiologii pod tym katem.

1.5 Wphw czynnikéw srodowiskowych na ryzyko zachorowania na glejaka
Promieniowanie jonizujgce

Podobnie jak dla wielu innych nowotworow ekspozycja na promieniowanie joni-
zujace zwigksza ryzyko wystgpienia glejaka. Prowadzone przez lata badania o wplywie
promieniowania jonizujagcego na rozwoj glejaka dostarczyly wystarczajagcych dowodow

na uznanie go za czynnik ryzyka [67].

Alkohol

Wiasciwosci kancerogenne alkoholu [68, 69] wykazano na zwierzetach i zaobser-
wowano przy innych nowotworach [70]. Pomimo powyzszych przestanek nie wykazano
wptywu alkoholu na wzrost czestosci wystepowania glejaka [71], a nawet zasugerowano

jego protekcyjny wptyw w przypadku niskich dawek [72].
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Palenie papierosow

Zawartos$¢ zwigzkow N-nitrowych w dymie papierosowym i ich wplyw na rozwoj
glejaka u zwierzat wydaja si¢ istotng przestanka dla sprawdzenia wptywu palenia papie-
rosOw na powstawanie i rozwo6j glejaka [73]. W literaturze istnieja sprzeczne informacje
0 wplywie palenia na powstawianie glejaka [74—76]. Nalezy rowniez zwroci¢ uwage na
mozliwo$¢ zaktocania wynikow przez dodatkowe zmienne, a sam wpltyw palenia moze
nie by¢ bezposredni. W jednym z badan odnotowano bowiem wptyw palenia na powsta-
wanie glejaka, ale tylko u kobiet [77]. Dowiedziono, ze palenie wptywa na wzrost st¢ze-

nia hormonow ptciowych, ktore z kolei moga wptywac na rozwoj glejaka [78].

Uraz glowy

Istnieje szereg powigzan biologicznych mogacych thumaczy¢ wplyw urazu na po-
wstanie glejaka [79]. Wyniki badan epidemiologicznych nie potwierdzajg jednak zauwa-
zonych powigzan [80-82].

Picie kawy i herbaty

Wpltyw spozywania kawy i herbaty na stan zdrowia cztowieka jest tematem wie-
loletnich dyskusji i badan naukowcow. Obecnos¢ w tych produktach spozywczych
zwiagzkow takich jak polifenole, kwas kawowy, kahweol, kafestol czy zwigzkéw hetero-
cyklicznych moze mie¢ protekcyjny charakter dla rozwoju glejaka [83-86]. Badania do-
tyczace wptywu kawy i herbaty na powstawanie glejaka sg niezgodne. Niektore z prac
opisujg ochronny wptyw kawy i herbaty [87-89], natomiast inne wskazujg je jako czyn-
nik ryzyka glejaka [90].

Telefony komorkowe

Migdzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem (IARC, ang. International Agency
for Research on Cancer) uznata pola elektromagnetyczne 0 czestotliwosci radiowe;j
(PEM-FM) za czynniki rakotworcze [91]. Ilos¢ urzadzen, ktore emitujg PEM-FM w oto-
czeniu cztowieka ciggle wzrasta. Prowadzone przez lata badania o wptywie telefonii ko-
morkowe] na powstawanie glejaka przynosily sprzeczne rezultaty. Wyniki metaanaliz
z 2017 [91] i 2018 [92] roku stwierdzaja wzrost ryzyka zachorowania przy dtugotrwatym
uzytkowaniu (>10 lat). Nalezy zaznaczy¢, ze wyniki s3 rozbiezne W zalezno$ci od stopnia

ztosliwosci guza [91]. Obecnie opublikowane prace nie potwierdzaja przedstawianych
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zatozen, sugerujac, ze og6élny wzrost ilo§ci odnotowywanych zachorowan moze by¢

Zwiazany z lepsza diagnostyka [92-94].

Sen

Dowiedziono, ze ilo$¢ snu nie jest zwigzana Z ryzykiem wystgpienia glejaka [93],
ale zaburzenia z nim zwigzane mogg przyczyni¢ si¢ do gorszego rokowania dla pacjenta
[94]. Wykazano rowniez, ze podawanie melatoniny moze zwigkszy¢ czas przezycia pa-
cjenta z glejakiem [95, 96]. Melatonina zmniejsza rowniez czgsto$¢ wystepowania nowo-

twordéw ztosliwych [96].

Wybrane leki

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) czy paracetamol sg obecnie szeroko
dostepne, a pacjenci moga je nabywac bez jakiejkolwiek konsultacji z lekarzem czy tez
farmaceutg. Wptyw NLPZ na rozwoj glejaka moze by¢ skojarzony z hamowaniem syn-
tezy prostaglandyny E, (PGE2 ang. prostaglandin E>) [97, 98] czy tez blokowaniem przy-
aczania fibroblastycznego czynnika wzrostu (FGF ang. fibroblast growth factor) [99].
Doktadny mechanizm molekularny ttumaczacy wptyw NLPZ na rozwoéj glejaka jest
w dalszym ciggu niejasny [100]. Wyniki badan analizujagcych wpltyw NLPZ na rozwoj
glejaka sg sprzeczne. Przedstawiajg brak wptywu [101-104], wptyw dodatni [105, 106]
I wptyw negatywny [107-109].

Leki przeciwhistamowe stosowane sg przez pewne grupy pacjentOw W sposob
ciggly, aich dzialanie przeciwzapalne iimmunomodulujgce wydaje si¢ intersujgce
w kontekscie rozwoju glejaka. W wiekszosci przeprowadzone analizy wykazaly
ochronny wplyw lekéw przeciwhistaminowych na rozwoj glejaka [110-112].

Opublikowana niedawno metaanaliza opisujgca wplyw stosowania statyn na ry-
zyka powstania glejaka stwierdza, ze pomimo silnego przeciwnowotworowego dziatania
statyn w badaniach in vitro nie odnotowuje si¢ ich wptywu na czesto$¢ wystepowania
glejaka [113].

1.6 Obraz kliniczny pacjenta z glejakiem
Obraz kliniczny pacjenta z wezesnym stadium rozwoju glejaka sktada si¢ z wielu
niespecyficznych objawow, do ktorych zaliczamy: bole gtowy, ortostatyczne bole gtowy,

zaciemnienie pola widzenia, ogniskowe objawy neurologiczne, problemy z chodzeniem
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lub sitg, problemy z pamigcig lub zdolno$cig koncentracji, trudnosci Z mowa | zmiany
osobowosci, pojawianie si¢ lub pogorszenie si¢ napadow drgawkowych w wyniku, kto-
rych moze wystapi¢ letarg, nudnosci, wymioty | podwojne widzenie [114—-116]. Szeroki
przekroj objawdw i mnogos¢ przyczyn je wywotujacych stanowi problem przy rozpozna-
waniu glejaka. Dodatkowo nie istniejg metody diagnostyczne, ktére mozna by stosowaé
jako metody przesiewowe w celu wykrycia nowotworu we wczesnym stadium. Zapadal-
nos¢ i przezywalno$¢ w przypadku glejaka rozni si¢ W zaleznosci od typu histologicz-
nego [19] i profilu genetycznego nowotworu [117]. Leczeniem w przypadku guzéw gle-
jowych jest potaczenie resekcji chirurgicznej guza, radioterapii i chemioterapii (protokot
Stupp: frakcjonowane napromienianie ogniskowe w dziennych frakcjach 2 Gy podawane
5 dni w tygodniu przez 6 tygodni, w sumie 60 Gy, temozolomidu 75 mg na m? po-
wierzchni ciata na dzien, 7 dni w tygodniu od pierwszego do ostatniego dnia radioterapii,
a nastepnie sze$¢ cykli adiuwantowego temozolomidu od 150 do 200 mg na m? przez
5 dni podczas kazdego 28-dniowego cyklu) [118]. Pomimo stosowania wielokierunkowej
terapii w leczeniu guzoéw glejowych, przy tak réznorodnych mozliwo$ciach progresji no-
wotworu schemat ten jest niewystarczajacy [119]. W przeciwienstwie do innych typow
nowotworow, poczyniono bardzo niewielkie postepy W leczeniu glejakéw 0 wysokim
stopniu ztosliwosci. Kluczowymi czynnikami odpowiadajacymi za to niepowodzenie to
wysoki stopien proliferacji, naciekajacy charakter i znaczna heterogeniczno$¢ komor-
kowa guza [120]. W przypadku glejakow rozlanych (do ktorych nalezy GBM) bardzo
ciezko jest przeprowadzi¢ kompletng resekcje chirurgiczng, ze wzgledu na ich rozlegta
infiltracje W migzszu OUN [118]. Dodatkowo wysoka heterogeniczno$¢ miedzy- i we-
wnatrznowotworowa bardzo utrudnia prawidlowa identyfikacje celow terapeutycznych

[120].

1.7 Budowa niszy nowotworowej glejaka wielopostaciowego

GBM jest klasycznym przyktadem heterogenicznosci komorkowej guza [121]. Se-
kwencjonowanie jednokomoérkowego RNA ujawnito, ze w obregbie jednego guza moze
istnie¢ wiele podtypow, podkreslajac znaczng heterogenicznos¢ migedzy- i wewnatrzno-
wotworowa GBM [122]. W sktad komodrkowy guza wchodza nie tylko rdznigce si¢ od
siebie w ekspresji i selekcji izoform linie komorek nowotworowych [122], ale takze sze-

roka gama nienowotworowych komorek zrgbu, w tym naczyn krwiono$nych, réznych in-
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filtrujacych i rezydentnych komoérek odpornosciowych oraz innych typéw komorek gle-
jowych [123]. Istotng sktadowa puli komérkowej guza sg réwniez rakowe komorki ma-
cierzyste (CSC ang. cancer stem cells) umozliwiajace jeszcze wicksza heterogenicznosé
guza i zwigkszone mozliwosci proliferacyjne [124].

Obok zmienno$ci komérkowej dla glejaka charakterystyczna jest rowniez zmienno$¢
mikrosrodowiska guza, wywotana dostepem do substancji odzywczych i tlenu. Zmienny
poziom tych substancji wywotany jest masywnym wzrostem nowotworu i nieprawidlowa
angiogenezg narastajacego guza [123]. W zaleznos$ci od dostepu powyzszych czynnikow
zmienia si¢ profil molekularny komérek guza.

W literaturze mozna znalez¢ wyroznianie trzech regionow guza GBM, sa to: hipok-
syjny niewzrostowy rdzen guza, region intensywnego wzrostu guza- wystepujacy okoto
naczyniowo i region stanowigcy obrzeze guza, silnie infiltrujgce, otaczajgce guz obszary
OUN [123]. W dalszych podrozdziatach zdefiniowano te obszary jako: niewzrastajgcy

rdzen guza, kore guza, obrzeze guza.

Niewzrastajgcy rdzen guza

Rdzen guza GBM charakteryzuje si¢ niedotlenieniem i martwica psedopalisadowa,
powstatg wskutek niewystarczajagcego dokrwienia tych regionéw guza, a przez to maltym
dostepem tlenu i sktadnikow odzywczych. Do powyzszych konsekwencji moze dojs$é
w wyniku niedroznos$ci naczyn krwiono$nych, zapasci i zakrzepicy wewnatrznaczynio-
wej [125]. Przyczyni¢ sie do tego moze rowniez okluzja naczyn krwiono$nych wywotana
apoptozg komorek srodbtonka naczyn indukowang angiopoetyng 2 [125]. W wyniku two-
rzenia si¢ regionéw niedotlenienia i niedozywienia, a przez to regiondw martwicy, ko-
morki guza migrujg, tworzac wokot regionu martwicy palisady sktadajace sie z cienkich
i wydtuzonych komorek, ktorych jadro rowniez jest wydtuzone (Rycina 2). Komorki sta-
nowiace palisad¢ charakteryzujg si¢ niskg proliferacja i wyzszym wskaznikiem apoptozy
niz komorki dalej potozone od regionu martwicy [125].

Wystepowanie martwicy pseudopalisadowe;j i niedotlenienia tylko pozornie zdaje si¢
negatywnie wptywaé na rozwoj guza. Mechanizmy indukowane niedotlenieniem wspo-
magajace rozw0j GBM takie jak: migracja komorek GBM, angiogeneza, czy tworzenie

srodowiska immunosupresyjnego, zostaty szerzej opisane w kolejnych podrozdziatach.
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Rycina 2. Przyklad struktury martwicy pseudopalisadowej. Fotografia oryginalna
w powigkszeniu x20 (A) i x40 (B), oraz skali 200um (A) i 100um. (B). Biatymi strzat-

kami zaznaczono obszar martwicy.
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Niewzrastajqcy rdzen guza - komorki migrujgce Z rdzenia guza

Obecnie uwaza sig¢, ze niedotlenienie jest jednym z kluczowych czynnikow przezycia
komorek nowotworowych i rozwoju guza GBM. W wyniku niedotlenienia w komoérce
wzrasta poziom czynnikéw biatkowych: HIF-1, HIF-2, HIF-3 (czynnik indukowany hi-
poksja ang. hypoxia-inducible factors) [126, 127]. Wzrost ich aktywno$ci W komorce
zmienia profil ekspresji genow poprzez interakcj¢ z elementami odpowiedzi na niedotle-
nienie (HRE ang. hypoxia-responsive elements) [128].

Aktywna posta¢ tych czynnikoéw transkrypcyjnych to forma heterodimeru sktadaja-
cego sie z podjednostki a i podjednostki B [129]. Podjednostka a petni funkcje regulato-
rowe dla tego bialka, jej ekspresja i statos¢ wptywa na poziom aktywnos$ci gotowego di-
meru [129]. Podjednostka B nazywana rowniez arylowym weglowodorowym transloka-
torem jadrowym (ARNT, ang. aryl-hydrocarbon receptor nuclear translocator) nie jest
poddawana regulacji, ale jej potaczenie z podjednostka a jest niezbedne do prawidtowego
funkcjonowania czynnikow transkrypcyjnych HIF [130]. Podjednostki o biatek HIF-1,
HIF-2, HIF-3 regulowane sg przez poziom tlenu w komorce, regulacje transkrypcji i de-
gradacje proteolityczng. W warunkach normoksji degradacja proteolityczna nastepuje
W proteosomie na skutek znakowania ubikwityng przez biatko von Hippla-Lindaua
(pVHL, ang. Von Hippel-Lindau tumor suppressor) [131-133]. Do ubikwitynacji docho-
dzi w skutek hydroksylacji dwoch reszt prolinowych (Pro402 HIF-1a, Pro564 HIF-1a,
Pro405 HIF-2a i Pro531 HIF-2a) przez hydroksylazy prolinowe (PHD, ang. proline hy-
droxylase) [134]. Hydroksylacja reszt asparaginianu (Asn803 HIF-1a i Asn847 HIF-2a)
przez czynnik hamujgcy HIF (FIH, ang. factor inhibiting HIF) blokuje natomiast po-
prawng aktywacj¢ transkrypcji genow zaleznych od HIF [135, 136]. Na aktywno$¢ HIF
wplywa rowniez poziom reaktywnych form tlenu (ROS ang. reactive oxygen species)
i tlenku azotu (NO). Niedotlenianie zwigksza poziom ROS [137], ktore zmniejszajg inhi-
bicje podjednostek a HIF przez PHD [138] i FIH [135]. ROS zwigkszaja rowniez ekspre-
sjc mRNA HIFa poprzez wpltyw na czynnik jadrowy kB (NF- xB, ang. nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) [139, 140]. Zwigkszona ilos¢ ROS i jo-
now wapnia wptywa na aktywacje szlaku kinaz MAPK (kinazy aktywowane mitogenami,
ang. mitogen-activated protein kinase), ktore poprzez fosforylacj¢ zwigkszaja stabilnosé
i aktywnos¢ transkrypcyjng HIF-1a [141, 142]. NO przyczynia si¢ do zwigkszenia stabil-
nosci biatka HIF-1a poprzez S-nitrozylowanie cysteiny w pozycji 533 w warunkach nor-

moksji [143, 144]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze ROS i NO moga wspolnie aktywowaé
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PHD i przez to przyczynia¢ si¢ do degradacji HIF, moga rowniez zwigkszac stezenie jo-
noéw wapnia | aktywowac¢ kalpaine, doprowadzajac do niezaleznej od proteosomu degra-
dacji czynnika HIF [145, 146].

W komoérkach pseudopalisady glejaka zwigkszona ilos¢ biatek HIF indukuje ekspre-
sj¢ czynnikoéw takich jak czynnik wzrostu §rédbtonka naczyniowego (VEGF ang. vascu-
lar endothelial growth factor) i interleuking 8 (IL-8 ang. interleukin 8), ktore sg zaanga-
zowane W rézne aspekty homeostazy komorkowej, w tym przezycie, metabolizm, inwa-
zj¢ i angiogeneze [127, 147-149].

W warunkach hipoksji komoérki CSC roznicujg si¢ do komoérek podobnych do komo-
rek $rodblonka i uczestnicza w nowotworowej angiogenezie [150]. Powstate naczynia
krwionosne cechuje szereg dysfunkcji takich jak: dezorganizacja, wysoka przepuszczal-
no$¢, nieprawidtowosci W Scianie srodblonka przyczyniajacych si¢ do utraty bariery
krew-moézg [151]. Powstawanie nowotworowych naczyn krwiono$nych w obszarach
martwicy pseudopalisadowej pozwala komérkom nowotworowym wzrasta¢ ku zewnatrz
[123].

Rdzen guza w wyniku nieprawidtowego dokrwienia pozbawiony jest rowniez sub-
stancji odzywczych niezbednych do wytworzenia energii. Warunki niedotlenienia zmu-
szajg komorki do korzystania z glikolizy beztlenowej jako Zrodta energii. HIF-10 zwiek-
sza ekspresje wielu enzymow, ktore uczestniczg W glikolizie w celu utrzymania wystar-
czajacego poziomu ATP (adenozynotrojfosforan ang. adenosine triphosphate) w niedo-
tlenionych komorkach [152].

Niewzrastajqcy rdzen guza - komorki tworzqce martwice | srodowisko immunosupresyjne

Masywny wzrost guza w wyniku niedotlenienia wywoluje migracje komorek i two-
rzenie pseudopalisady, ale przyczynia si¢ rowniez do martwiczej $mierci komorek pozo-
stajacych w strefie dtugotrwalego niedotlenienia. Proces ten przyczynia si¢ do wydziele-
nia do mikrosrodowiska guza substancji prozapalnych [153]. W wyniku ich dziatania na-
ptywajace nienowotworowe komorki uktadu odporno$ciowego zmieniajg si¢ W komorki
immunosupresyjne.

Makrofagi wnikaja do guza w odpowiedzi na chemokiny za posrednictwem stanu
zapalnego [154]. W regionie rdzenia guza komérki TAM (makrofagi zwigzane z nowo-

tworem, ang. tumor-associated macrophages) sa rekrutowane w wyniku dziatania VEGF
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zaleznego od HIF [155]. TAM ulegaja polaryzacji w kierunku fenotypu immunosupre-
syjnego poprzez metabolity, takie jak kinurenina [156]. Uwalniane przy powstawaniu
martwicy wzorce molekularne zwigzane z uszkodzeniem (DAMP, ang. damage-associa-
ted molecular patterns) maja dziatanie chemoatraktywne na najobficiej wystgpujace ko-
morki uktadu odpornosciowego - neutrofie [157]. Wysunigto teori¢, ze poczatkowo po-
wstata martwica W glejaku rekrutuje neutrofile, ktére nastepnie aktywuja mechanizmy
ferroptozy powickszajace obszar martwicy, tworzac W ten sposob dodatnie sprzgzenie
zwrotne dla rozwoju martwicy [158]. HIF-1a pochodzacy z komorek GBM moze row-
niez thumi¢ odpowiedZz immunologiczng komorek T poprzez aktywacj¢ supresorowych
limfocytow T regulatorowych (Treg ang. regulatory T cells) [159].

Klasyczne cytokiny immunosupresyjne zwigzane z glejakiem to TGF-§ i IL-10 (in-
terleukina 10 ang. interleukin 10). TGF- hamuje prezentacje antygenu przez limfocyty
i komorki NK (ang. natural killer cells) obecne w guzie, oraz wraz z IL-10 kierunkuje
TAM w strong fenotypu immunosupresyjnego [160]. Innymi cytokinami wyrazanymi
w glejaku sg IL-1p (interleukina 1B, ang. interleukin 1B), IL-6, TNF-a (czynnik martwicy

nowotworow, ang. tumor necrosis factor o) i IL-8 [161].

Kora guza

Kora guza jest strefg intensywnego wzrostu nowotworu. Intensywna proliferacja
I zwigkszanie masy guza przyczynia si¢ do duzego zapotrzebowania na sktadniki odzyw-
cze W tej czgsci guza. Dodatkowo tak zwigkszona ilo$¢ komorek w stosunku do obecnego
unaczynienia wywoluje przejsciowa, cho¢ cyklicznie wystepujaca hipoksje¢ [162]. W tej
czesci guza prowadzona jest rowniez intensywna angiogenza W celu zapewniania komor-
kom dostepu do sktadnikéw odzywczych itlenu. Bledy w tworzeniu nowych naczyn
moga rowniez przyczynia¢ si¢ do powstawania obszaréw hipoksji roznigcej si¢ od tej

wystepujacej W rdzeniu guza [163-165].

Kora guza - metabolizm energetyczny komorek glejaka wielopostaciowego

Komorki agresywnych nowotwordw charakteryzuja si¢ duzymi zdolno$ciami ad-
aptacyjnymi metabolizmu energetycznego dzigki czemu zachowuja swoj potencjat inwa-
zyjny [166].

W komorkach guza GBM HIF2-a reguluje ekspresj¢ transporteréw glukozy
(GLUT1 i GLUTS3) [167]. Glukoza dostarczona do komorki jest fosforylowana, w celu
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wykorzystania jej do produkcji energii. W normalnych komoérkach mézgowych proces
ten katalizuje heksokinaza pierwsza. W komorkach GBM w stanie hipoksji natomiast
ekspresje heksokinazy drugiej promuje HIF1-a zwigkszajac ilo$¢ ufosforylowanej glu-
kozy [168]. Utatwienie przeptywu glukozy przez szlak glikolizy zapewnia rowniez na-
dekspresja izoformy ptytkowej fosfofruktokinazy i nadmierna aktywacja tego enzymu
w komorkach GBM [169]. Fruktozo-1,6-bisfosforan zintensyfikowanie powstaty w reak-
cji katalizowanej przez fosfofruktokinaze allosterycznie aktywuje embrionalng forme ki-
nazy pirogronianowej, ktora jest obecna w komorkach GBM, ale nie w normalnej tkance
moézgowej [169, 170]. Embrionalna forma kinazy pirogronianowej jest rowniez nadwy-
razana W komorkach GBM, dodatkowo intensyfikujac wydajnos$¢ reakcji przeniesienia
grupy fosforanowej z fosfoenolopirogronianu na ADP z wytworzeniem pirogronianu
I ATP. Powstajacy w wyniku tych reakcji pirogronian moze by¢ przeksztalcany dalej
w cyklu Krebsa lub pod wptywem dehydrogenazy mleczanowej, moze by¢ przeksztat-
cony w mleczan. W komoérkach GBM dehydrogenaza mleczanowa jest nadekspresjono-
wana, W wyniku czego powstaje nie tylko mleczan, ale rowniez NAD™ (forma utleniona
dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego, ang. oxidized form nicotinamide adenine di-
nucleotide) [171]. NAD" zwieksza aktywacje dehydrogenazy aldehydu glicerynowego-3-
fosforanu (GAPDH, ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase), a tym samym in-
tensyfikuje proces glikolizy. Powstaly w komoérkach mleczan odprowadzany jest do $ro-
dowiska guza za posrednictwem transporterow monokarboksylowych, ktérych blokada
sprzyja hamowaniu inwazyjnosci guza GBM [172]. Pirogronian niepoddany przeksztal-
ceniu W mleczan trafia do mitochondrium, jednak intensywnos¢ tego procesu jest zmniej-
szona W czesci guzow GBM, ze wzgledu na delecje W genie kodujacym mitochondrialny
nosnik pirogronianowy. Wystepowanie wspomnianej delecji jest paradoksalnie zwigzane
Z mniejszg przezywalno$cig pacjentow [173]. Przeksztalcenie pirogronianu w acetylo-
CoA jest rowniez procesem zaburzonym W komorkach GBM [174].

Wedhug obecnej klasyfikacji warunkiem zakwalifikowania guza glejowego do
grupy GBM jest wystepowanie IDH typu dzikiego. W zwiazku z powyzszym reakcja wy-
twarzania o-ketoglutaranu w cyklu Krebsa zachodzi klasycznie. Ilo§¢ a-ketoglutaranu
w cyklu jest podyktowana rowniez doptywem tego a-ketokwasu z reakcji oksydacyjnej
deaminacji katalizowanej przez dehydrogenaze glutaminowa, ktorej ekspresja w GBM
jest zwigkszona [175]. Reakcja katalizowana przez dehydrogenazg glutaminows jest klu-

czowa dla dostarczenia szkieletéw weglowych niezbednych do pozyskiwania energii
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z cyklu Krebsa, szczegdlnie zwazywszy na zaburzenie procesu przeksztatcania pirogro-
nianu w acetylo-CoA. Guz GBM wykorzystuje dostatek glutaminy w mozgu, bedace;j
masywnie produkowanym neurotransmiterem, w celu pozyskania glutaminianu. Duzy
dostatek substratu dla dehydrogenazy glutaminowej, jest warunkowany nie tylko obec-
noscig glutaminy w $rodowisku guza, ale takze wysoka aktywnoscig glutaminazy katali-
zujacej rozpad glutaminy do glutaminianu [176].

Powyzsze zmiany metaboliczne umozliwiaja komérkom GBM funkcjonowaé
w Srodowisku zmiennej podazy tlenu. Przestawienie metabolizmu energetycznego na
profil beztlenowy jest szybkie ze wzgledu na juz wcze$niej prowadzong intensywng gli-
kolize beztlenowa. Powrot do metabolizmu tlenowego umozliwia natomiast szybki do-
step do szkieletow weglowych za sprawag dwoch reakeji. Przedstawione implikacje skto-
nity do stworzenia modelu badawczego niedoboru sktadnikow odzywczych, w ktorym
komorki majg zmniejszony dostep do glutaminy, a pirogronian nie jest dostgpny W $ro-

dowisku.

Kora guza - hipoksja cykliczna

Niedotlenienie cykliczne pojawia si¢ W guzie W sposOb powtarzalny i przej-
sciowy, wywotujac narastajgcg amplitud¢ zmian W metabolizmie komoérek guza. Czgsto-
tliwos¢ i stopien wahan poziomu tlenu zalezy miedzy innymi od wielkosci guza, jego
lokalizacji i intensywnosci wzrostowej [177-179].

W niedotlenieniu cyklicznym HIF-1 jest aktywowany mocniej i dtuzej [180-182],
a wraz z kolejnymi falami hipoksji dochodzi do jego akumulacji [183]. Stabilno$¢ HIF-1
jest warunkowana zwigkszonym poziomem ROS, w wyniku zmniejszenia aktywnosci
PHD [181, 184] oraz dezaktywacji FIH [135]. Reaktywne formy tlenu w komorkach
GBM mogg powstawac¢ w wyniku niedotlenienia cyklicznego poprzez regulacje w gore
NOX1 (oksydaza fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADPH), ang.
NADPH oxidase) [183] i NOX4 [182, 185]. W niedotlenieniu cyklicznym dochodzi row-
niez do degradacje¢ HIF-2a przez aktywacje kalpain wywotang reaktywnymi formami
tlenu [186].

W niedotlenieniu cyklicznym dochodzi takze do silniejszej aktywacji EGF, niz
w hipoks;ji ciagltej [187]. Wzrasta rowniez aktywacja kinazy biatkowej A [188], ktorej
fosforylacyjna funkcja zwigksza stabilnos¢ podjednostki HIF-1 [188, 189].
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Obrzeze guza

Obszar okreslany jako obrzeze guza czgsto definiowany jest jako nisza inwazyjna
GBM, ze wzgledu na wystgpowanie W tym obszarze komoérek nowotworowych, ktore
poprzez swoja migracje W zdrowg tkanke przesuwaja granice guza.

GBM, podobnie jak inne rozlane glejaki, ma tendencje do tworzenia wypustek
infiltrujacych zdrowe tkanki, powstajacych przewaznie wzdhuz drog nerwowych, opon
mozgowych, bton podstawnych, w tym naczyn krwionosnych (migracja wzdtuz struktur
Scherera [190]) [191]. Inwazyjno$¢ guza GBM prowadzona wzdhuz naczyn krwiono-
$nych wydaje si¢ by¢ gtdwnym mechanizmem inwazji tego typu nowotworu [123]. Ko-
morki GBM nasilajg stopnien inwazji wraz z wrastajacym W guzie niedotlenieniem. HIF
indukuje ekspresje kinazy tyrozynowo-biatkowej Met (c-Met, ang. tyrosine-protein Ki-
nase Met), co przyczynia si¢ do wzrostu inwazyjno$ci komorek nowotworowych [192].

Obszar obrzeza guza, W odrdznieniu od jego pozostatych rejonow, jest lepiej una-
czyniony, jednak wraz z postgpem inwazji komorki nowotworowe wypierajg astrocyty
z kontaktu z komérkami naczyn krwionosnych, prowadzac tym samym do zmiany napig-
cia naczyniowego i zniszczenia bariery krew-moézg [193]. Dochodzi tym samym do roz-
woju niedotlenienia cyklicznego, rozwinig¢cia srodowiska immunosupresyjnego i prze-
ksztalcenia si¢ danego obszaru W strefe intensywnego wzrostu guza, czyli kor¢ guza.
W wyniku tego procesu astrocyty wystepujace W strefie obrzeza guza moga by¢ roéwniez
wilaczone w obszar guza [123].

Astrocyty obrzeza guza mogg rowniez ulega¢ procesowi reaktywnej astroglejozy
w wyniku interakcji z guzem [123]. Reaktywne astrocyty wydziclajg bowiem do $rodo-
wiska guza czynnik wzrostu tkanki tgcznej (CTGF, ang. connective tissue growth factor),
ktory wigze sie z receptorami na CSC (receptor kinazy tyrozynowej typu A i integryna 3
1) i wywoluje za posrednictwem NF-Kb (czynnik jadrowy kB (ang. nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells)) zmniejszong ekspresje E-kadheryny. Zmniej-
szona ekspresja E-kadheryny przyczynia si¢ z kolei do zwigkszenia inwazyjnosci i mi-
gracji komorek guza [194]. Dodatkowo astrocyty w obrzezu guza wydzielaja biatko SHH
(ang. sonic hedgehog), ktore wigze sie z biatkiem PTCH1 (ang. protein patched homolog
1), indukujgc tym samym biatko SMO (ang. smoothened), ktore wywotujac aktywacje
czynnikow transkrypcyjnych GLI (biatko palca cynkowego GLII1, ang. zinc finger pro-
tein GLI1), przyczynia si¢ do dalszego rozwoju komorek guza GBM [195, 196].
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Komoérkami obrzeza réwniez wspomagajacymi rozwoj guza GBM sa komorki mi-
krogleju. Komorki odpornosciowe OUN gromadzg si¢ na granicy guza nie rozpoczynajac
reakcji odpornosciowej, jak dzieje si¢ to W przypadku jakichkolwiek zaburzen homeo-
stazy OUN [197]. Mikroglej dodatkowo rekrutowany i aktywowany jest w obszarze guza
poprzez czynnik stymulujacy kolonie 1 (CSF1, ang. colony stimulating factor 1), inter-
leuking 34 (IL34) i czynnik komorek macierzystych (SCF, ang. stem cell factor) wydzie-
lane przez komorki guza. W wyniku tej aktywacji dochodzi do wzrostu wytwarzania
przez mikroglej naskorkowego czynnika wzrostu (EGF, ang. epidermal growth factor),

ktory wspomaga komorki GBM w migracji [198].

2. Receptory zalezne od hormonéw plciowych

Termin hormon zostal po raz pierwszy uzyty w 1905 roku przez fizjologa Ernesta
Henry'ego Starlinga na Croonian Lecture dla Royal College of Physicians of London
[199]. Owczesna definicja hormonu méwita, Ze jest to: ,,substancja wytwarzana przez
gruczoty z wewnetrzng wydzieling, ktéra stuzy do przenoszenia sygnatow przez krew do
narzadow docelowych" [199]. Obecnie definicja hormonu zostata zmieniona pod wpty-
wem rozwoju wiedzy z dziedziny endokrynologii. Hormony sa rozpuszczalnymi prze-
kaznikami uktadu hormonalnego. Nazywamy tak szereg roznych substancji petnigcych
funkcje sygnatowe i regulatorowe w organizmie wieclokomérkowym [199].

Ze wzgledu na miejsce dziatania hormony dzielimy na endokrynne (dziatanie odlegte
poprzez krazenie ustrojowe) i parakrynne (dziatanie na sgsiadujgce komorki bez udziatu
krazenia ustrojowego). Ze wzgledu na struktur¢ chemiczng hormony dzielimy na biat-
kowe i steroidowe. Hormony pelnig funkcje sygnatowo-regulatorowg poprzez tgcznie si¢
z receptorami i dalsza transdukcje sygnatu. Receptory odbierajgce sygnat mogg znajdo-
wac si¢ na zewnatrz blony komorkowej, na wewnetrznej stronie btony komoérkowej lub
wewnatrz komorki w cytoplazmie.

Hormony steroidowe to pochodne cholesterolu, wsrdéd nich mozna wyréznic¢ grupe
hormondéw piciowych, do ktorych naleza: androgeny, estrogeny i progestageny. Hor-
mony te dziataja gldwnie przez receptory jadrowe, ktore znajduja si¢ w cytoplazmie ko-
moérki. Hormony biatkowe dziataja natomiast poprzez potaczenie z receptorem na po-
wierzchni komorki. Naleza do nich migedzy innymi hormon folikulotropowy czy prolak-

tyna.
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2.1 Receptor androgenowy

Gen kodujacy AR (receptor androgenowy, ang. androgen receptor) znajduje si¢ na
dhugim ramieniu chromosomu X (Loci X:67,544,021-67,730,619) [200]. AR zawiera po-
nad 90 Kb (Kb - kilo par zasad, ang. kilo base pair) [200] z czego 2,757 kb stanowi 8 ek-
sonowy region kodujacy biatko [201]. Wielko$¢ intronéw obecnych w AR waha si¢ 0,7
do 2,6 kb [201]. Odnotowano 8 transkryptow tego genu [200].

AR jest czwartym cztonkiem grupy C, trzeciej podrodziny receptorow jadrowych
(NR3C4 ang. nuclear receptor subfamily 3, group C, member 4) [202]. Biatko AR wystg-
puje w dwoch gltéwnych izoformach o0 dlugosci 110 kDa (kilo Daltony) i 87 kDa [201].
Zbudowane jest z 3 domen: najbardziej zmiennej domeny regulacyjnej N-terminalnej
(NTD, ang. N-terminal domain), wysoce konserwatywnej sktadajacej si¢ z dwoch palcow
cynkowych domeny wigzacej DNA (DBD, ang. DNA binding domain) i domeny
wigzacej ligand (LBD, ang. ligand binding domain) [203]. NTD jest domeng kodowang
W catosci przez ekson 1 i stanowi ponad potowe wielkosci biatka AR [204]. Charaktery-
zuje si¢ powtorzeniami glutaminy i glicyny, ale ich ilo$¢ jest bardzo zmienna w populacji
[205]. Tlo$¢ powtdrzen wptywa na sktadanie i strukturg NTD w AR [206], przy czym
zmniejszona ich ilos¢ wptywa na zwigkszong aktywnos$¢ transaktywacji AR [207]. DBD
jest regionem wysoce konserwatywnym wsrod receptorow hormondéw steroidowych
[208]. Pojedynczy monomer DBD ma rdzen ztozony z dwoch palcéw cynkowych, kazdy
z nich sktada si¢ z czterech reszt cysteiny [208]. W sktad LBD AR wchodzg cztery krot-
Kie pasma B (tworzace razem dwa antyrownolegle arkusze PB) i jedenascie a-helis, ktore
stanowig trojwarstwowy, antyrownolegly, a-spiralny fatd, o strukturze 3 warstwowej ka-
napki [208].

AR w nieaktywnej formie zwigzany jest cytozolowo z biatkami szoku cieplnego
(HSP90, HSP70, ang. heat shock proteins) [209], po przytaczeniu liganda receptor dyso-
cjuje od kompleksu i translokuje si¢ do jadra, gdzie uczestniczy we wzroScie ekspresji
okreslonych gen6éw [210]. Niewiele dotychczas wiadomo o regulacji ekspresji genow
przez AR w GBM, w przeciwienstwie do komorek raka prostaty, gdzie wptyw AR na
biologie tego guza jest bardzo dobrze poznany [211].

Istnieje wiele ligandow AR. Sg to substancje naturalne lub zsyntetyzowane [212].
Dwoma najwazniejszymi endogennymi ligandami AR sa, bedace androgenami, testoste-

ron i DHT (5a-dihydrotestosteron ang. Sa-dihydrotestosterone) [213]. DHT powstaje
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z testosteronu w skutek dziatania enzymu So-reduktazy [214, 215]. DHT ro6zni si¢ od te-
stosteronu brakiem pojedynczego podwojnego wigzania na pierscieniu A [213]. Ta po-
zornie niewielka réznica W budowie wywotuje dwukrotnie wicksze powinowactwo DHT
do AR i pigciokrotnie mniejsze tgpo dysocjacji tego liganda w poréwnaniu do testoste-
ronu [216]. Androgeny sa hormonami wystepujacymi W znacznie wyzszych stezeniach
U mezczyzn niz U kobiet [217], co mogloby thumaczy¢ czestsze wystepowanie GBM
u mgzezyzn. AR pehi rolg czynnika transkrypcyjnego i odpowiada za wzrost ekspresji
genow kontrolujacych tworzenie meskiego fenotypu.

AR jest dodatkowo receptorem, ktorego wariant AR-V7/AR3 moze by¢ aktywowany
niezaleznie od liganda co opisywano w komoérkach raka prostaty [218]. Powyzszy me-
chanizm jest mozliwy dzigki krzyzowej aktywacji molekularnych $ciezek sygnatowych
takich jak insulinopodobny czynnik wzrostu keratynocytowy (KGF, ang keratinocyte
growth factor), EGFR i receptor drugiego ludzkiego naskorkowego czynnika wzrostu
(HER2, ang. epidermal growth factor receptor) [211]. Wystepowanie tego wariantu po-
twierdzono réwniez W GBM [211].

2.2 Receptory estrogenowy a i estrogenowy f3
ERa jest pierwszym odkrytym receptorem estrogenowym [219]. ERa jest pierw-
szym cztonkiem grupy A trzeciej podrodziny rodziny receptoréw jadrowych, dlatego na-
zywany jest rowniez NR3A1 (ang. nuclear receptor subfamily 3, group A, member 1)
[220]. ERa kodowany jest przez gen ESR1 lezacy na 6 chromosomie W pozycji 6025.1-
025.2 [221], zawiera 140 Kb [222] z czego 1785 pz stanowi [223] 8 eksonéw obecnych
w genie [222]. Biatko ERa sktada si¢ z 595 aminokwasow i ma taczny ciezar czgstecz-
kowy 66,2 kDa [223]. ER znany rowniez jako drugi cztonek grupy A trzeciej podrodziny
rodziny receptorow jadrowych (NR3A2 ang. nuclear receptor subfamily 3, group A,
member 2), odkryty zostat 38 lat po ERa. Gen kodujacy ERB (ESR2) znajduje si¢ na 14
chromosomie w pozycji 14922-g24 [219]. Podobnie jak w przypadku ERa sktada si¢ z 8
eksonow 0 catkowitej dlugosci 40 Kb [219]. Biatko ERp sktada si¢ z 530 aminokwasow
i ma masg¢ czgsteczkowg 59,2 kDa [224].
Podobnie jak inne jadrowe receptory, receptory estrogenowe zbudowane sg z czte-
rech domen: domeny amino-koncowej (domena A / B), domeny wigzacej DNA (DBD;

domena C), regionu zawiasu (domena D) i domeny wiazacej ligand (LBD; E-domena).
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Dodatkowo w ER wystepuje domena karboksylowo-koncowa (domena F) [225]. W do-
menie amino-koncowej | domenie wigzacej ligand wystepujg funkcje aktywacji tran-
skrypcji (AF1, AF2, ang. activation function). AF 1 jest wazne dla transaktywacji nieza-
leznej od ligandu, natomiast AF2 dla zaleznej od ligandu regulacji transkrypcji [226].

Domena DBD jest wysoce homologiczna pomi¢edzy ERa i ERB (97% homologii).
Wysokim stopniem podobienstwa charakteryzuje si¢ rowniez domena LBD (60% homo-
logii). W przypadku pozostalych domen procent powtarzalno$ci struktury jest nizszy
i wynosi: 18% dla domeny N-koncowej, 30% dla regionu zawiasowego i 18% dla do-
meny C-koncowej [227].

ER w stanie nieaktywnym zwigzane sa z biatkami Hsp90, dzigki czemu nie wigza si¢
z elementami odpowiedzi na estrogeny w DNA (ERE ang. estrogen response elements)
[228]. Nie powiazane z ligandem biatko ERa ma krotki czas pottrwania (4-5h) i jest stale
degradowane poprzez proces ubikwitynacji i proteosom [229]. Potaczenie ligandu z re-
ceptorem wywotuje zmiany w konformacji 12 helisy domeny LBD i aktywacji receptora
[230]. Po potaczeniu receptora z ligandem dochodzi do jego dimeryzacji, translokacji do
jadra komorkowego i wigzania z ERE [231]. Do aktywacji receptora moze dochodzi¢ na
drodze klasycznej poprzez jego interakcje bezposrednio z DNA lub nieklasycznie po-
przez interakcje biatko - biatko. Klasycznie homodimier ER wiaze si¢ z ERE, ktory sta-
nowi fragment o dlugosci 15 pz z dwoma miejscami o sekwencji PUGGTCA, oddzielo-
nymi od siebie trzema pz [232]. ER moze réwniez wplywac na transkrypcje genéw po-
przez interakcj¢ z innymi czynnikami transkrypcyjnymi takimi jak: czynnik transkryp-
cyjny Spl, (Spl, ang. specificity protein 1), czynnik transkrypcyjny AP-1 (AP-1, ang.
activator protein 1) lub NF- xB. Poprzez interakcje z powyzszymi czynnikami ERa moze
przyczynia¢ si¢ do zwigkszenia proliferacji, roznicowania, przezycia i wzrostu komorki
[220]. ER moze by¢ rowniez aktywowany W sposob niezalezny od ligandu, w skutek fos-
forylacji reszt serynowych receptora przez czynniki wzrostu lub inne wewnatrzkomor-
kowe szlaki sygnatlowe prowadzac do jego aktywacji [233].

Dotychczas opisano trzy izoformy ERa: ERaA3 (brak 3 eksonu, kodujacego czg-
$ciowo domen¢ DBD) [234], ERa36 (nie wykazuje aktywnosci transkrypcyjnych 1 i 2,
a ostanie 138 aa zastgpione jest inng sekwencja 22 aa) [235], ERa46 (pozbawiona pierw-
szych 173 aa i aktywnos¢ transkrypceyjnej 1) [236]. W przypadku ERB wystepuja cztery
izoformy: ERBcx/2, ERB3, ERB4 i ERBS, ktore roznig si¢ migdzy soba domeng C kon-

cowa I nie wigzg estrogenow [237].
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Ligandami ER sg male lipofilowe czasteczki zwane estrogenami, wyrdzni¢ wsrod
nich mozna 17B-estradiol, estron i estriol [238].

Receptory estrogenowe o i f r6znig si¢ pod wzgledem profilu ekspresji w poszcze-
golnych tkankach ludzkiego organizmu. Cze¢sto pomimo wystgpowania obu typow recep-
tora jeden z nich wyrazany jest na wyzszych poziomach ekspresji. ERa ulega ekspres;ji
gléwnie w tkankach rozrodczych kobiety (macica, jajnik), piersiach, nerkach, kosciach,
biatej tkance tluszczowej | watrobie, podczas gdy ekspresja ERB znajduje si¢ w jajniku,
osrodkowym uktadzie nerwowym, ukladzie sercowo-naczyniowym, plucach, meskich
narzadach rozrodczych, prostacie, okreznicy, nerkach i uktadzie odpornosciowym [239].
Receptory reguluja rozne procesy fizjologiczne takie jak rozwdj i prawidtowe funkcjo-
nowanie tkanek zwigzanych z uktadem ptciowym kobiety. Uczestnicza takze w zacho-
waniu homeostazy szkieletu czy regulacji metabolizmu [240].

ERa promuje rowniez wzrost I proliferacj¢ komorek. Przyczynia si¢ tym samym do
rozwoju wielu jednostek chorobowych, w tym nowotworow [240]. Udziat sygnalizacji
receptora estrogenowego w progresji raka piersi jest powszechnie znany [241], ERa wy-
kazuje ekspresje W 70% przypadkow guza piersi [242], a wiele lekow takich jak tamoksi-
fen [243] czy fulwestrant [244] jest skierowane przeciwko temu receptorowi. Nalezy row-
niez zauwazy¢, ze ERa zaangazowany jest w rozwoj takich nowotwordéw jak: rak pro-
staty, ptaskonabtonkowy rak jamy ustnej czy rak endometrium. W raku prostaty rozwoj
guza stymulowany jest przez estrogen dziatajacy przez ERa, ktérego zablokowanie wigze
si¢ ze zmniejszeniem przerzutdw do kosci czy ptuc [245]. W raku ptaskonabtonkowym
jamy ustnej ekspresj¢ ERa stwierdza si¢ czesciej U starszych pacjentdw pici meskiej,
a wystepowanie tego receptora wigze si¢ czesto ze ztosliwoscig tego nowotworu [246].
W komoérkach raka endometrium réwniez wykrywa si¢ ekspresje ERa, a takze odnoto-
wuje si¢ jej istotne statystycznie zwigkszenie W przypadku rakéw endometrium dajacych
przerzuty do weztéw chtonnych [247]. W przypadku raka watroby, estrogeny i sam re-
ceptor ERa zdaja si¢ petni¢ role protekcyjng i ograniczajaca postep rozwoju nowotworu
[248].

W przypadku ERP w literaturze znany jest raczej jako supresor nowotworow.
W przypadku raka jajnika poziom ekspresji ERp jest nizszy niz w zdrowej tkance [249],
a utrata ekspresji tego receptora wigze si¢ Z krotszym catkowitym przezyciem pacjentek
z rakiem [250]. Donosi si¢ rowniez, ze nie tylko ilo$¢ receptora wptywa na efekt obser-

wowany, ale takze jego lokalizacji w komorce. W przypadku komorek raka jajnika, ER
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obserwowany jest glownie w cytoplazmie, natomiast w prawidtowych komorkach w ja-
drze [251]. W przypadku raka piersi obserwuje si¢ spadek ekspresji ER3 wraz z postepem
choroby [252]. Ponowny wzrost ekspresji tego receptora wiaze si¢ z spadkiem prolifera-
cji komoérek w wyniku ttumienia szlakow sygnatowych MAPK i PI3K (kinaza fosfoino-
zytydu 3 ang. phosphoinositide 3-kinases) [253], promowaniem apoptozy i lepsza odpo-
wiedzig na chemioterapi¢ [254]. W przypadku raka prostaty ERP rowniez wykazuje coraz
niszg ekspresj¢ wraz z progresja nowotworu W wyniku metylacji jego promotora [255].
Ochronna rola ERp zostala rowniez wykazana w raku okre¢znicy, ER przyczynia si¢ bo-
wiem do hamowania proceséw zapalnych biorgcych udziat w kancerogenezie raka jelita
grubego [256].

2.3 Receptor progesteronowy

Receptor progesteronowy (PGR ang. progrsteron recptor) nalezy do rodziny re-
ceptorow jadrowych podrodziny 3, grupy C, cztonek 3 (NR3C3, ang. nuclear receptor
subfamily 3, group C, member 3) [257]. Loci genu kodujgcego PGR to 11g22.1 [258].
PGR sktada si¢ z trzech domen: N-koncowej domeny (NTD), centralnej domeny wigza-
cej DNA (DBD) i domeny wigzgcej ligand (LBD). Domena NTD zawiera dwa regiony
o funkcji aktywacyjnej w procesie transkrypcji: AF1 i AF3. W sktad domeny DBD wcho-
dza dwa wysoce konserwatywne palce cynkowe i region zawiasowy (H). Domena LBD
zawiera kolejny region o funkcji aktywacyjnej AF2 [259, 260].

Wyrézniamy dwie pierwotne izoformy PGR: PGR-A (~94 kDa) i PGR-B (~116
kDa). Izoforma PGR-B wyposazona jest W dodatkowy 164 aminokwasowy fragment na-
zywany segmentem B (BUS ang. B upstream). Fragment ten wchodzi w sktad domeny
NTD i zawiera w sobie region AF3 [261]. Izofroma PGR-A dziata jako represor funkcji
PGR-B [262]. Wystepowanie W komoérce obu izoform i ich aktywacja tym samym ligan-
dem powoduje, ze 0 wywolanym efekcie nie decyduje obecno$¢ danej izoformy, a wza-
jemny stosunek tych izoform w komorce [263].

PGR znajdujacy sie¢ W cytoplazmie tgczy sie za posrednictwem LBD z ligandem
(progesteronem) [264, 265], a nastepnie dimeryzuje i translokuje si¢ do jadra komorko-
wego, gdzie taczy si¢ z elementami odpowiedzi progesteronu (PRE, ang. progesterone
response elements) w promotorze lub odleglym wzmacniaczu docelowego genu [259,
260]. PGR podawany jest roznym modyfikacjom potranskrypcyjnym takim jak fosfory-

lacja, ubikwitynacja, acetylacja i 36etylacja. Procesy te wplywaja na poziom ekspresji
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PGR, aktywnos¢ transkrypcyjng i docelowy dobor gendéw, ktorych transkrypcja jest po-
budzana przez PGR [266]. PGR moze rowniez wptywacé na transkrypcj¢ gendw W sposob
niebezposredni, wigzac si¢ z innymi czynnikami transkrypcyjnymi, takimi jak: AP-1,
SP1, NF-kB i aktywator przetwornika sygnatu transkrypcji 3 (STAT3, ang. signal
transducer and activator of transcription 3) [259]. PGR wykazuje rowniez dziatania nie-
genomowe poprzez aktywacje kaskady kinaz rodziny SRC (ang. SRC kinase family)
[267]. Pod nieobecnos¢ ligandu PGR moze by¢ fosforylowany przez mitogenne kinazy
biatkowe, takie jak: CDK2 (kinaza zalezna od cyklin 2, ang. cyclin-dependent kinase 2),
CK2 (kinaza kazeinowa 2, ang. casein kinase 2) i MAPK [268, 269]. Fosforylacja PGR
zachodzi w odpowiedzi na lokalne czynniki wzrostu lub w sposob zalezny od cyklu ko-
morkowego. W §rodowisku silnie mitogennym jakim sg nowotwory PGR moze by¢ ak-
tywowany bez obecnosci ligandu jakim jest progesteron. PGR moze rowniez wplywac na
transkrypcje genéw poprzez zaangazowanie W lokalng i globalng trojwymiarowa organi-
zacj¢ chromatyny [270]. Progesteron pobudza proliferacj¢ W nabtonku piersi i jest uzna-
wany za czynnik ryzyka nowotworu piersi. Rola progesteronu i jego receptora rozpatry-
wana jest rOwniez W nowotworach: endometrium [271], prostaty [272] i tarczycy [273].

2.4 Receptor prolaktynowy

Receptor prolaktynowy (PRLR ang. prolactin receptor) jest receptorem typu cytoki-
nowego, nalezgcym do podrodziny typu I, ktora obejmuje rowniez receptory hormonu
wzrostu, leptyny, erytropoetyny czy czynnika hamujgcego biataczke [274, 275].

Prolaktyna (PRL, ang. prolactin) bedgca ligandem PRLR wytwarzana jest w przed-
nim placie przysadki mézgowej oraz pozaprzysadkowo w gruczole sutkowym, prostacie,
skorze, komorkach uktadu odpornosciowego i wielu czeSciach mozgu [276, 277]. Poziom
PRL moze by¢ jednak wyzszy W mozgu niz ogdlnoustrojowo ze wzgledu na wystgpowa-
nie wstecznego przeptywu krwi od przedniego ptata przysadki do podwzgorza [278].

PRLR kodowany jest przez gen PRLR mapowany na 5p13.2 [279]. Gen PRLR sktada
si¢ z ponad 100 Kb [280]. W sktad genu PRLR wchodzi 11 eksonéw, z ktorych biatko
kodowane jest od czesci eksonu 3. Eksony poprzedzajace tworzg 5°UTR [280]. Receptor
PRL jest zlozony z trzech gléwnych domen: domeny zewnatrzkomoérkowej (EC, ang.
extracellular domain), domeny transmembranowej (TM, ang. transmembrane domain)
i domeny wewnatrzkomorkowe;j (I1C, ang. intracellular domain) [275]. Domena EC PRLR

sktada si¢ z dwoch subdomen (S1 i S2) zawierajacych siedmiopasmowy antyrownolegly
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motyw fibronektyny III B arkusz [281]. Subdomena S1 zawiera dwa wysoce zachowane
wigzania dwusiarczkowe (cysteiny 12 i 22 oraz cysteiny 51 i 62) [282]. Usunigcie ktore-
gokolwiek z wigzan dwusiarczkowych w PRLR eliminuje zarowno aktywacje za posred-
nictwem ligandu [282], jak i dziatania biologiczne [283]. Domena TM jest wysoce kon-
serwatywna i nie rézni si¢ pomig¢dzy izoformami PRLR. Domena IC PRLR zawiera bo-
gate w proling motywy hydrofobowe takie jak: Box 1, Variable Box (V-Box), Box 2
i Extended Box 2 (X-Box) [284]. Zmiany w domenie IC wptywaja na efekty biologiczne
powstajace po aktywacji receptora.

Receptor PRL istnieje w kilku izoformach wytwarzanych przez alternatywny spli-
cing lub rozszczepienie po translacyjne. Wyrdzniamy dtugg izoform¢ PRLR [285], po-
$rednig izoform¢ PRLR [285] i dwie krotkie izoformy PRLR [286]. Dluga izoforma
PRLR zawiera 598 reszt aminokwasowych, w tym domena EC 210 reszt aminokwaso-
wych, domena TM 24 reszty aminokwasowe, a domena IC 364 reszty aminokwasowe
[287]. 1zoforma posrednia ma mase 50 kDa, jej skrocony forma wynika z przesunigcia
ramki odczytu po 312 reszcie aminokwasowej [280]. Izoforma posrednia PRLR nie moze
indukowac proliferacji komorek w odpowiedzi na PRL, ale moze posredniczy¢ w prze-
zyciu komorki [280]. W mleku i surowicy ludzkiej opisano rowniez wystepowanie izo-
formy rozpuszczalnej, posiadajgcej tylko jedng domeng pozakomorkowsg 0 masie 33 kDa
[280].

Do prawidlowej aktywacji PRLR niezbedne jest zwigzanie dwoch czasteczek recep-
tora z jedng czasteczka hormonu. Wigzanie przebiega oddzielnie dla dwdch miejsc wig-
zania na hormonie. Badacze nie sg zgodni, czy drugie wigzanie jest mozliwe dzigki zmia-
nie konformacji miejsca przytaczenia wywotanej pierwszym potaczniem, czy jest to Spo-
wodowane interakcjg pomigdzy receptorami. Przytaczenie PRL do jego receptorow wy-
woluje aktywacje ponizszych szlakow sygnatowych: JAK-STAT (kinazy janusowe, ang.
janus kinase), MAPK i PI3K. Box 1 domeny IC PRLR jest konstytutywnie zwigzany
Z biatkiem Jak2. Po dimeryzacji PRLR biatko Jak2 ulega aktywacji i fosforyluje reszty
tyrozynowe na PRLR [288]. Biatka Stat 5a i Stat 5b rowniez sg fosforylowane przez Jak2
i odtaczaja sie od PRLR, by zwigzaé si¢ z elementami GAS (elementy odpowiedzi na
aktywacje¢ interferonu vy, ang. interferon-y activation sequence) W DNA w jadrze komor-
kowym [289]. Powoduje to aktywacje transkrypcji okreslonych genow, ktorych dziatanie
moze indukowaé proliferacje komorek, jak wykazano na liniach komoérkowych raka
piersi (T47D, BT-20 i MCF-7) [290, 291]. PRLR aktywuje réwniez szlak Ras-Raf-
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MAPK (Ras, nadrodzina bialek Ras, ang. Ras superfamily, Raf, kinazy Raf, ang. Raf
Kinases), gdzie sposrod kinaz MAPK PRLR aktywuje gtownie MAPK1/2 i C-jun (czyn-
nik transkrypcyjny Jun, ang. transcription factor Jun) [292, 293]. Aktywacja PRLR moze
hamowac¢ dziatanie kaspazy 3 poprzez kinaze¢ biatlkowa B (AKT, ang. protein kinase B)
[294] hamujac proces apoptozy. PRLR wplywa réwniez na modulacje cytoszkieletu i in-
terakcje z kinazami adhezyjnymi wplywajac przez to na migracje komorek [295].
Miejscowa ekspresja PRLR skorelowana jest z wyzszym ryzykiem rozwoju raka
piersi i prostaty [296]. Guzy piersi charakteryzujg si¢ wyzsza ekspresjg PRLR niz tkanka
je otaczajaca [297]. Ekspresja PRLR jest wyzsza W guzach prostaty niz w zdrowych tkan-
kach. Odnotowano takze wyzsze poziomy ekspresji w ptynie pochodzacym z prostaty
mezczyzn Z rakiem, niz u zdrowych mezczyzn [298]. Dziatanie PRLR indukujace proli-
feracje, 39ngiogeneza i oporno$¢ na leki chemioterapeutyczne zostato potwierdzone

w badaniach nad rakiem piersi [299-301].

2.5 Receptor folikulotropowy

Receptor hormonu folikulotropowego (FSHR, ang. follicle-stimulating hormone re-
ceptor) kodowany jest przez gen znajdujgcy si¢ na chromosomie 2 W pozycji 2p21-p16
I ma okoto 190 Kb [302]. Sktada si¢ z 10 eksonow i 9 introndow 0 zréznicowanej wielko-
$ci wahajacej sie od 69 do 1234 pz dla eksonow i od 108 do 15 kb dla intronow [302].
Pierwsze 9 eksonéw koduje domeng zewnatrzkomorkowa biatka, a ekson 10 pozostate
domeny [302, 303]. Pierwotnie biatko FSHR zbudowane jest z 695 aminokwasow, jed-
nak po zakotwiczeniu w blonie komorkowej sekwencja sygnatowa sktadajaca si¢ z 17
aminokwasow jest odcinana, a funkcjonalne biatko sktada si¢ z 678 aminokwasow [304].
Masa czasteczkowo funkcjonalnego biatka FSHR to okoto 75 kDa [304].

FSHR wystepuje u ludzi w 4 izoformach, ktérych funkcje biologiczng znamy tylko
w przypadku 1 i 3 izoformy [305]. FSHR-1 jest formg sprz¢zong z biatkiem G, FSHR-2
jest formg dominujaca negatywna, FSHR-3 to czynnik wzrostu typu 1 i FSHR-4 bedaca
rozpuszczalng izoformg FSHR [306]. Istnieje rowniez wariant sktadajacy si¢ tylko z ek-
sonow 1-8 [307].

FSHR nalezy do rodziny receptorow hormonu glikoproteinowego (GPHR, ang. gly-
coprotein hormone receptors) podgrupy 10 klasy A nadrodziny receptorow sprzezonych
z biatkiem G (GPCR, ang. G protein-coupled receptors) [308]. FSHR podobnie jak inne
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GPCR, sktada si¢ z domeny zewnatrzkomorkowej wiazacej ligand wraz z regionem za-
wiasowym, domeny transbtonowej sktadajacej si¢ z transblonowych 7 a-helis, 3 petli we-
wnatrzkomorkowych i3 zewnatrzkomorkowych, domeny wewnatrzkomorkowej z C-
koncem biatka [308]. Cechg charakterystyczng GPHR, do ktorych obok FSHR naleza
receptor tyreotropiny (TSHR ang. thyrotropin receptor) i receptor lutropiny/choriogonad-
otropiny (LHCGR ang. luteinizing hormone/choriogonadotropin receptor), jest
wystepowanie duzej domeny zewnatrzkomodrkowej sktadajacej si¢ z ponad 320 ami-
nokwasow [308].

FSHR wyrazany jest gtownie w tkankach i komoérkach zwigzanych z uktadem roz-
rodczym. U kobiet ulega ekspresji w komorkach ziarninowych, rozwijajacych si¢ peche-
rzykow w jajniku [309]. U me¢zczyzn jego ekspresja wystepuje gtdownie w komoérkach
Sertolego w kanalikach nasiennych [310, 311]. Istniejg jednak doniesienia 0 wystepowa-
niu FSHR takze w kosciach [312], monocytach [313], watrobie [314], rozwijajacym si¢
tozysku [315], komorkach srodbtonka z zyty pepkowej [316], naczyniach krwionosnych:
zto§liwych guzéow [317, 318] iprzerzutow [319]. Nalezy oczywiscie zaznaczyé, ze
w przypadku kosci i monocytow opisywane sg inne izoformy FSHR, niz te dziatajace
w komorkach jajnika, a ich aktywacja nie powoduje wzrostu ilosci cAMP w komorkach,
a wzrost transkrypcji biatek sygnatowych RANKL (ligand aktywatora receptora jadro-
wego czynnika k B, ang. receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand) [313]. Po-
dobnie w przypadku komorek srédbtonka z zyty pepkowe;j, aktywacja FSHR nie wywo-
huje wzrostu CAMP, a autorzy sugerujg tu stymuluj¢ szlaku sygnatowego PI3K/AKT
[316]. W naczyniaku dzieciecym odnotowano ekspresj¢ FSHR oraz zauwazono zwigzek
pomi¢dzy wzrostem tego nowotworu, a wydzielaniem FSH u pacjenta [320]. Ekspresje
FSHR wykryto w naczyniach krwiono$nych guzéw prostaty, piersi, okreznicy, trzustki,
pecherza moczowego, nerek, pluc, watroby, zotadka, jader i jajnikow [318], a takze
w migsaku tkanek migkkich [321]. W komorkach linii raka gruczotu krokowego nieza-
leznego od androgenow (PC-3), rowniez odnotowano ekspresj¢ FSHR. Autorzy wskazuja
na role FSH w stymulowaniu wzrostu. Ekspresja ta, byta rowniez wczesniej odnotowy-
wana w komorkach niektorych normalnych ludzkich tkanek prostaty i tagodnym rozro-
$cie gruczotu krokowego (BPH, ang. benign prostatic hyperplasia), a bardziej intensyw-
nie w wigkszosci tkanek raka prostaty (PCa, ang. prostate cancer) [322]. Wzrost ekspresji

FSHR zostat rowniez odnotowany W naczyniach krwiono$nych zmian endometrialnych,
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przy poréwnaniu Z naczyniami krwiono$nymi zdrowego endometrium [323]. Odnoto-
wano réwniez, ze polimorfizmy w genie kodujacym FSHR moga mie¢ wpltyw na stopien
zawansowania tej choroby [324]. FSHR-3 przyczynia si¢ do naplywu jonow wapnia do
komorki i aktywuje szlak MAPK w komorkach warstwy ziarnistej jajnika [325]. Linie
komorkowe raka z komorek nabtonka jajnika wyrazaja FSHR-3, ale nie FSHR-1. FSH
wywoltuje aktywacje MAPK i proliferacje komorek [326]. W zwigzku z powyzszym

FSHR-3 moze przyczyniac si¢ do aktywnos$ci mitotycznej i proliferacji komorek.

3. Przestanki do podjecia pracy

Za udziatem jadrowych receptoréw hormonalnych w zmianie biologii komorek
glejaka przemawia fakt, 1z wystepowanie tych nowotworow rozni si¢ istotnie u kobiet
i mezczyzn [20, 27, 28]. Znacznie czgsciej choruja mezczyzni, a kobiety w wieku
przedmenopauzalnym charakteryzuja si¢ wyzsza przezywalnoscia, w stosunku do ko-
biet w wieku pomenopauzalnym, czy mezczyzn [327-330]. Glejak jest nowotworem,
ktorego charakterystyczny sposdb wzrostu, moze wywieraé wptyw na tworzenie si¢
W jednym guzie roznych linii komoérkowych. Tworzy on bowiem podczas naciekania
zdrowych tkanek swego rodzaju dtugie wypustki [331]. Ograniczony dostep do sktad-
nikow odzywczych i tlenu, w niektorych czes$ciach guza, wptywa na powstanie w gu-
zie obszaréw martwicy [332]. W wyniku czego, w samym guzie powstajg roznigce si¢
od siebie struktury. Dotychczas prowadzone badania nad receptorami hormonalnymi
w glejaku dotyczyty linii komérkowych, tkanek pochodzacych od pacjentow lub zwie-
rzat laboratoryjnych. Badania na tkankach traktujg guz nowotworowy jako catos¢, na-
tomiast hodowle komorkowe nie oddajg roznorodnosci i przestrzennej zmiennosci li-
nii komoérkowych w guzie. W zwigzku z tym potrzebne sg badania, ktére pozwola
okresli¢ roznice pomiedzy ekspresja jadrowych receptorow hormondéw piciowych

W poszczegdlnych obszarach guza.
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CEL PRACY
Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie ekspresji receptorow zaleznych
od hormonoéw piciowych W poszczegdlnych strukturach guza GBM, a takze sprawdze-
nie wptywu warunkow panujacych w guzie na ekspresje receptorow zaleznych od hor-

monow plciowych in vitro.

Cele szczegélowe

1. Sprawdzenie ekspresji genow 1 biatek oraz lokalizacji komorkowe;j biatek receptorow
zaleznych od hormonéw piciowych (AR, PGR, ERa, ERB, PRLR, FSHR) w poszcze-
gblnych strukturach guza (rdzen, kora, obrzeze guza).

2. Sprawdzenie r6zni¢ w ekspresji genow i biatek receptorow zaleznych od hormonow
ptciowych (AR, PGR, ERa, ERB, PRLR, FSHR) w poszczegdlnych strukturach guza
(rdzen, kora, obrzeze guza) u kobiet 1 mezczyzn.

3. Sprawdzenie ekspresji genow i bialek oraz lokalizacji komorkowej biatek receptorow
zaleznych od hormonéw piciowych (AR, PGR, ERaq, ERB, PRLR, FSHR) w réznych
warunkach wystepujacych w guzie (warunki nekrozy, hipoksji, niedoboru sktadnikow
odzywczych) w modelu in vitro z wykorzystaniem hodowli komorek glioblastoma

astrocytoma (U87).

42



CZESC DOSWIADCZALNA

1. Model badawczy i material badany

1.1 Model badawczy

W badaniu zastosowano dwa modele badawcze. Pierwszy wykorzystywat materiat
pochodzacy z réznych struktur guza GBM od pacjentéw. Miat on za zadanie wykazaé
réznice W ekspresji receptorow ptciowych pomigdzy réznymi strukturami guza zaré6wno
na poziomie genu jak i biatka. Drugi model badawczy, model in vitro, zostat stworzony
W celu sprawdzenia czy analizowane czynniki wplywaja na ekspresje badanych recepto-
row. Sztucznie wywolano w nim warunki imitujace czynniki, ktére moga wptywac¢ na
ekspresje badanych receptorow 1 sg czynnikami wystepujacymi przy wzroscie guza. Za-
tozono, ze zastosowanie tych dwoch modeli badawczych umozliwi wnioskowanie,
0 przyczynie zmiany ekspresji danych receptorow ptciowych w poszczegdlnych struktu-
rach GBM.

1.2 Materiat pochodzgcy od pacjentow

Materiat biologiczny pochodzacy od pacjentow pozyskano od osoéb ze zdiagnozowa-
nym guzem mozgu, potwierdzonym przez badanie neuroobrazowe (rezonans magne-
tyczny lub tomografi¢ komputerowg) oraz wynikiem badania histopatologicznego wska-
zujacym GBM. Projekt uzyskat wszystkie niezbedne zgody wymagane prawem krajo-
wym i migdzynarodowym dla tego typu badan (Zatgcznik numer 1). Do projektu wigczo-
nych zostato 28 pacjentow w tym 16 mezczyzn i 12 kobiet. Pacjenci byli w wieku od 36
do 81 lat. Wszyscy pacjenci przed operacjg otrzymali ,,Informacj¢ dla pacjenta” na temat
prowadzonego projektu, formularz pisemnej zgody, a nastepnie ankiete dotyczaca stanu
zdrowia pacjenta (Zatacznik numer 2). Dodatkowo, kazdy pacjent zostatl pouczony o do-
browolnosci udziatu w projekcie i jego nieodptatnosci. Pacjenci byli kwalifikowani do
operacji wedtug procedur obowigzujacych w klinice (kwalifikacja chirurgiczna i aneste-
zjologiczna) bez wzgledu na udziat w projekcie. Pacjenci poddani zostali standardowej
procedurze anestezjologicznej obejmujacej znieczulenie ogodlne z zastosowaniem intuba-
cji dotchawicznej.

Materiat zostat pozyskany przy przeprowadzaniu resekcji chirurgicznej guza zaleca-
nej dla pacjentdw na podstawie standardow leczenia dla postawionej diagnozy GBM.
Podczas operacji kraniektomii, resekcja guza wykonana zostala w sposob klasyczny
obejmujacy: zdjecie kosci 1 opon mézgowych, nastgpnie uwidocznienie i resekcje¢ guza,
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w dalszej kolejnosci zaszycie opon mozgowych, a nastgpnie zaszycie tkanek podskor-
nych i skory. Material pobrany do badan naukowych stanowily proby pobrane z trzech
obszaréw guza: niewzrastajacego rdzenia guza obejmujacego gtownie obszary martwicy,
kory guza, czyli strefy guza rosnacego i obrzeza guza. Wyszczeg6lnione obszary guza
stosowane sg zarowno w praktyce klinicznej, jaki i w badaniach naukowych. Pewno$¢
wiasciwe] identyfikacji poszczegdlnych czesci guza, zapewnilo zastosowanie metody
neuronawigacji podczas operacji. Neuronawigacja polegata na wykonaniu, jeszcze przed
operacjg, mapowania chorego mozgowia poprzez wykonanie serii cienkich warstw axial-
nych 1.5 mm, przy uzyciu rezonansu magnetycznego (1.5 i 3 Tesli). Uzyskane wyniki
wprowadzono do urzadzenia neuronawigacyjnego, by podczas operacji mozliwe byto
okreslenie pozycji znakowanych narze¢dzi chirurgicznych w odniesieniu do tkanki nowo-
tworowej. Doktadno$¢ tej techniki, oceniana jako 1-2 mm, pozwolita wykona¢ w sposob
bezpieczny i wiarygodny resekcj¢ guza. Charakterystyke grupy badanej przedstawiono
W tabeli ponizej (Tabela 1).

Tabela 1. Charakterystyka grupy badanej.

Kobiety Mezczyzni Brak danych
Ple¢
10 14 -
] Fizyczna Umystowa Brak danych
Rodzaj pracy
13 7 4
Palenie Tak Nie Brak danych
tytoniu 17 4 3
Miasto Miasto Miasto
Miejsce za- | Wie$ Brak danych
mieszkania <10 tysigcy | 10-100 tysiecy | >100 tysigcy
3 4 4 9 4
Srednia Minimum Maksimum Odch. std
Wiek 61.78 41 81 11.65
Wozrost 171.87 147 196 11.50
BMI 28.99 21.48 38.87 4.66

1.3 Hodowla komorkowa
Materiat biologiczny do modelu in vitro pozyskano z hodowli komérkowych, ludz-

kich komoérek nowotworowych mozgu (glioblastoma astrocytoma, linia U87), poddanych
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okreslonym warunkom hodowli w celu sprawdzenia wptywu wybranych czynnikow na
biologi¢ tej linii glejaka. Lini¢ komorkowsg zakupiono z European Collection of Authen-
ticated Cell Cultures (ECACC, Porton Down, Salisbury, Wielka Brytania). Komorki ho-
dowano w pozywce standardowej, ktorej sktad przedstawiono w tabeli ponizej (Tabela
2). Hodowla prowadzona byta w temperaturze 37°C, 95% wilgotnosci powietrza i 5%
stezeniu CO».

Tabela 2. Sktad pozywek hodowlanych stosowanych w doswiadczeniu.

Pozywki testowe
Pozywka Warunki niedoboru
standardowa Warunki nekrozy | Warunki hipoksji sktadnikoéw odzyw-
czych

EMEM (Sigma-Aldrich, Poznan, Polska)

10% FBS (cieleca surowica ptodowa, ang. fetal bovine serum)

(Gibco Limited Brigg, Wielka Brytania)

100 U/ml penicylina and 100 pg/ml streptomycyna
(Gibco Limited, Brigg, Wielka Brytania)

1% non-essential amino acid (Sigma-Aldrich, Poznan, Polska)

0,2 mM L-glutamina

2 mM I-glutamina (Sigma-Aldrich, Poznan, Polska) (Sigma-Aldrich,
Poznan, Polska)
1 mM pirogronianu sodu (Sigma-Aldrich) Bez pirogronianu sodu
200 uM 100 uM

nadtlenku wodoru | chlorku kobaltu
(Sigma-Aldrich, (Sigma-Aldrich,

Poznan, Polska) Poznan, Polska)

W celu sprawdzenia jak badane warunki wptywaja na ekspresje analizowanych re-
ceptorow w tej linii, wykonano doswiadczenie polegajace na sztucznym zaindukowaniu
warunkéw w hodowli glejaka. Komorki linii U887 wysiano na plytke 6-dotkowa (Nest,
Scientific Biotechnology, Wuxi, Jiangsu, China) gesto$cig 20 tysiecy/cm?, a nastepnie
hodowano przez 72 h w standardowej pozywce, uzyskujac odpowiednig konfluencje

w kazdym dotku hodowlanym (70-80%). Nastepnie podano komdrkom pozywki testowe.
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W tym celu najpierw odciggnigto stare pozywki hodowlane i delikatnie, trzykrotnie prze-
myto komorki cieptym (37°C) roztworem PBS (s6l fizjologiczna buforowana fosfora-
nami ang. phosphate buffered saline, SigmaAldrich, Poznan, Polska). W kolejnym etapie,
do prob badanych podano wczesniej przygotowane media testowe, a do proby kontrolne;j
standardowa pozywke i hodowano przez 24 h. Sktad pozywek testowych podano w tabeli
powyzej (Tabela 2).

Kolejne etapy réznity si¢ w zaleznosci od przeznaczenia prowadzonej hodowli.
Material wykorzystany do badan ekspresji gendow 1 biatek (metody Real time PCR
I ELISA (test immunoenzymatyczny (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)) pozy-
skany zostal poprzez odklejenie komoérek od podtoza z zastosowaniem trypsyny (0,25%
roztwor trypsyna-EDTA (wersenian disodowy, ang. ethylenediaminetetraacetic acid),
Sigma-Aldrich, Poznan, Polska). Nastepnie komorki odwirowano (25 °C, 300 G, 5 min),
Supernatant odrzucono, komorki przeptukano cieptym roztworem PBS i ponownie odwi-
rowano (25 °C, 300 G, 5 min). Uzyskane w ten sposob pelety komodrkowe zostaty zamro-
zone w -80 °C i wykorzystane do dalszych analiz. Hodowle w celu przeprowadzenia ana-
liz z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej, prowadzono na ptytkach 6-dotkowych,
w ktorych wezesniej umieszczono szkietka pokryte polilizyng (Poly-L-lysine solution,
0.01%, sterile-filtered, BioReagen, SigmaAldric, Poznan, Polska). Po inkubacji z me-
diami testowymi, komorki przemyto cieptym roztworem PBS, a nastepnie zalano 4% bu-
forowanym roztworem formaldehydu o pH 6.9 (SigmaAldrich, Poznan, Polska) i inku-
bowano w temperaturze pokojowej przez 10 min, w celu utrwalenia preparatow. Dalej
kolejno odciggni¢to formaling i trzykrotnie przemyto komorki cieptym roztworem PBS.

Tak uzyskane preparaty wysuszono pod komorg laminarng i zabezpieczono do analiz.

2. Metody badawcze
2.1 Analiza ekspresji genow receptorow zaleznych od hormonow ptciowych w poszcze-
golnych strukturach glejaka wielopostaciowego i komorkach linii U87 poddanych
dziataniu badanych czynnikow metodq ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy
W czasie rzeczywistym
W celu oznaczenia relatywnej ekspresji gendw kodujacych (AR, PGR, ESR1, ESR2,
PRLR, FSHR) badane receptory przeprowadzono analize ilo§ciowej reakcji tancuchowej
polimerazy w czasie rzeczywistym (QRT-PCR). W tym celu wyizolowano mRNA z ba-

danego materiatu z zastosowaniem zestawoéw RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen,
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Hilden, Niemcy) dla 50-100 mg probek tkanek i zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hil-
den, Niemcy) dla 2x10"® komorek linii komérkowej U87. Procedura zostata wykonana
zgodnie z instrukcja producenta, a czysto$¢ i stezenie wyizolowanego mRNA zostata
okreslna przy pomocy spektrofotometru Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scienti-
fic™, Waltham, MA, USA). W dalszym etapie wykonano odwrotng transkrypcj¢ w celu
przepisania materiatu genetycznego z mRNA na cDNA. W tym celu zastosowano zestaw
FirstStrand i starterow oligo-dT (Fermentas, Burlington, Ontario, Canada). W celu
sprawdzenia ekspresji badanych genow wykorzystano zestaw odczynnikow Power
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornia, USA). Ana-
liz¢ przeprowadzono na aparacie ABI 7500.
Zastosowane sekwencje primerow podano ponizej:
AR: CCAGGGACCATGTTTTGCC |CGAAGACGACAAGATGGACAA
PGR: ACCCGCCCTATCTCAACTACC |AGGACACCATAATGACAGCCT
PRLR: TCTCCACCTACCCTGATTGAC|CGAACCTGGACAAGGTATTT
ERa: CCCACTCAACAGCGTGTCTC |CGTCGATTATCTGAATTTGGCCT
ERp: AGATTCCCGGCTTTGTGGAG |GAGCAAAGATGAGCTTGCCG
FSHR: TCTGTCACTGCTCTAACAGGG [TGCACCTTTTTGGATGACTCG

Profil termiczny reakcji zastosowany w analizie: 95 °C (15 sekund), 40 cykli
w 95 °C (15 sekund) i 60 °C (60 sekund). Pomiar powtoérzono dwukrotnie (powtdrzenia
techniczne) dla kazdej analizowanej probki. Do dalszej analizy wykorzystano $rednie
wartosci Ct. Poziom ekspresji genu w probce zostat znormalizowany do pozioméw en-
dogennej kontroli genu GAPDH. Gen referencyjny zostal wybrany na podstawie danych
literaturowych [335-337].

Analize przeprowadzono na materiale pochodzgcym od pacjentow w trzech struktu-
rach guza i na materiale z linii komorkowej hodowanej w czterech rodzajach warunkow

hodowlanych.

2.2 Analiza ekspresji biatek receptorow zaleznych od hormonow piciowych w poszcze-
golnych strukturach glejaka wielopostaciowego i komorkach linii U87 poddanych
dziataniu badanych czynnikow przy uzyciu testow immunoenzymatycznych
W celu przeprowadzenia analiz biatkowych badany materiat poddano homogeniza-

cji, ktorej przebieg byl r6zny w zaleznosci od przetwarzanego materialu. Procedura dla

tkanek pochodzacych od pacjentdow polegata na nozowej homogenizacji okoto 1 ¢cm?®
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tkanki w 1 ml zimnego PBS (0.01M, pH=7.4) (Sigma-Aldrich, Poznan, Polska) zawiera-
jacego inhibitory proteinaz (PhosSTOP i cOmplete, Mini Protease Inhibitor Cocktail,
Sigma-Aldrich, Poznan, Polska). Caty proces prowadzony byt temperaturze okoto 4 °C.
Uzyskany w ten sposob material poddano procesowi sonifikacji. W przypadku materiatu
pochodzacego z hodowli linii komérkowej U87, homogenizacji nozowej poddano pelety
zawierajace 2x10"® komorek zawieszonych w 0,5 ml komercyjnego buforu RIPA
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) zawierajacego inhibitory proteinaz
(PhosSTOP i cOmplete, Mini Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich, Poznan, Pol-
ska) zgodnie z zaleceniami producenta. Nastgpnie przetworzony w ten sposobow mate-
rial, poddano procesowi zamrazania i rozmrazania. W kolejnym etapie prébki pocho-
dzace od pacjentow ite uzyskane z hodowli poddano wirowaniu (5 minut, 5000xg),
w celu uzyskania supernatantu. W dalszym etapie wykonano oznaczenie st¢zenia biatka
catkowitego w supernatancie przy uzyciu MicroBCAPierce™ (Thermo Fisher Scientific
Waltham, MA, USA). Na podstawie oznaczonych wartos$ci dokonano rozcienczenia po-
zyskanego supernatantu, w celu otrzymania mieszaniny o st¢zeniu koncowym nie wigk-
szym niz 0,3 mg/ml. Po rozcienczeniu ponownie dokonano oznaczenia st¢zenia biatka
catkowitego w rozcienczonym materiale. Oznaczenia ste¢zen poszczegdlnych receptorow
dokonano z uzyciem komercyjnych zestawow testow ELISA (FineTest, Wuhan, Chiny):
-Human AR ELISA Kit 9 (EH0033),
-Human PGR ELISA Kit (EH1449),
-Human PRLR ELISA Kit (EH15147),
-Human ERa ELISA Kit (EH0033),
-Human ERp ELISA Kit (EH3015),
-Human FSHR ELISA Kit (EH3088).

Wyniki odczytano przy uzyciu czytnika do ptytek (BiochromAsys UVM 340). Uzy-
skane wartos$ci przeliczono na ilo$¢ biatka catkowitego. Analize przeprowadzono na ma-
teriale pochodzacym od pacjentow w trzech strukturach guza i na materiale z linii komor-

kowej hodowanej w czterech rodzajach warunkow hodowlanych.

2.3 Analiza ekspresji biatek receptorow zaleznych od hormonow piciowych w poszcze-
golnych strukturach glejaka wielopostaciowego metodq immunohistochemii
Fragmenty guzow po pobraniu byly przetrzymywane w 4% roztworze formalde-

hydu, w celu ich utrwalenia przez 24 godziny. Nastepnie tkanki guza zostaty poddane
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odwodnieniu w szeregu odwadniajacym sktadajacym si¢ z: absolutnego etanolu, absolut-
nego etanolu z ksylenem zmieszanych w stosunku 1:1 i ksylenu. Po odwodnieniu mate-
riat zatopiono W bloczkach parafinowych. Materiat zabezpieczony w postaci bloczkow
parafinowych zostat uzyskany z Katedry i Kliniki Neurologii Pomorskiego Uniwersytetu
Medycznego w Szczecinie oraz Katedry i Zaktadu Patomorfologii Pomorskiego Uniwer-
sytetu Medycznego w Szczecinie.

W celu przeprowadzenia dalszych badan bloczki zostaty pocigte przy uzyciu mikro-
tonu (340E Electronic Rotary Microtome, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA), a skrawki w ten sposob uzyskane zostalty umieszone na szkietkach podstawowych
pokrytych polilizyng (Sigma-Aldrich, Poznan, Polska). Nast¢pnie preparaty zostaty od-
parafinowane w ksylenie i uwodnione w szeregu malejgcych stezen etanolu. W dalszej
kolejnosci poddane zostaly dwukrotnemu gotowaniu w 10 mM buforze cytrynianowym
0 pH 9,0 (Dako Inc., Canpinteria, CA, USA) przez 4 i 3 minuty w kuchence mikrofalowej
(700 W). Po gotowaniu preparaty ochtodzono i przemyto PBS (Sigma-Aldrich, Poznan,
Polska). Endogenng peroksydaze zablokowano przy uzyciu odczynnika do blokowania
peroksydazy z zestawu Dako LSAB + System-HRP (Dako Inc., Canpinteria, CA, USA)
w temperaturze pokojowej przez 10 min. W dalszym etapie skrawki inkubowano przez
calg noc z przeciwciatami: PGR Antibody (sc-810, Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
TX, USA), ERa Antibody (sc-8005, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), ER
Antibody (sc-390243, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), AR Antibody (sc-
7305, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), PRL-R Antibody (sc-377098, Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), FSH-R Antibody (ab150557-50, Abcam, Cam-
bridge, UK) w celu ich uwidocznienia w preparacie. St¢zenie dla przeciwcial przeciwko:
PR, ERa, ERB, AR, PRL-R wynosito 4 pg/ml, natomiast przeciwciata przeciwko FSHR
10 pg/ml i zostaly dobrane zgodnie z zaleceniami producenta. Nast¢pnie preparaty po-
dano barwieniu systemem awidyna-biotyna-peroksydaza chrzanowa z diaminobenzy-
dyng jako chromogenem przy zastosowaniu zestawu Dako LSAB + System-HRP (Dako
Inc., Dako Inc., Canpinteria, CA, USA). Preparaty podbarwiono rowniez hemotoksyling
(Chempur, Pickary Slaskie Polska) w celu uwidocznienia cytoplazmy i jader komérko-
wych. Zdjecia preparatow wykonano przy zastosowaniu mikroskopu $wietlnego (Leica

DM5000 B, Wetzlar, Niemcy) zintegrowanego z kamera.
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Analizy przeprowadzono dla receptorow: AR (NR3C4), PGR (NR3C3), ERa
(NR3A1), ERB (NR3A2), PRLR, FSHR w przyktadowych preparatach wykonanych ze

skrawkéw guza pochodzacego od pacjenta zakwalifikowanego do badania.

2.4 Wizualizacja receptorow plciowych w komorkach linii U87 wykonana za pomocq

mikroskopii konfokalnej

Utrwalone preparaty z hodowli komérkowej przeptukano roztworem PBS (Sigma-
Aldrich, Poznan, Polska) i permeabilizowano komorki przez 20 minut w 0,5% roztworze
TRITON X100 (Sigma-Aldrich, Poznan, Polska). Nastepnie przy uzyciu PBS odptukano
detergent i inkubowano szkietka z surowica blokujaca (2,5% surowica konska w PBS
(Thermo-Fischer, Waltham, MA, USA) przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Na-
stgpnie preparaty inkubowano z przeciwciatami I-rzedowymi: PGR Antibody (sc-810,
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), ERa Antibody (sc-8005, Santa Cruz Bio-
technology, Dallas, TX, USA), ERp Antibody (sc-390243, Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, USA), AR Antibody (sc-7305, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA),
PRL-R Antibody (sc-377098, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), FSH-R An-
tibody (ab150557-50, Abcam, Cambridge, UK) w odpowiednim rozcienczeniu przez go-
dzing w temperaturze pokojowej, w komorze wilgotnej. W dalszym etapie przeciwciato
I-rzedowe zostato wyptukane przy uzyciu roztworu PBS. Nastgpnie inkubowano komorki
z przeciwciatem II-rzgdowym potgczonym z fluorochromem (FITC, MerckMillipore,
Poznan, Polska), przez 1 godzing w temperaturze pokojowej, w komorze wilgotnej,
w ciemnosci, w celu uwidocznienia ich w komorkach. Ponownie optukano szkietka
w PBS i inkubowano z DAPI (MerckMillipore, Poznan, Polska) przez 20 minut w tem-
peraturze pokojowej w celu wizualizacji jader komoérkowych. Tak przygotowane prepa-
raty, po ostatecznym ptukaniu w PBS, zamknig¢to w medium do fluorescencji (Dako, Glo-
strup, Hovedstaden, Denmark) w celu wydtuzenia ich trwatosci. Preparaty poddano oce-
nie mikroskopowej w systemie mikroskopii konfokalnej FVV1000 (Olympus, Hamburg,
Germany) potaczonej z mikroskopem odwroconym IX81 (Olympus, Hamburg, Ger-
many). Obrazy zarejestrowano wielokanatowo: laser 488nm dla FITC oraz dioda lase-
rowa 405nm dla DAPI.

Analizy przeprowadzono dla receptorow: AR (NR3C4), PGR (NR3C3), ERa
(NR3AL), Erf (NR3A2), PRLR, FSHR w 4 warunkach badanych.
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2.5 Analiza statystyczna

Analize statystyczng wykonano przy uzyciu Statistica 13 software. Analizie staty-
stycznej poddano wyniki relatywnej ekspresji gendw kodujacych badane receptory, uzy-
skane z analizy ilo$ciowej reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (qRT-
PCR) oraz ilo$¢ biatka badanych receptorow, przeliczone na mg biatka calkowitego
W prébce oznaczone przy uzyciu testow ELISA. W pracy wykorzystano dwa modele ba-
dawcze, ktore analizowano oddzielnie.

Model komorkowy: w pierwszej kolejnosci wykonano test Shapiro—Wilka, ktorego
wyniki wskazywaty na rozktady normalne we wszystkich analizowanych grupach, za-
réwno dla ekspresji genu jak i biatka. W dalszej kolejnosci wykonano T test, w celu po-
réwnania badanych warunkow z wynikami pozyskanym z kontroli.

Model na tkankach pacjentow: zastosowano Shapiro—Wilk test. Wyniki wykazaty,
W przewarzajacej czesci rozklady niezgodne z rozkladem normalnym, w zwiazku z po-
wyzszym zastosowano test U Manna-Whitneya do porownania tozsamych struktur po-
miedzy plciami oraz test rangowanych znakow Wilcoxona, do porownania pomig¢dzy
strukturami w obrgbie pfici i bez jej uwzglednienia. Wartosci p<0,05 uznano za istotne

statystycznie.
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WYNIKI
1. Receptor androgenowy

1.1 Ekspresja receptora androgenowego w modelu in vitro, w warunkach niedoboru
sktadnikow odzywczych, hipoksji i nekrozy

Ekspresja mMRNA AR w komorkach hodowanych w warunkach niedoboru sktadni-
kéw odzywezych byla istotnie statystycznie wyzsza (p<0,005) niz ekspresja mMRNA AR
w komorkach hodowanych w warunkach kontrolnych, 0 srednio 150% (Rycina 3A).
W warunkach niedotlenienia ekspresja mMRNA AR byla istotnie statystycznie nizsza
(p<0,0000005) i stanowita okoto 34% ekspresji 0znaczonej w warunkach kontrolnych
(Rycina 3A). Nie zaobserwowano natomiast istotnej statystycznie zmiany ekspresji
MRNA AR w komérkach hodowanych w warunkach nekrozy (Rycina 3A).

Nie zaobserwowano rowniez istotnych statystycznie zmian w ekspresji biatka AR po-
miedzy warunkami badanymi (Rycina 3B). Srednia ekspresja biatka AR dla wszystkich
warunkow badanych wynosita 0,62 ng/mg biatka catkowitego. Wyniki potwierdzono me-
toda mikroskopii konfokalnej, rowniez nie wykazujac réznic w ekspresji biatka AR (Ry-
cina 4). Swiecenie obserwowane bylo W catej objetosci komérki z jego nasileniem w oko-

licach jadra komdrkowego.
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Rycina 3. Ekspresja mRNA genu AR (A) i biatka AR (B) w komorkach linii U87 ho-
dowanej w réznych warunkach: kontrolnych (K), niedoboru sktadnikéw odzywczych
(G), hipoksji (H) i nekrozy (N). Dane przedstawione sg z zastosowaniem wykresu typu

box plot. Analizg¢ statystyczna przeprowadzono za pomocg testu T, *p<0,0000005,
**p<0,005.
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Rycina 4. Reprezentatywne zdjecia wykonane z zastosowaniem systemu mikroskopii
konfokalnej FV1000 (Olympus, Germany) pokazujace ekspresje¢ bialkka AR w komor-
kach linii U87 hodowanej w poszczegolnych warunkach: kontrolnych (K), niedoboru
skladnikow odzywczych (G), hipoksji (H) i nekrozy (N). Mikrofotografie wykonano
przy powiekszeniu x20 (K, G, N) x40 (H) i skali 20um (K, G, N) oraz 30um (H).
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1.2 Ekspresja receptora androgenowego W niewzrastajgcym rdzeniu, korze i obrzezu
glejaka wielopostaciowego

Ekspresja mMRNA AR nie réznita si¢ pomiedzy badanymi strukturami guza GBM
(Rycina 5A), jak i pomiedzy ptciami w obrebie jednej struktury (Rycina 5B). Sredni po-
ziom ekspresji MRNA AR wynosit 0,01417 [AR/GAPDH].

Ekspresja biatka AR réznita sig istotnie statystycznie pomiedzy rdzeniem guza,
a korg guza przed uwzglednieniem pici (p<0,05) z wyzsza ekspresjg biatka AR w korze
o $rednio 109% (Rycina 5C). Przed uwzgle¢dnieniem pfci, ekspresja biatka AR w obrzezu
guza rowniez byla wyzsza niz w rdzeniu guza, $rednio o 113%. Roznica byla istotna sta-
tystycznie (p<0,01) (Rycina 5C). Po uwzglednieniu pici ekspresja biatka AR u kobiet
byla istotnie statystycznie wyzsza w obrzezu niz w rdzeniu guza, o $rednio 120%
(p<0,05) (Rycina 5D).
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Rycina 5. Ekspresja mRNA genu AR (A, B) i bialka AR (C, D) w poszczegolnych
strukturach GBM (kora guza (K), niewzrastajacy rdzen guza (R), obrzeze guza (0))
pozyskanych od pacjentéw, pokazana lacznie (A, C) i z uwzglednianiem pkci (B, D).
Dane przedstawione sg z zastosowaniem wykresu typu box plot. Analize statystyczng

przeprowadzono za pomocg testu rangowanych znakéw Wilcoxona, *p<0,01, **p<0,05.
54



Wyniki badan immunohistochemicznych potwierdzity rezultaty badan ekspresji
biatka metodg ELISA. Rycina 6. przedstawia lokalizacje i ekspresj¢ biatka AR w po-
szczegolnych rejonach guza. Ekspresje receptora zlokalizowano zarowno w jadrze ko-
morkowym jak i w cytoplazmie komorek (Rycina 6, strzatki niebieskie i zielone). Naj-
wyzsza ekspresje receptora zaobserwowano w aktywnie dzielgcej si¢ czesci guza, czyli
w korze guza (Rycina 6B). W obrzezu guza ekspresja receptora byla nizsza i byta zloka-

lizowana glownie w jadrach (Rycina 6C).

Rycina 6. Reprezentatywne mikrofotografie pokazujace ekspresje bialka AR w nie-
wzrastajacym rdzeniu guza (A, biala przerywana linia zaznaczono obszar mar-
twicy), korze guza (B) i obrzezu guza (C) zdiagnozowanego jako GBM. Pozytywny
wynik reakcji IHC — brazowy odczyn zaznaczony strzatkami: niebieskimi — jadrowa do-
datnig reakcj¢ barwna, zielonymi — cytoplazmatyczng dodatnig reakcje barwng. Mikrofo-

tografie wykonano przy powigkszeniu x40 1 skali 100 pm.
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2. Receptory estrogenowe: receptor estrogenowy a i receptor estrogenowy f
2.1 Ekspresja receptora estrogenowego a w modelu in vitro, w warunkach niedoboru
sktadnikow odzywczych, hipoksji i nekrozy

W komorkach hodowanych w warunkach hipoksji zauwazono $rednio 300%, istotny
statystycznie wzrost (p<0,005) ekspresji MRNA ERa w stosunku do komorek hodowanych
w warunkach kontrolnych (Rycina 7A). W pozostatych warunkach nie odnotowano zna-
czacych roznic.

Biatko ERa byto wyrazane na podobnym poziomie we wszystkich badanych warun-
kach hodowlanych i nie odnotowano istotnych statystycznie zmian (Rycina 7B). Srednia
ekspresja biatka ERa dla wszystkich warunkow badanych wynosita 5,07 ng/mg bialtka cat-
kowitego. Analiza zdje¢ hodowli komdorkowych wykonanych w systemie mikroskopii kon-
fokalnej pozwolila wyciagnaé podobne wnioski. Swiecenie w przypadku ERa, rowniez ob-
serwowane byto w catej objetosci komorki z nasileniem w okolicach jadra komorkowego
(Rycina 8).
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Rycina 7. Ekspresja mRNA genu ERa (A) i bialka ERa (B) w komérkach linii U87
hodowanej w réznych warunkach: kontrolnych (K), niedoboru skladnikéw odzyw-
czych (G), hipoksji (H) i nekrozy (N). Dane przedstawione sg z zastosowaniem wykresu

typu box plot. Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca testu T, *p<0,005.
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Rycina 8. Reprezentatywne zdjecia wykonane z zastosowaniem systemu mikroskopii
konfokalnej FV1000 (Olympus, Germany) pokazujace ekspresje¢ biatlka ERa w ko-
morkach linii U87 hodowanej w poszczegélnych warunkach: kontrolnych (K), niedo-
boru skladnikéw odzywczych (G), hipoksji (H), nekrozy (N). Mikrofotografie wyko-
nano przy powigkszeniu x20 (K, G, N) x40 (H) i skali 30pm.
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2.2 Ekspresja receptora estrogenowego a w niewzrastajgcym rdzeniu, korze i obrzezu
glejaka wielopostaciowego
Ekspresja mRNA ERa (Rycina 9A i 9B) i biatka ERa (Rycina 9C i 9D) nie r6znita
si¢ pomigdzy strukturami wsrdd kobiet i mezczyzn, jak i pomiedzy ptciami w obrebie
jednej struktury. Sredni poziom ekspresji mRNA ERa wynosit 0,00025 [ERa. /GAPDH],
natomiast biatka ERa 0,45 ng/mg biatka catkowitego.
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Rycina 9. Ekspresja mMRNA genu ERa (A, B) i bialka ERa (C, D) w poszczegélnych
strukturach GBM (kora guza (K), niewzrastajacy rdzen guza (R), obrzeze guza (0O))
pozyskanych od pacjentéw, pokazana lacznie (A, C) i z uwzglednianiem pkci (B, D).

Dane przedstawione sg z zastosowaniem wykresu typu box plot.
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W badaniu immunohistochemicznym, nie odnotowano ekspresji biatka receptora

ERa w rdzeniu, korze i obrzezu guza (Rycina 10).

Rycina 10. Reprezentatywne mikrofotografie pokazujace ekspresje bialka ERa
W niewzrastajacym rdzeniu guza (A, biala przerywana linia oddzielono obszar mar-
twicy (prawa strona) i obszar kory guza (lewa strona)), korze guza (B) i obrzezu
guza (C) zdiagnozowanego jako GBM. Mikrofotografie wykonano przy powigkszeniu
x40 i skali 100 pm.
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2.3 Ekspresja receptora estrogenowego S w modelu in vitro, w warunkach niedoboru
sktadnikow odzywczych, hipoksji i nekrozy

Odnotowano istotny statystycznie spadek ekspresji mMRNA ERp zarowno w warun-
kach hipoksji (p<0,05), jak i w warunkach niedoboru sktadnikéw odzywczych (p<0,05)
(Rycina 11A). W obu przypadkach ekspresja mRNA ERp stanowita srednio okoto 50%
ekspresji kontroli. Nie zauwazono zmian w ekspresji mMRNA tego receptora w warunkach
nekrozy.

Nie zaobserwowano rowniez zmian w ekspresji biatka ERB pomiedzy poszczeg6l-
nymi warunkami badanymi (Rycina 11B). Srednia ekspresja biatka ERP dla wszystkich
warunkoéw badanych wynosita 3,82 ng/mg biatka catkowitego. Mikroskopia konfokalna
potwierdzita wyniki uzyskane metodg ELISA. Stopien §wiecenia nie roznit si¢ pomiedzy
poszczegolnymi warunkami badanymi (Rycina 12). Najwicksze natgzenie swiecenia zlo-

kalizowane byto wokot jadra komorkowego, ale wystepowato rowniez w cytoplazmie

komorek.
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Rycina 11. Ekspresja mRNA genu ERpS (A) i bialka ERP (B) w komorkach linii U87
hodowanej w réznych warunkach: kontrolnych (K), niedoboru sktadnikow odzyw-
czych (G), hipoksji (H) i nekrozy (N). Dane przedstawione sg z zastosowaniem wykresu

typu box plot. Analizg statystyczng przeprowadzono za pomoca testu T, *p<0,05.
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Rycina 12. Reprezentatywne zdjecia wykonane z zastosowaniem systemu mikrosko-
pii konfokalnej FV1000 (Olympus, Germany) pokazujace ekspresje¢ bialka ERp w ko-
moérkach linii U87 hodowanej w poszczegolnych warunkach: kontrolnych (K), niedo-
boru skladnikéw odzywczych (G), hipoksji (H), nekrozy (N). Mikrofotografie wyko-
nano przy powigkszeniu x20 (K, G, N) x40 (H) i skali 30pm.

61



2.4 Ekspresja receptora estrogenowego S w niewzrastajgcym rdzeniu, korze i obrzezu

glejaka wielopostaciowego

Istotng statystycznie rdznic¢ odnotowano réwniez w przypadku ekspresji genu kodu-
jacego ERp. Przed uwzglednieniem ptci ekspresja mMRNA ERf w korze guza byta wyzsza
o okoto 564% niz w rdzeniu guza (p<0,05) (Rycina 13A). Po uwzglednieniu pici w anali-
zie, ekspresja MRNA ERf u mgzezyzn byta wyzsza w Korze guza niz w rdzeniu guza,
$rednio 0 429% (p<0,05) (Rycina 13B).

Ekspresja biatka ERp rdznita si¢ istotnie statystycznie pomigdzy rdzeniem guza

I obrzezem guza W analizie bez uwzglednienia plci z wyzsza, o okoto 109% ekspresja od-
notowang w obrzezu guza (p<0,05) (Rycina 13C). Po uwzglednieniu pici, r6éznice t¢ odno-
towano ponownie, ale tylko u kobiet, z ekspresja wyzsza o okoto 115% (p<0,05) (Rycina
13D).
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Rycina 13. Ekspresja mRNA genu ERp (A, B) i bialka ERp (C, D) w poszczegolnych
strukturach GBM (kora guza (K), niewzrastajacy rdzen guza (R), obrzeze guza (0))
pozyskanych od pacjentéw, pokazana lacznie (A, C) i z uwzglednianiem pkci (B, D).
Dane przedstawione sg z zastosowaniem wykresu typu box plot. Analizg statystyczna

przeprowadzono za pomoca testu rangowanych znakéw Wilcoxona, *p<0,05.
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W analizie immunohistochemicznej odnotowano wyzszg ekspresje biatka receptora
ERP w korze guza niz w rdzeniu guza (Rycina 14). Ekspresja w korze widoczna byta glow-
nie w cytoplazmie komorek, cho¢ wystgpowata rowniez w jadrze komorkowym (Rycina
14B, zielone i niebieskie strzatki). W obrzezu guza ckspresja byla na nizszym poziomie
niz w korze guza, czego nie wykazaty wyniki z innych badan (Rycina 14C). Podobnie jak
w przypadku wynikow z testu ELISA, ekspresja biatka receptora ER byta nizsza w rdze-

niu guza niz w obrzezu guza (Rycina 14A i 14C).

Rycina 14. Reprezentatywne mikrofotografie pokazujace ekspresje bialka ERp
W niewzrastajacym rdzeniu guza (A, biala przerywana linia zaznaczono obszar mar-
twicy), korze guza (B) i obrzezu guza (C, biala przerywana liniag oddzielono frag-
menty stanowiace kore¢ guza) zdiagnozowanego jako GBM. Pozytywny wynik reakcji
IHC — brazowy odczyn zaznaczony strzatkami: niebieskimi — jadrowa dodatnia reakcje
barwna, zielonymi — cytoplazmatyczng dodatnig reakcje barwng. Mikrofotografie wyko-
nano przy powigkszeniu x40 1 skali 100 pm.
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3. Receptor progesteronowy

3.1 Ekspresja receptora progesteronowego w modelu in vitro, w warunkach niedoboru
sktadnikow odzywczych, hipoksji i nekrozy
Przeprowadzona analiza ekspresji MRNA PGR wykazata poziom mRNA ponizej po-
ziomu oznaczalnos$ci metody, w zwigzku z powyzszym danych nie przedstawiono.
Ekspresja biatka PGR byta podobna pomi¢dzy warunkami badanymi (Rycina 15).
Srednia ekspresja biatka PGR dla wszystkich warunkéw badanych wynosita 5 ng/mg
biatka catkowitego. Podobne obserwacje poczyniono podczas analizy wynikow z mikro-
skopii konfokalnej. Ekspresja biatka receptora PGR byla na podobnym poziomie we
wszystkich warunkach hodowlanych, wystepowata w catej objetosci komorki z nasile-

niem w kierunku jadra komoérkowego (Rycina 16).
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Rycina 15. Ekspresja bialka PGR w komorkach linii U87 hodowanej w réznych wa-
runkach: kontrolnych (K), niedoboru sktadnikow odzywczych (G), hipoksji (H), ne-

krozy (N). Dane przedstawione sg z zastosowaniem wykresu typu box plot.
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Rycina 16. Reprezentatywne zdjecia wykonane z zastosowaniem systemu mikrosko-
pii konfokalnej FV1000 (Olympus, Germany) pokazujace ekspresj¢ bialka PGR
w komorkach linii U87 hodowanej w poszczegolnych warunkach: kontrolnych (K),
niedoboru skladnikow odzywczych (G), hipoksji (H), nekrozy (N). Mikrofotografie wy-

konano przy powickszeniu x20 i skali 20pum.
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3.2 Ekspresja receptora progesteronowego W niewzrastajgcym rdzeniu, korze i obrzezu
glejaka wielopostaciowego
Ekspresja mRNA genu PGR nie roznita si¢ pomiedzy strukturami wsrod kobiet
I m¢zezyzn, jak i pomigdzy piciami w obrebie jednej struktury (Rycina 17A i 17B).
Sredni poziom ekspresji mRNA PGR wynosit 0,00031 [PGR/GAPDH].

Ekspresja biatka PGR przed uwzglednieniem pici byta istotnie statystycznie wyz-
sza w obrzezu guza niz w rdzeniu guza (p<0,05), czy korze guza (p<0,01). Ekspresja
biatka PGR byta wyzsza adekwatnie 0 210% i 144% (Rycina 17C).

Po uwzglednieniu w analizie pfci, istotng statystycznie roznice wykazano tylko
pomiedzy korg i obrzezem guza z ponowng 161% przewaga ekspresji w obrzezu u kobiet
(p<0,05) (Rycina 17D).
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Rycina 17. Ekspresja mRNA genu PGR (A, B) i biatka PGR (C, D) w poszczegolnych
strukturach GBM (kora guza (K), niewzrastajacy rdzen guza (R), obrzeze guza (0))
pozyskanych od pacjentéw, pokazana lacznie (A, C) i z uwzglednianiem pkci (B, D).
Dane przedstawione sg z zastosowaniem wykresu typu box plot. Analize statystyczng

przeprowadzono za pomocg testu rangowanych znakéw Wilcoxona, *p<0,01, **p<0,05.
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W analizie immunohistochemicznej odnotowano ekspresj¢ biatka PGR we wszyst-
kich trzech badanych strukturach (Rycina 18). Zgodnie z wynikami uzyskanymi z testu
ELISA, ekspresja biatka PGR byla najwyzsza w obrzezu guza, ktore charakteryzowato si¢
duzym stopniem zabarwienia cytoplazmatycznego, jak i jadrowego (Rycina 18C, strzatki
zielone i niebieskie). Ekspresja odnotowana w korze guza miata porownywalny stopien
wybarwienia cytoplazmatycznego jak otoczenie guza. Charakteryzowata si¢ jednak niz-
szym stopniem wybarwienia jadrowego (Rycina 18B, strzatki niebieskie). W rdzeniu guza
odnotowana ekspresja biatka PGR byta gtdéwnie cytoplazmatyczna, a poziom jej wybar-
wienia byt podobny do wybarwienia cytoplazmatycznego kory. Zabarwienie jadrowe byto

natomiast na nizszym poziomie (Rycina 18A, strzatki zielone i niebieskie).

Rycina 18. Reprezentatywne mikrofotografie pokazujace ekspresje biatka PGR

W niewzrastajacym rdzeniu guza (A, biala przerywana linia zaznaczono obszar mar-
twicy), korze guza (B) i obrzezu guza (C) zdiagnozowanego jako GBM. Pozytywny
wynik reakcji IHC — bragzowy odczyn zaznaczony strzatkami: niebieskimi — jadrowa do-
datnig reakcje barwna, zielonymi — cytoplazmatyczng dodatnig reakcje barwna. Mikrofo-

tografie wykonano przy powigkszeniu x40 1 skali 100 pm.
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4. Receptor prolaktynowy

4.1.Ekspresja receptora prolaktynowego w modelu in vitro, w warunkach niedoboru

sktadnikow odzywczych, hipoksji i nekrozy

Ekspresja mMRNA PRLR w komorkach hodowanych w warunkach hipoksji byta
W sposob istotny statystycznie (p<0,0000005) nizsza, niz ekspresja odnotowana w Ko-
morkach hodowanych w warunkach kontrolnych (Rycina 19A). Ekspresja odnotowana
W hipoksji stanowila $rednio 8% ekspresji kontroli. W pozostalych warunkach badanych
nie zaobserwowano zmian w ekspresji mMRNA PRLR.

Ekspresja biatka PRLR nie roznita si¢ istotnie statystycznie pomiedzy poszczegol-
nymi warunkami badanymi (Rycina 19B). Srednia ekspresja biatka PRLR dla wszystkich
warunkow badanych wynosita 127,18 pg/mg biatka catkowitego. Nie wykazano rowniez

réznic w swieceniu komorek pomiedzy poszczegdlnymi warunkami badanymi (Rycina
20).
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Rycina 19. Ekspresja mRNA genu PRLR (A) i bialka PRLR (B) w komorkach linii
U87 hodowanej w réznych warunkach: kontrolnych (K), niedoboru sktadnikéw od-
zywcezych (G), hipoksji (H), nekrozy (N). Dane przedstawione sa z zastosowaniem wy-

kresu typu box plot. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg testu T,
*p<0,0000005.
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Rycina 20. Reprezentatywne zdjecia wykonane z zastosowaniem systemu mikrosko-
pii konfokalnej FV1000 (Olympus, Germany) pokazujace ekspresj¢ bialka PRLR
w komorkach linii U87 hodowanej w poszczegolnych warunkach: kontrolnych (K),
niedoboru skladnikow odzywczych (G), hipoksji (H), nekrozy (N). Mikrofotografie wy-
konano przy powiekszeniu x20 (K, G, N) x40 (H) i skali 30um.
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4.2 .Ekspresja receptora prolaktynowego W niewzrastajgcym rdzeniu, korze i obrzezu

glejaka wielopostaciowego

Zaobserwowano istotng statystycznie roéznice (p<0,05) ekspresji mRNA PRLR po-
miedzy rdzeniem guza u me¢zczyzn, a rdzeniem guza u kobiet (Rycina 21B), z wyzsza
ekspresjag u mezczyzn $rednio o 723%. Nie zaobserwowano roznic miedzy ekspresja
W poszczegblnych strukturach guza zaréwno ogdlnie jak i z uwzglednianiem pici (Rycina
21Ai 21B). Sredni poziom ekspresji mRNA PRLR wynosit 0,00014 [PRLR/GAPDH].

Biatko PRLR wyrazane byto na podobnym poziomie we wszystkich strukturach guza
(Rycina 21C) i pomiedzy ptciami (Rycina 21D). Sredni poziom ekspresji biatka PRLR
wynosit 205,24 pg/mg biatka calkowitego.
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Rycina 21. Ekspresja mRNA genu PRLR (A, B) i bialka PRLR (C, D) w poszczegél-
nych strukturach GBM (kora guza (K), niewzrastajacy rdzen guza (R), obrzeze guza
(0)) pozyskanych od pacjentéw, pokazana lacznie (A, C) i z uwzglednianiem plci (B,
D). Dane przedstawione sg z zastosowaniem wykresu typu box plot. Analize statystyczna

przeprowadzono za pomocg test U Manna-Whitneya, *p<0,05.
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W badaniu immunohistochemicznym, nie odnotowano ekspresji biatka receptora
PRLR w rdzeniu guza (Rycina 22A). W korze guza odnotowano wystgpowanie ekspresji
biatka receptora ERa w cytoplazmie i jadrze komodrek, mozna réwniez rozrézni¢ ja na
miejsca 0 wysokiej ekspresji i miejsca charakteryzujace sig¢ jej brakiem (Rycina 22B, zie-
lone i niebieskie strzatki). W przypadku obrzeza guza nie odnotowano ekspresji biatka
receptora ERa (Rycina 22C).

Rycina 22. Reprezentatywne mikrofotografie pokazujace ekspresje bialka PRLR
W niewzrastajacy rdzeniu guza (A), korze guza (B) i obrzezu guza (C, biala przery-
wana linia odznaczono obszar kory guza w lewym gérnym rogu) zdiagnozowanego
jako GBM. Pozytywny wynik reakcji IHC — brazowy odczyn zaznaczony strzatkami:
niebieskimi — jadrowa dodatnig reakcj¢ barwna, zielonymi — cytoplazmatyczng dodatnig

reakcje barwng. Mikrofotografie wykonano przy powigkszeniu x40 i skali 100 pm.
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5. Receptor folikulotropowy

5.1.Ekspresja receptora folikulotropowego w modelu in vitro, w warunkach niedoboru
sktadnikow odzywczych, hipoksji i nekrozy

Wyniki analizy ekspresji MRNA FSHR byty ponizej poziomu oznaczalnosci metody,
w zwigzku z tym danych nie przedstawiono.

Ekspresja biatka FSHR nie byta istotnie statystycznie rézna (Rycina 23). Sredni po-
ziom ekspresji we wszystkich warunkach badanych wynosit 2,64 ng/mg biatka catkowi-
tego.

Zdjecia wykonane z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej wykazaty obecnos¢
receptora w komorkach, a §wiecenie w nich obecne zlokalizowane jest zarowno wokot,

jak i w samej cytoplazmie (Rycina 24).
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Rycina 23. Ekspresja bialka FSHR w komorkach linii U87 hodowanej w roznych wa-
runkach: kontrolnych (K), niedoboru skladnikéw odzywczych (G), hipoksji (H) i ne-

krozy (N). Dane przedstawione sg z zastosowaniem wykresu typu box plot.
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Rycina 24. Reprezentatywne zdjecia wykonane z zastosowaniem systemu mikrosko-

pii konfokalnej FV1000 (Olympus, Germany) pokazujace ekspresje¢ bialka FSHR
w komorkach linii U87 hodowanej w poszczegolnych warunkach: kontrolnych (K),
niedoboru skladnikow odzywczych (G), hipoksji (H) i nekrozy (N). Mikrofotografie
wykonano przy powiekszeniu x20 (N) x40 (K, G, H) i skali 30um.
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5.2.Ekspresja receptora folikulotropowego w niewzrastajgcym rdzeniu, korze i obrzezu

glejaka wielopostaciowego

Ekspresja mRNA FSHR (Rycina 25A) i biatka FSHR (Rycina 25C) nie réznila si¢

W poszczegdlnych strukturach guza. Po uwzglednieniu pici w analizie, rowniez nie od-
notowano roznic w ekspresji mMRNA FSHR (Rycina 25B), jak i biatka FSHR (Rycina

25D). Sredni poziom ekspresji mRNA FSHR wynosit 0,14 [FSHR/GAPDH], natomiast
biatka FSHR 2,29 ng/mg biatka catkowitego.
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Rycina 25. Ekspresja mRNA genu FSHR (A, B) i bialka FSHR (C, D) w poszczegol-

nych strukturach GBM (kora guza (K), niewzrastajacy rdzen guza (R), obrzeze guza

(0)) pozyskanych od pacjentow, pokazana lacznie (A, C) i Z uwzglednianiem plci (B,

D). Dane przedstawione sg z zastosowaniem wykresu typu box plot.
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W analizie immunohistochemicznej odnotowano obecnos$¢ biatka FSHR w ko-
morkach nabtonka naczyn krwionosnych (Rycina 26, czerwone strzatki). Zaobserwo-
wano réwniez dodatnig ekspresj¢ tego receptora w cytoplazmie i jadrach komorkowych
komorek GBM (Rycina 26 zielone i niebieskie strzatki). Ekspresja nie roznita si¢ pomie-
dzy poszczegdlnymi strukturami. W zwigzku z powyzszym postanowiono przedstawié
najbardziej reprezentatywne mikrografie wizualizujgce rozmieszczenie biatka FSHR za-

réwno w guzie GBM, jak i w nablonku naczyn krwiono$nych guza.

Rycina 26. Reprezentatywne mikrofotografie pokazujace ekspresje¢ biatlka FSHR
w guzie GBM. Pozytywny wynik reakcji IHC — brgzowy odczyn zaznaczony strzatkami:
niebieskimi — jadrowa dodatnig reakcj¢ barwna, zielonymi — cytoplazmatyczna dodatnig
reakcj¢ barwng. Czerwonymi strzatkami zaznaczono nabtonek naczyn krwionosnych.
Mikrofotografie wykonano przy powickszeniu x20 i skali 200 pm (A) oraz x40 i skali
100 pm(B).
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PODSUMOWANIE WYNIKOW

Porownanie ekspresji mRNA i biatek receptoréw zaleznych od hormonéw picio-
wych uzyskanych z komorek linii U87, hodowanych w warunkach kontrolnych, niedo-
boru sktadnikow odzywczych, hipoksji i nekrozy przedstawiono w Tabeli 3. Warunki
niedoboru sktadnikow odzywczych wywotaly wzrost ekspresji mRNA AR i spadek eks-
presji MRNA ERpS. Warunki hipoksji spowodowaty spadek ekspresji mRNA AR, ERp,
PRLR i wzrost ekspresji mMRNA ERa. Warunki nekrotyczne nie wywotaty natomiast

zmian w ekspresji badanych receptorow.

Tabela 3. Podsumowanie ekspresji mRNA i bialek receptorow zaleznych od hormonéw

piciowych w modelu in vitro.

Warunki badane przyréwnane do kontroli
Niedoboru
sktadnikoéw Hipoksja Nekroza
odzywczych
Receptor AR mRNA T NY =
androgenowy AR biatko = = =
Receptor ERo mRNA = ™ =
estrogenowy o ERa biatko = = =
Receptor ERB mRNA N2 \Y =
estrogenowy f3 ERP bialko = = =
Receptor PGR mRNA = = =
progesteronowy PGR biatko = = =
Receptor PRLR mRNA = J =
prolaktynowy | PRLR biatko = = =
Receptor FSHR mRNA = = =
folikulotropowy | FSHR biatko = = =
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Podsumowanie poréwnania ekspresji mRNA i biatek receptorow zaleznych od
hormonéw piciowych uzyskanych z niewzrastajacego rdzenia (R), kory (K) i obrzeza (O)
guzow GBM przedstawiono w Tabeli 4. W obrzezu guza GBM zaobserwowano wzrost
ekspresji biatek AR, ERB, PGR w stosunku do rdzenia guza, a takze wzrost biatka PGR
w stosunku do kory guza. W korze guza zauwazono natomiast wzrost biatka AR i mRNA
ERB w stosunku do rdzenia guza. Po uwzglednieniu podziatu na kobiety i mezczyzn
w analizach zaobserwowano, ze guzy pochodzace od Kobiet charakteryzowaty si¢ wzro-
stem biatek AR, ERB w obrzezu guza w stosunku do rdzenia guza. Guzy pozyskane od
mezczyzn cechowaty si¢ natomiast wzrostem mRNA ERf w korze guza w stosunku rdze-
nia guza. Zauwazono rowniez, ze guzy mezczyzn charakteryzowaty si¢ wzrostem biatka
PRLR w rdzeniu w stosunku do guzéw kobiet. Nie zaobserwowano roéznic w ekspresji
PRLR, ERo, FSHR pomiedzy strukturami guza, a takze r6znic w ekspresji ERa, FSHR
pomiedzy plciami.

Tabela 4. Podsumowanie porownania ekspresji mRNA i bialek receptoréw zaleznych od
hormonoéw plciowych pomiedzy niewzrastajacym rdzeniem (R), kora (K) i obrzezem (O)
guzow GBM pozyskanych od pacjentow. W nawiasach zaznaczono pte¢ pacjentow, wsrod kto-

rych roznice si¢ powtdrzyly po uwzglednieniu plci w analizach.

Poréwnanie ekspresji struktur guza GBM
R:K K:0 R:0O
Receptor AR mRNA = = =
androgenowy AR biatko ™K = MO (1T0)
Receptor ERo mRNA = = =
estrogenowy o ERa biatko = = =
Receptor ERS mMRNA MK (TK) = =
estrogenowy f ERp biatko = = TO(T0)
Receptor PGR mRNA = = =
progesteronowy | PGR biatko = T0 MO
Receptor PRLR mRNA = = =
prolaktynowy PRLR biatko = = =
Receptor FSHR mRNA = = =
folikulotropowy | FSHR biatko = = =

77



DYSKUSJA
Receptor androgenowy w modelu in vitro

Ekspresja AR w GBM i innych nowotworach (takich jak: rak prostaty [333], rak
watrobowokomorkowy [334], czy rak piersi [335]) jest w centrum zainteresowania szero-
kiego grona badaczy, a sam receptor uczestniczy w licznych mechanizmach fizjologicz-
nych, jak i patofizjologicznych.

Ekspresje biatka AR odnotowano w wielu liniach komoérkowych GBM (A172,
LN-18, LN-229, M059, T-98G, U87, U118-MG i U138-MG) [56]. W badaniu Wernera
I wsp. [336] potowa testowanych linii komorkowych wykazata ekspresje AR zarowno na
poziomie biatka, jak i mMRNA. Badania Yu i wsp. [56] przedstawity posrednig rol¢ sygna-
lizacji AR w indukcji proliferacji komorek linii U87. Aktywacja szlaku AR znosita bowiem
czesciowo dziatanie antyproliferacyjne wywotane aktywacja TGF-B. Badania Rodriguez-
Lozano 1 wsp. [346] dowiodly réwniez, ze aktywacja AR moze powodowacé zwigkszenie
mozliwosci proliferacyjnych, migracyjnych 1 inwazyjnych komérek GBM.

Przedstawione w przektadanej pracy badania potwierdzity, ekspresje AR w linii
U87. Glownym celem badan bylto jednak sprawdzenie, jak na ekspresj¢ omawianego re-
ceptora majg wpltyw wybrane czynniki, takie jak niedobor sktadnikow odzywczych, hipok-
sja i warunki nekrotyczne. Otrzymane wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze warunki hipoksji
sprzyjaja zmniejszeniu ekspresji AR na poziomie mRNA. Na poziomie biatka nie wyka-
zano takiej zaleznosci.

Zestawienie powyzszych obserwacji z doniesieniami literaturowymi o roli AR
w komoérce GBM, umozliwia powigzanie niedotlenienia ze spadkiem proliferacji komorek
W obszarze wykazujagcym niedotlenienie. Hamujacy wptyw hipoksji na transkrypcje AR
moze przyczyni¢ si¢ do ograniczenia proliferacji komérek nowotworu w niesprzyjajagcym
srodowisku i wzrostu guza w obszarach normooksji. Przedstawiany mechanizm wzrostu
ttumaczy powstawanie obszarow martwicy wewnatrz GBM 1 intensywny jego rozrost na
obrzezach obserwowany w GBM [337]. Badania Huang i wsp. [338] dowiodty, Ze niewiel-
kie guzy o0 znacznym stopniu niedotlenienia charakteryzuja si¢ szybkim wzrostem i krot-
kim czasem przezycia pacjenta. Powyzszy mechanizm mozna nazwaé¢ skokowym wzro-
stem guza indukowanym niedotlenieniem [339].

Nalezy zaznaczy¢, ze niedotlenienie zastosowane W niniejszym modelu, wywo-
tane chlorkiem kobaltu, ma cechy niedotlenienia przewlektego, charakterystycznego dla

centrum guza, ktérego mechanizmy réznig si¢ od niedotlenienia cyklicznego, obecnego
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w obszarach wzrostowych guza GBM [340]. Chlorek kobaltu jest inhibitorem PHD i od-
powiada za wzrost HIF, ktorego poziom jest zwigkszony w niedotlenieniu. W niedotlenie-
niu przewleklym pierwotnie (pierwsze 4 godziny) wzrasta ekspresja HIF1-o, a nastepnie
HIF2-0. i HIF3-a [340]. Dowiedziono, ze W raku watrobowokomoérkowym ekspresja AR na
poziomie mRNA jest hamowana przez HIF2-a [341], ktory wykazuje ekspresj¢ W komor-
kach GBM narazonych na hipoksje¢ przewlekta [341].

W niniejszej pracy przedstawiono rowniez wyniki uzyskane z modelu hodowli
komorek U87 prowadzonej w warunkach niedoboru sktadnikow odzywczych. Odnoto-
wano wzrost ekspresji mMRNA AR w warunkach niedoboru sktadnikow odzywczych. Uzy-
skane rezultaty byly przeciwne do odnotowanych w warunkach hipoksji, co ttumaczy¢
mozna szerokim udzialem AR w metabolizmie energetycznym komorki.

Dowiedziono, ze AR w komorkach raka prostaty: promuje glikolize i utlenianie
pirogronianu, uczestniczy w syntezie i utlenianiu kwaséw tluszczowych (FA), reguluje ka-
tabolizm aminokwasoéw zwigkszajac ekspresje ich transporterow [342]. Nalezy rowniez
zauwazy¢, ze W warunkach niedoboru sktadnikéw odzywczych wzrasta ekspresja biatka
grupy o wysokiej mobilnosci 1 (HMGBI1, ang. high mobility group box 1) [343], ktore
zwigksza wigzanie AR do DNA. Tym samym utatwia transkrypcje genow regulowang
przez AR [344]. Guz w ten sposob niejako omija problem niewystarczajacej podazy sktad-
nikow odzywczych dla zwigkszonej masy komorkowej, w stosunku do unaczynienia. Pro-
ces ten jest prawdopodobnie prowadzony do momentu pojawienia si¢ niedotlenienia
i spadku ekspresji AR, a przez to zahamowania rozwoju guza w danym obszarze.

Nalezy zaznaczy¢, ze zaleznosci zaobserwowane w modelu in vitro, pokryty si¢
z rezultatami analizy struktur guzow GBM przedstawionymi ponizej. Region guza charak-
teryzujacy si¢ znacznym niedotlenieniem (rdzen guza) rowniez wykazat obnizong ekspre-

sje AR w stosunku do pozostatych struktur.

Receptor androgenowy w guzach pobranych od pacjentow
Dane literaturowe sugeruja istotng rol¢ AR w rozwoju GBM, dowiedziono bo-
wiem, ze pierwotne guzy GBM wykazuja ekspresje AR [336]. Odnotowano réwniez
zwigkszong ekspresjc MRNA tego receptora w tkance guza GBM w stosunku do zdrowej
tkanki mozgu [211]. Ponadto zauwazono, ze ekspresja biatka AR roéwniez jest wyzsza

w GBM, niz w zdrowej tkance mozgowej [56]. Stwierdzono takze, ze ekspresja biatka tego
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receptora wzrasta wraz ze stopniem ztosliwosci glejaka [345], a jej poziom pokrywa si¢
z tym obserwowanym w raku prostaty [336].

W badaniach opisanych w przektadanej pracy sprawdzono poziom ekspresji AR
w poszczegblnych strukturach guza GBM. Zatozono, ze wybrany model badawczy moze
pomoc W zrozumieniu roli tego receptora w progresji GBM.

W niniejszej pracy zauwazono wzrost ekspresji biatka AR w korze guza (w sto-
sunku do rdzenia guza) pozwalajacy przypuszczaé, ze ekspresja AR moze mie¢ znaczenie
dla progresji guza. W literaturze odnotowano bowiem wplyw szlaku sygnatowego AR na
zwigkszenie mozliwosci proliferacyjnych, migracyjnych 1 inwazyjnych komorek GBM
[346]. Badania Hou i wsp. [347] dowiodly, ze biatko RANBP10 (biatko wigzace RAN10
ang. RAN binding protein 10) przyczynia si¢ do wzrostu ekspresji genu AR 1 wywotuje
w glejaku wzrost proliferacji, migracji i inwazyjnosci. AR moze by¢ jednym z wyktadni-
koéw dziatania tego biatka 1 przyczynia¢ si¢ do powyzszych efektow. Wykazano réwniez,
ze AR moze promowac¢ nowotworzenie poprzez hamowanie sygnalizacji receptora TGF-f3
[56].

Wzrost ekspresji biatka, zostal rowniez zaobserwowany W obrzezu guza (W Sto-
sunku do rdzenia guza). Wzrost w tym regionie nie $§wiadczy jednak 0 wzro$cie ekspresji
AR w zdrowych tkankach pacjenta. Tkanki obrzeza pobierano z pogranicza guza, stad
cze$¢ komorek nowotworowych moze znajdowaé si¢ rowniez W tym obszarze, przyczy-
niajac si¢ do obserwowanego wzrostu ekspresji AR (w stosunku do rdzenia guza). Przed-
stawiang interpretacje wynikow popieraja doniesienia o wyzszej ekspresji AR w guzie, niz
w zdrowej tkance, zgtaszane przez Yu i wsp. [56].

Przedstawiane w przektadanej pracy obserwacje 0 réoznym poziomie ekspresji
biatka AR W poszczegdlnych strukturach guza GBM potwierdzono wynikami badania im-
munohistochemicznego. W zamieszczonej analizie w korze guza zaobserwowano najwyz-
szy poziom dodatniej reakcji barwnej, zardbwno cytoplazmatycznej jak i jadrowej. Obrzeze
guza prezentowalo natomiast gtownie jadrowa dodatnig reakcje barwng. Przedstawione
w pracy rezultaty posrednio potwierdzity badania Orevi i wsp. Badacze w swojej publika-
Cji przedstawili bowiem metod¢ obrazowej identyfikacji glejakéw AR dodatnich. Na
przedstawionych w pracy Orevi iwsp. [348] zdjeciach mikroskopowych widoczna jest
zmiennos¢ ekspresji tego biatka w roznych regionach guza.

Przeciwstawnie do zréznicowanej ekspresji biatka AR w niniejszej pracy nie od-

notowano réznic w ekspresji mRNA AR w poszczegodlnych strukturach guza GBM. Brak
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réznicy W ekspresji tego receptora pomiedzy strukturami na poziomie mRNA, moze by¢
jednak spowodowane réznicami w procesach interferencji mMRNA AR w tych strukturach,
takich jak wyciszenie ekspresji genu przez siRNA [349]. To zatozenie potwierdzaja obser-
wacj¢ Zalcmana i wsp. [211] i Orevi i wsp. [348], poniewaz W ich badaniach rowniez nie
odnotowano korelacji pomigdzy zmianami ekspresji na poziomie mRNA AR i biatka AR.

W przedstawianej pracy nie odnotowano rowniez réznicy w ekspresji MRNA jak
I biatka AR pomigdzy kobietami i me¢zczyznami. Wnioski wyciagniete z przedstawianych
analiz potwierdzaja badania Wernera i wsp. [336]. Dowiedziono réwniez, ze ekspresja
mRNA tego receptora jest zwickszona w GBM zarowno u kobiet, jak i u mg¢zczyzn [211].

Dodatkowo wykazano, ze linia komérkowa glejaka (U87) ma mozliwos¢ produk-
cji ligandow niezbednych do aktywacji AR [350-353]. Dzi¢ki ekspresji enzymow P450-
scc i 17a-hydroksylazy, komorki linii U87 majg mozliwo$é syntezy androgenow (beda-
cych ligandami dla AR) z cholesterolu, znoszgc tym samym efekt ptci na dziatanie tego
receptora. Sama synteza androgendw przez komorki GBM moze wigzac si¢ z migracja ko-
morek RORC-Treg (regulatorowe limfocyty T z pokrewnym receptorem sierocym C) do
niszy nowotworowej i tworzeniem przez to mikrosrodowiska immunosupresyjnego, dodat-
kowo utatwiajacego rozrost guza [354]. Niedotlenienie obecne w guzie GBM wspomaga
dodatkowo przemiang limfocytow T (Th17) w RORC-Treg [355].

Warto rowniez wspomnie¢ 0 mozliwosci aktywacji tego receptora przez drogi
niezalezne od liganda (testosteronu lub dihydrotestosteronu), zaobserwowane w raku pro-
staty [218]. W 30% guzéw GBM pobieranych od pacjentow odnotowano wystgpowanie
konstytutywnie aktywnego wariantu AR bez domeny wigzacej ligand (wariant
ARV7/AR3) [211]. Aktywacja AR niezalezna od liganda moze odbywac si¢ przez IGF-1,
KGF i EGF, ktorych wptyw pobudza szlak PI3K/AKT/mTOR (ang. mammalian target of
rapamycin) [208].

Cho¢ rola AR jako czynnika transkrypcyjnego w raku prostaty jest bardzo dobrze
przebadana, w glejaku natomiast jest jeszcze stabo poznana [211] i wymaga dalszych ba-

dan, w celu szerszego poznania wptywu aktywacji tego receptora na progresje guza.

Receptor estrogenowy a w modelu in vitro

W pismiennictwie naukowym dostepnych jest wiele sprzecznych doniesien doty-
czacych ekspresji ERa w glejaku. Poczatkowo wykazano ekspresje MRNA ERa w liniach
komorkowych: C6 (linia szczurzego GBM), U373MG 1 T98G (linie ludzkich GBM)

81



[356]. Kolejne doniesienia przeczyly poprzednim wykazujac, ze linie komorkowe U87,
T98G, U251MG, U373MG, U138MG, WS1088 nie wykazuja ekspresji mRNA ERa, ani
ERP [357]. Nastepne badanie linii komérkowych glejaka wykazato brak ekspresji biatka
ERa w T98G, U87, LN229, U138, M059J, M059K [358].

Najnowsze badania potwierdzity ekspresj¢ ERo w liniach komoérkowych U87
i U251-MG [359-361]. Doniesiono jednak, ze ekspresja mMRNA ERa w liniach komor-
kowych ludzkiego GBM jest nizsza niz w normalnych ludzkich astrocytach (linie GBM:
U251, U87, T98G i LN229)) [362]. Odnotowano rowniez zauwazalnie wyzsza ekspresje
MRNA ERa w komorkach linii U251 [362]. Na poziomie biatka ERa cechowat si¢ wyz-
szg ekspresjg niz ERP we wszystkich badanych liniach komérkowych [362].

Roéznice W oznaczalnosci ekspresji ERo mozna tlumaczy¢ rozwojem technolo-
gicznym i wzrostem doktadnosci metod. W przedstawianej pracy potwierdzono wyste-
powanie ekspresji MRNA i biatka ERa w linii komérkowej U87. Obecno$¢ biatka wy-
kryto dwiema metodami badawczymi pozwalajgcymi nie tylko ilosciowo okresli¢ stan
ekspres;ji biatka ERa, ale takze zwizualizowac jego rozmieszczenie W komorce. W przed-
stawianych analizach zauwazono rowniez wyzsza ekspresj¢ ERa niz ERB zaréwno pod
wzgledem ekspresji mRNA jak i biatka.

W literaturze mozna takze znalez¢ sprzeczne doniesienia o roli agonistow ERa na
jego ekspresje oraz proliferacje i zywotno$¢ komorek. Wykazano wptyw agonistow ER
na wzrost proliferacji komorek, a takze na wzrost ekspres;ji biatek ERa i ERB [359]. Inne
badanie przedstawito zmniejszenie ekspresji ERa w liniach komoérkowych U87 i U251-
MG w wyniku podania 17p-estradiol [361]. Doniesiono rowniez, ze leczenie wysokimi
stezeniami estradiolu powodowato nizszg zywotnos¢ komérek GBM linii LN229 i LN18
[360]. Udowodniono, ze komorki prezentowaty istotnie wiekszg wrazliwos¢ na temozo-
lomid (TMZ) po wstepnym leczeniu estradiolem [360]. Wykazano, ze agonista ERa (triol
propylopirazolu) indukowat wzrost linii komoérkowych gwiazdziaka (U373 i D54) [363].

W badaniach z wykorzystaniem linii komorkowych U87 i U251 wykazano, ze

obie wyrazaja ERa-36, Z mocniejsza ekspresja odnotowang w linii U87 [364]. W liniach
komorkowych U87 i U251 ekspresja ERa byla nizsza niz ekspresja jego izoformy ERa-
36. Zaobserwowano, ze izoforma ERa-36 wyrazana jest W obu liniach zaréwno na pozio-
mie genu jak i biatka, w przypadku ERa ekspresja biatka jest znikoma, natomiast mRNA

wyrazane jest tylko w linii U251 [365].
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W swietle powyzej opisanych badan trudno jest jednoznaczne przypisa¢ ERa rolg
receptora proonkogennego w GBM. Do przedstawianych wnioskow sktaniajg jednak do-
niesienia o udziale ERa w transkrypcji genow zwigzanych z proliferacja komorek (IGF1,
gen cykliny D1, c-Myc i TRIM25 (ang. tripartite motif containing 25)) [366]. Istotnymi
wydajg si¢ rowniez doniesienia 0 uczestnictwie ERo w aktywacji przej$cia nabtonkowo-
mezenchymalnego, zaangazowanego W ztosliwos¢ GBM [362]. 17p-estradiol oraz selek-
tywny agonista ERo wywotaty bowiem wzrost ekspresji markerow mezenchymalnych,
takich jak wimentyna i N-kadheryna, a takze zwigkszyly migracj¢ i inwazje komorek
GBM [362].

W badaniach prezentowanych w przektadanej pracy wykazano, ze warunki hipoksji
moga zwigksza¢ ekspresj¢ ERa, a tym samym przypuszczalnie zwigkszaé proliferacje
komorek w niedotlenionym regionie guza. Wyniki te sa zgodne z danymi literaturowymi
[367].

ERa moze jednak przyczyniac si¢ do aktywacji szlaku degradacji HIF-1 [368], zno-
szgc tym samym efekt niedotlenienia na komoérke i blokujgc aktywacje mechanizméow
obronnych zwigzanych ze statusem niedotlenienia. Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze obser-
wowany wzrost ekspresji ERa W prezentowanych analizach wystepuje tylko w mRNA.
Powyzszg obserwacj¢ mozna ttumaczy¢ mozliwg autokontrolg ekspresji poprzez mecha-
nizmy kompensacyjne lub tez zbyt krotkim okresem inkubacji z czynnikiem wywotuja-
cym hipoksje. Przedstawiane analizy nalezaloby zatem powtorzy¢ w innych punktach

czasowych, w celu potwierdzenia postawionych hipotez.

Receptor estrogenowy a w guzach pobranych od pacjentow

W GBM i glejakach o niskim stopniu ztosliwo$ci obserwowano nizsze poziomy
ekspresji ERa W porownaniu ze zdrowg tkanka [362]. Ponadto wykazano wyzsza ekspre-
sje ERa w GBM niz w glejakach o niskim stopniu zto$liwosci [362].

Wedtug Duenas Jiménez i wsp. gwiazdziaki charakteryzowaty si¢ podobnym po-
ziomem ekspresji ERa U m¢zczyzn i kobiet. Wykazywaty rowniez ujemna korelacje eks-
presji ERa ze stopniem ztosliwosci guza oraz dodatnig korelacj¢ z czasem przezycia pa-
cjentow. Ekspresja odnotowywana w guzach GBM byta nizsza niz ta obserwowana
w gwiazdziakach [369].

Wykazano, ze guzy GBM roznig si¢ migdzy soba pod wzglgdem wielkosci ekspre-
sji ERa [360]. W badaniach Hernandez-Vega i wsp. Wyzsze poziomy ekspresji ERa
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I ERB w GBM wigzaty si¢ ze zlym rokowaniem dla pacjenta, CO jest zastanawiajace
w $wietle nizszej ekspresji ERo. w komorkach guza niz w zdrowej tkance [362]. Wysoka
ekspresja ERa | aromatazy w probkach tkanek GBM wigzata si¢ ze znacznie dtuzszym
czasem przezycia pacjentow z GBM, niezaleznie od plci i wskaznika masy ciata [360].
W przedstawianych wynikach nie zauwazono rowniez roznic W ekspresji ERa pomigdzy
plciami, co stanowi potwierdzenie poprzednich danych literaturowych [370].

W prezentowanych analizach guzéw GBM pochodzacych od pacjentow, nie prze-
prowadzono poréwnania ze zdrowa tkankg pacjenta, ze wzgledu na brak mozliwosci jej
pozyskania. Przeprowadzone analizy statystyczne nie wykazaly r6znic pomigdzy ekspre-
sja ERa W poszczegdlnych strukturach guza zaréwno na poziomie genu, jak i biatka.
W zwiazku z powyzszym, nalezy zastanowi¢ si¢ czemu, wynik wplywu niedotlenienia na
wzrost ekspresji ERa (uzyskany w modelu in vitro) nie manifestuje si¢ tak wyraznie
w wynikach uzyskanych z materiatu pochodzacego od pacjentow.

Powyzsza obserwacja moze wynika¢ z mechanizmu kompensacji i cigglego wza-
jemnego rownania pozioméw ekspresji biatek HIF-1 i ERa. Moze rowniez wynikaé ze
zbyt ogdlnego podejscia do puli tkanek uzyskanych od pacjentéw. By¢ moze poprawnym
bytoby rozgraniczenie guzow GBM na rézne grupy ze wzgledu na poziom wyrazanej
ekspresji ERo W sposdb podobny do Honikl i wsp. [360].

Wykazano, ze jedna z izoform ERa: ERa-36 jest szczegolnie wyrazana W komor-
kach guzow GBM i wykazuje ekspresj¢ W 96% probek glejaka III-1V stopnia, natomiast
bardzo stabo wykazuje ekspresje w guzach glejowych | stopnia [364]. Izoforma ERa-36
wystepuje najczesciej W catej objetosci komorki, cho¢ ekspresja lokalizuje si¢ rowniez
tylko w samym jadrze, samej btonie komorkowej lub cytoplazmie [364]. Podobne obser-
wacje dla rozmieszczenia biatka W catej objetosci komorki poczyniono dla ekspresji ERa

w przedktadanych analizach.

Receptor estrogenowy # w modelu i in vitro

ERp jest szeroko badany w wielu nowotworach, w tym w glejowych liniach ko-
morkowych (T98G, U87, LN229, U138, M059J, M059K), w ktorych wykryto jego eks-
presje, zarbwno W przypadku mRNA jak i biatka [358].

W niniejszej pracy nie badano wptywu ekspresji ER na komorki GBM, jednak

wedtug literatury agonisci ERB wywolywali spadek proliferacji linii komoérkowych gle-
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jaka (T98G, U87, LN229, U138, M059J, M059K) [358, 371], a takze hamowali cykl ko-
morkowy w fazie G2/M [358]. Wykazano rowniez, ze agonisci ERP hamuja wzrost guza
glejowego w modelu ksenoprzeszczepu [371, 372]. Dowiedziono, ze stosowanie agoni-
stow ERp i selektywnych modulatorow receptora estrogenowego hamuje wzrost guza
glejowego i promuje $mier¢ komorek na drodze apoptozy [357, 372]. Rezultaty osiggano
tylko w przypadku glejowych linii komérkowych wyrazajacych ERp, a ekspresja samego
receptora wzrastata W wyniku podania agonisty ERB do hodowli komoérkowych [372].
Przeciwstawnie do powyzszych badan wykazano, Ze tibolon, bedacy selektyw-
nym tkankowym regulatorem aktywnosci estrogenowej, indukuje proliferacje, ale nie mi-
gracje i inwazj¢ komorek linii komorkowych GBM poprzez ER oraz wptywa na wzrost
ekspresji ERP [359]. Zauwazono réwniez, ze wzrost ekspresji ERP | wyciszenie ERa przy-
czynito si¢ do wzrostu ekspresji akwaporyny drugiej, a tym samym do zmniejszenia zdol-
nosci migracyjnych komoérek GBM [373]. Wplyw agonistow ERP przez ERf na procesy
takie jak proliferacja czy migracja potwierdzono oznaczajac wzrost ekspresji genoéw doce-
lowych ERP [358]. Zastosowanie siRNA lub shRNA specyficznych dla ERB wywotato
wyciszenie ekspresji biatka ERp i zniosto zdolno$¢ agonistow ERB do zmniejszania proli-
feracji komorek glejaka [358].

Ponadto potaczenie agonisty ER z TMZ zostalo uznane za dobrg metodg ha-
mowania wzrostu guza glejowego. Prawdopodobnie poprzez wptyw agonisty ERP na ha-
mowanie aktywnos¢ szlaku PI3K/AKT/MTOR, przyczyniajacego si¢ do ochronny komo-
rek guza przed cytotoksyczno$cig wywotang TMZ [374].

Wykazano, ze ERpB poprzez mechanizm niegenomowy obejmujgcy kaskade sy-
gnalizacyjng RAF/MAP2K1/ERK/ELK-1 (RAF, kinazy Raf , ang. Raf kinases, ERK, ki-
nazy zewnatrzkomérkowe regulowane sygnatem, ang. extracellular signal-regulated Ki-
nases, ELK, czynnik transkrypcyjny ETS, ang. ETS transcription factor), zwickszat eks-
presje supresorowego czynnika transkrypcyjnego EGR-1 (biatko wczesnej odpowiedzi
wzrostu 1 (ang. early growth response protein 1)), bioracego udziat w regulacji wzrostu,
rdéznicowaniu i apoptozie komorek [375].

W zwigzku z powyzszymi doniesieniami, mozna zalozy¢ supresorowg rolg ERP
w rozwoju GBM. Odnotowany w przektadanej pracy spadek ekspresji mMRNA ERS w wa-
runkach hipoksji i warunkach niedoboru sktadnikow odzywczych jest sprzeczny z danymi
literaturowymi. Doniesiono bowiem, ze niedotlenienie, a takze same czynniki HIF 1o lub
HIF2a, wywotywaly zwigkszenie ekspresji mRNA ERfSI, ERS2 i ERSS5 w komorkach U87
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[376]. Przeciwstawne wyniki moga by¢ cze¢sciowo spowodowane roznicami w protokole
wywotania niedotlenienia. W cytowanej pracy zastosowano hodowle w warunkach obni-
zonej zawarto$ci tlenu, natomiast w prezentowanej pracy zastosowano inhibicj¢ PDH.
Zgodne z literaturg, rezultaty uzyskano natomiast w przypadku ekspresji biatka ERp, ktora
nie roznita si¢ pomigdzy warunkami badanymi. Wyniki przedstawiane w przedktadanej
pracy, potwierdza publikacja Habib i wsp., w ktorej autorzy rowniez nie zaobserwowali
roznic W ekspresji biatka ER w komoérkach poddanych niedotlenieniu [367].

Opisane rezultaty wydaja si¢ sprzeczne, poniewaz poddanie komoérek warunkom
stresowym, jakimi sg hipoksja i niedobor sktadnikow odzywczych, teoretycznie powinno
wywotywac wzrost ekspresji czynnika hamujgcego proliferacje. W pracy Attwood i wsp.
udowodniono jednak, ze wprowadzenie do hodowli komorkowych selektywnego modu-
latora ER, raloksyfenu, op6zniato rozpuszczanie granulek stresu. Powstajace w wyniku
warunkow stresowych dla komoérek GBM, granulki stresowe, sg skupiskami mRNA i bia-
tek potrzebnych do funkcjonowania w warunkach normoksji. Translacja omawianych
MRNA rozpoczyna po ustgpieniu warunkow stresowych. Rozpuszczenie granulek stresu
jest potrzebne do ponownej adaptacji komoérki do warunkow normoks;ji [377]. Przy zato-
zeniu, ze aktywacja ER przyczynia¢ si¢ moze do wydluzenia czasu powrotu komoérki do
inwazyjnego fenotypu, spadek ekspresji ERp w warunkach stresowych jest wyttuma-

czalny.

Receptor estrogenowy f W guzach pobranych od pacjentow

Wystepowanie ER opisano w glejakach astrocytarnych [378] i w oligodendro-
gliomach [379]. Zauwazono, ze pacjenci Z ERP dodatnim wykazywali dtuzsze przezycie
[379]. Dowiedziono, ze ERP wystepuje rowniez w zdrowych astrocytach, a wraz ze
wzrostem ztosliwosci guza ekspresja tego receptora spada [358, 370, 378-380]. Wyka-
zano rowniez, ze ekspresja W zdrowych astrocytach jest nizsza niz w guzie glejowym
[370].

Cytowane doniesienie jest niejako sprzeczne z uzyskanymi przez nas wynikami.
Odnotowano bowiem nizsza ekspresje biatka ERp w rdzeniu guza niz w jego obrzezu,
ktore czg$ciowo stanowila zdrowa tkanka. Nalezy zwroci¢ oczywiscie uwage, ze uzy-
skany wynik, moze by¢ spowodowany wystepowaniem czgsci guza 0 wysokiej ekspresji
bialka ERB w obrzezu guza, ktéra by¢ moze zaburza odczyt dla tkanek prawidtowych.

Poparciem dla przedstawianej tezy sa niedawno opublikowane badania opisujace wyzszy
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poziom ekspresji ERp w GBM w poroéwnaniu ze zdrowa tkanka i glejakami niskiego
stopnia [362]. Powyzszy wynik moze by¢ rowniez uzyskany przez oznaczenie ekspresji
wszystkich izoform tacznie. Dowiedziono bowiem, ze gléwng izoformg ERB w glejaku
jest ERPB5, ajej ekspresja jest wyzsza W guzie niz W zdrowej tkance [376]. Wykazano
rébwniez, tendencje wzrostu ekspresji tej izoformy wraz ze stopniem zto§liwosci guza
[376]. Funkcja supresorowa ERP} wykazywana W innych typach raka, wystepuje rowniez
w przypadku glejaka. Za supresorowa rolg ER przemawia doniesienie sugerujace, ze
ERp nie bierze udziatu w procesie przejscia nablonkowo-mezenchymalnego, ktore jest
charakterystyczne dla GBM [362].

Wyniki ekspresji biatka ERp przedstawione w niniejszej pracy, wskazuja na
wzrost ekspresji w obrzezu guza w stosunku do jego rdzenia. Powyzsze wyniki sg zgodne
zZ zalozeniem supresyjnej funkcji ER, a takze z faktem, ze w obrzezu guza komorki majg
nizszy potencjal proliferacyjny niz w korze guza. Uzyskane wyniki opisuja ekspresje
ERp, bez podziatu na izoformy. W Swietle przedstawianej aktualnie literatury, moze to
utrudnia¢ interpretacje, szczegolnie zwazywszy na niepetng zgodnos¢ publikowanych do-
niesien.

Stwierdzono bowiem dotychczas, ze ERB5 hamuje szlaki onkogenne takie jak
PIBK/AKT/mTOR i MAPK/ERK w sposob niezalezny od liganda [376]. Odkrycia po-
czynione przez Liu i wsp. przeczg tym doniesieniom, przedstawiajac izoforme ERB1 jako
supresorowg W guzie GBM, a izoforme¢ ERBS jako proonkogenng w GBM [381]. Wyka-
zano, ze zastosowanie epigenetycznego modulatora ekspresji ERp, inhibitora deacetylaz
histonowych, wywotato wzrost ekspresji izoformy ERBI1, ktora dziatata jako supresor
guza, ale nie izoformy ERBS5, ktora nape¢dzata funkcje onkogenne [382]. Stosowanie in-
hibitora deacetylaz histonowych w potgczeniu z agonistg ER, wywotato natomiast silne
zmniejszenie zywotno$¢ komorek, inwazji, tworzenia kolonii, a takze zwiekszong apop-
toze [382]. Powyzsze badania stanowig potwierdzenie, ze GBM cechuje si¢ niskg ekspre-
sja ERp, prawdopodobnie wywotang wyciszeniem genu ERP przez hipermetylacje [369].

Ekspresja ERf przedstawiona w niniejszej pracy, wskazuje natomiast na wzrost
ekspresji mMRNA w korze guza, w stosunku do jego rdzenia. Przedstawione wyniki po-
twierdzaja dane pozyskane z modelu vitro, warunki stresowe takie jak niedotlenienie
i niedobor sktadnikéw odzywczych obecne w rdzeniu guza, moga przyczynia¢ do spadku
ekspresji mMRNA ERS.
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W badaniach Sareddy i wsp. zaobserwowano, ze lokalizacja biatka ER w ko-
morce rowniez rézni si¢ W zaleznosci od stopnia ztosliwosci guza glejowego. W guzach
II stopnia zlokalizowana byta gtéwnie w jadrze komorkowym, natomiast W guzach 0 wy-
sokim stopniu ztosliwosci, biatko ERP zlokalizowane byto gléwnie cytoplazmatyczne.
Wraz ze stopniem ztosliwos$ci spadat odsetek komorek z wybarwieniem jadrowym [358].
W analizach przestawianych w niniejszej pracy ekspresja ERp zauwazalna byta zaréwno
w jadrze komorkowym, jak iw cytoplazmie. Jednak zgodnie z literatura, zauwazalnie
wigcej komorek wykazywato cytoplazmatyczng dodatnig reakcje barwng charaktery-
styczna dla guzéw glejowych wysokiej ztosliwosci, do ktorych nalezy GBM.

Ponadto w badaniach Kefalopoulou i wsp. wykazano, ze wraz ze wzrostem zto-
Sliwosci guza wzrasta ekspresja koaktywatoréow ER, takich jak AIB1 (koaktywator re-
ceptora jadrowego 3, ang.amplified in breast 1), TIF2 (posredni czynnik transkrypcyjny
2 ang. nuclear receptor coactivator 2) i PELP1 (modulator niegenomowych dziatan re-
ceptora estrogenowego, ang. modulator of non-genomic activity of estrogen receptor),
zaangazowanych W inicjacje, progresje i potencjat przerzutowy W réznych typach nowo-
tworow [383]. Opisana ekspresja koaktywatorow ERP, byta jednak odwrotnie skorelo-
wana z ekspresjg ERP [383].

W przedstawianych analizach nie zauwazono réznic W ekspresji ER pomigdzy
kobietami i mezczyznami, CO stanowi potwierdzenie danych literaturowych. W guzach
glejowych (24 gwiazdziakow i 8 glejakow) nie wykryto bowiem rdznic w ekspresji biatka
ERP pomiedzy ptciami [370]. W ogoélnej analizie guzow glejowych, wykryto wedlug au-
torow granicznie istotng statystycznie wyzszg ekspresj¢ biatka ERp u kobiet (nie podano
wyniku dla samego GBM) [380]. Warto$¢ p dla powyzszej analizy to jednak 0,058, ktore
wedhug ogdlnie przyjetych standardow, rowniez W przektadanej pracy, stanowi wartos¢
nieistotng stycznie. Nie mozna tu oczywiscie odmoéwi¢ przejawiania pewnego trendu,
ktéry w pewnym stopniu moze potwierdza¢, zauwazong W niniejszej pracy roznice
w ekspresjach ERP po uwzglednieniu pici. Zaobserwowana rozbieznos¢ w ekspresji
MRNA ERf pomigdzy kora, a rdzeniem guza, po uwzglednieniu pici, utrzymata sie tylko
u mezezyzn. W przypadku kobiet natomiast, utrzymywata si¢ tylko roéznica w ekspresji
biatka ERB pomigdzy centrum, a obrzezem. Zauwazone rdznice s3 trudne do interpretacji
z obecnym stanem wiedzy o ekspresji ERB w GBM. Jednak moga stanowi¢ wyraz jesz-
cze nieopisanych zaleznosci, co pozwala stwierdzi¢, ze okreslenie szczegbtowej roli ERf3

w GBM wymaga dalszych badan.
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Receptor progesteronowy w modelu in vitro

Ekspresj¢ biatka PGR wykryto w liniach gwiazdziaka III i IV stopnia, a takze
w liniach komérkowych GBM [384-386]. Progesteron (P) indukowat proliferacje linii
komorkowych ludzkiego gwiazdziaka III i IV stopnia poprzez PGR [384]. Po zbadaniu
wplywu antagonisty PGR (RU486, mifepriston) na wzrost komorek, dystrybucje cyklu
komorkowego i apoptoze, dowiedziono, ze P wptywa na wzrost komoérek poprzez kla-
syczny mechanizm genomowy [384].

Wykazano, ze P indukuje inwazje i migracj¢ komorek ludzkiego gwiazdziaka
(U373) wszczepionych w kore ruchowg szczura [385] oraz komorek ludzkiego GBM
(D54, U251 i U87) hodowanych i testowanych in vitro [386, 387].W przedstawianych
badaniach antagonista PGR znosit powyzsze efekty [385, 386]. Udziat sygnalizacji
P/PGR w tych mechanizmach, zostal potwierdzony poprzez oznaczenie ekspresji
I wptywu genu docelowego PGR, jakim jest czynnik blokujacy indukowany progestero-
nem (PIBF, ang. progesterone induced blocking factor) [387]. Dowiedziono, ze PIBF za-
angazowany jest W szlak IL-4Ra /JJAK1 /STAT6 [388], a takze indukuje produkcj¢ EGF,
przez co promuje transkrypcje gendéw metaloproteinaz macierzy pozakomorkowej
(MMP, ang. matrix metalloproteinases) a tym samym inwazj¢ i migracje komorek [389,
390]. Wykazano rowniez, ze ekspresja PIBF wzrastata po wystawieniu komorek na dzia-
tanie P, a zastosowanie RU486 blokowato indukcyjne dziatanie hormonu [387]. Proge-
steron moze rowniez hamowac proliferacje i migracje komorek ludzkiego glejaka, jednak
efekt ten wystepuje przy niefizjologicznie wysokich stezeniach. Przy nizszych stezeniach
efekt jest tozsamy do obserwowanego we wczes$niej omawianych badaniach [391]. Udo-
wodniono, ze potgczenie wysokich dawek P z temozolomidem dodatkowo wzmocnito
hamowanie proliferacji i migracji komorek GBM [392]. Wplyw na proliferacje i migracje
wykazal rowniez metabolit P wytwarzany w moézgu: 5-alfa-dihydroprogesteron (5a-
DHP, ang. Sa-dihydroprogesterone) rowniez dziatajacy przez PGR [393]. Kolejny meta-
bolit P, powstajacy z 5a-DHP: allopregnanolon (3a-THP, ang. allopregnanolone) row-
niez zwigkszat proliferacj¢ ludzkich komorek glejaka (U87), oraz przyczyniat si¢ do pro-
mocji ekspresji gendw istotnych w rozwoju GBM: TGF-B1, EGFR, VEGF i cykliny D1
[394].
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Wykryto rowniez, ze kwas lizofosfatydowy (LPA, ang. lysophosphatidic acid),
ktorego aktywno$¢ wykazano w wielu nowotworach, indukuje aktywacj¢ kinazy biatko-
wej C (PKC, ang. protein kinase C), ktora katalizuje fosforylacje PGR zwigkszajac tym
samym jego aktywnos$¢ transkrypcyjng [395]. W wyniku aktywnosci transkrypcyjnej
PGR dochodzi natomiast do zwigkszenia ekspresji VEGF [395]. Mechanizm zostat po-
twierdzony poprzez oznaczenie zwigkszonej ekspresji VEGF, po leczeniu komérek GBM
LPA [395].

Rola sygnalizacji P/ PGR w rozwo6j guzow glejowych stanowi zainteresowanie
wielu badaczy, a wptyw P na komorki glejowe jest szeroko sprawdzany. W pracy posta-
nowiono przedstawi¢ wpltyw poszczegolnych warunkéw wystepujacym w guzie na eks-
presj¢ PGR. Opisano ekspresje PGR na poziomie biatka w linii komérkowej U87. Eks-
presja biatka PGR zostata sprawdzona i przedstawiona poprzez zastosowanie dwoch me-
tod badawczych. Obie metody wykazaty ekspresje¢ PGR nie rdznigca si¢ miedzy warun-
kami badanymi. Dane literaturowe pozwalaja zaktada¢ duzg role sygnalizacji P/RGP na
procesy wzrostu i rozwoju GBM. Wedtug przeprowadzanych analiz sygnalizacja nie jest
jednak regulowana, na poziomie ekspresji receptora, badanymi czynnikami takimi jak:
niedotlenienie, niedobor sktadnikéw odzywczych czy warunki nekrozy. Przedstawiane
dane sg zgodne z odkryciami doniesionymi przez Habib i wsp. Wykryli oni bowiem brak
roznic ekspresji biatka PGR (izoformy A) w astrocytach korowych szczuréw poddanych
warunkom normoksji i hipoksji [367].

Zauwazyli jednak zwickszenie ekspresji mRNA PGR (izoformy A) w warunkach
niedotlenienia [367]. W przedstawianej pracy ekspresja mMRNA PGR nie zostata opisana
ze wzgledu na wystepowanie poziomu ekspresji ponizej progu oznaczalnosci metody.
Roznica w odnotowaniu wynikow ekspresji mRNA PGR moze by¢ wywotana roznica
miedzy linig nowotworowg astrocytow, a zdrowa tkanka, roznicg gatunkowa lub r6zni-
cami w protokole wywotania niedotlenienia. Wystepowanie niezgodnosci ekspresji genu
z ekspresja biatka w GBM jest czesto odnotowywane [396, 397]. Stwierdzono to rowniez
w przypadku samego PGR, ktorego ekspresja biatka wzrastata wraz ze ztosliwoscig guza,
chociaz poziom mRNA zmniejszal si¢ wraz ze stopniem guza [395, 398].

Przedstawiane analizy nalezaloby powtorzy¢ z zastosowaniem dtuzszego czasu
inkubacji komorek, co mogtoby wptyna¢ na zmiany w ekspresji PGR po dtuzszej ekspo-

zycji na czynniki badane.
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Receptor progesteronowy W guzach pobranych od pacjentow

Ekspresje PGR wykazano réwniez W guzach glejowych pochodzacych od pacjen-
tow. Ekspresja wykrywana byta zarbwno w guzach nizszego stopnia jak i GBM [399-
402]. Zauwazono, ze W GBM jest jednak wigcej komorek PGR dodatnich, niz w gwiaz-
dziakach o niskim stopniu zlosliwosci czy gwiazdziakach anaplastycznych, a wyzsza
ekspresja PGR skorelowana jest z wyzszym wskaznikiem proliferacji [399]. Kolejne ba-
dania rowniez potwierdzity wystgpowanie PGR w guzach GBM [400] i jego wyzsza eks-
presje W guzach o wiekszej ztosliwosci [401].

Wedlug analiz przedstawianych w pracy badani pacjenci rowniez wyrazali eks-
presj¢ mRNA i biatka PGR. Nie roznili si¢ ekspresja mRNA PGR pod wzglgdem struk-
tury guza czy plci. Ekspresja mRNA PGR odnotowywana w GBM jest na niskim pozio-
mie, w zwigzku Z powyzszym roznice mogg by¢ nie odnotowywane przy obecnym progu
oznaczalnos$ci metody i zbadanej liczbie probek.

Ekspresja biatka PGR wykrywana jest na wyzszych poziomach, a wedtug wyko-
nanych analiz jest najnizsza w rdzeniu guza i wzrasta kolejno w korze i obrzezu guza.
Powyzsze obserwacje potwierdzila analiza immunohistochemiczna, wykazujac szczego6l-
nie wzrost ekspresji jadrowej biatka PGR w obrzezu guza.

Powyzsze obserwacje mogg by¢ jedng z przyczyn rdéznicy W stopniu proliferacji
poszczeg6lnych regiondw guza. PGR indukuje bowiem szlaki proliferacji i migracji ko-
morek GBM in vitro. Ksenotransplantacja ludzkich komorek glejaka U87 w korze mo-
zgowej szczura indukowana P, wykazata wzrost wzrostu i infiltracji guza poprzez inte-
rakcj¢ z wewnagtrzkomorkowym PGR [403]. Prace prowadzone na ortotopowym mysim
modelu GBM (U118MG) nie wykazaly wzrostu guza w wyniku podawania niskich da-
wek P [404]. Autorzy sugeruja tu rownie nieistotne co prawda statystycznie, hamowanie
wzrostu guza przez P w niskich dawkach, a takze istotne statystycznie zahamowanie
wzrostu guza przy zastosowaniu wysokich dawek P [404].

W przedstawianych analizach, po uwzglednieniu ptci, réznica w ekspresji powiela
si¢ tylko pomiedzy kora, a otoczeniem guza i to tylko u kobiet. Moze to wskazywac na
r6ézny sposob regulacji ekspresji PGR w GBM pomigdzy kobietami i me¢zczyznami.
W swietle roznej odpowiedzi komorek GBM na indukcje P w zaleznosci od dawki, istot-
nym wydaje si¢ badanie réznicy W odpowiedzi komorek guza na stg¢zenia P wystepuja-

cych zarowno U mezczyzn | kobiet w roznych stanach fizjologicznych.
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Receptor prolaktynowy w modelu i in vitro

Dotychczas PRLR wykryto w cytoplazmie linii komérkowych glejaka U251-MG,
U87 i1 U373, ktore rdznily si¢ miedzy soba pod wzgledem ekspresji badanego biatka
[405]. Biatko PRLR wyrazane bylo rowniez w liniach komérkowych ludzkiego GBM
(U251-MG, LN229), mysiego GBM (GL26) i szczurzego GBM (C6). Wsrod nich pod-
stawowa, dtuga izoforma wystepowata we wszystkich liniach, natomiast pozostate izo-
formy wystepowaty tylko w ludzkich GBM [406]. W analizach przedstawianych w pracy
réwniez wykryto ekspresje PRLR zarowno na poziomie genu jak i biatka w linii komor-
kowej U87.

Nasilenie ekspresji PRLR byto obserwowane w okolicy okotojadrowej komorek
[405], co potwierdzajg analizy przedtozone W niniejszej pracy. Podobng lokalizacje sub-
komorkowa PRLR okreslono rowniez wczesniej W innych typach komorek, takich jak
hepatocyty szczurow [407].

PRL nie wptywat na zywotno$¢ komorek linii U871 U373-MG [406]. Zauwazono
jednak, ze indukowat proliferacj¢ | wzrost linii komorkowych ludzkiego glejaka G28,
G55 i1 UB7 w sposob zalezny od dawki [408, 409], a takze przy dawce 100 ng/ml w przy-
padku linii U251-MG i U373-MG GBM [406]. Obserwacji tych nie potwierdzono jednak
w innym uktadzie badanym, gdzie komorki linii U251-MG, U87 i U373 nie wykazaty
zwigkszonej proliferacji po poddaniu ich wptywowi PRL [405]. Moglo by¢ to jednak
spowodowane dobraniem warunkow doswiadczalnych, na co zwracaja uwage sami auto-
rzy. Wykazano rowniez, ze antagonisci PRLR (PRLRA, ang. prolactin receptor antago-
nist) zmniejszali szybko$¢ proliferacji komoérek U373-MG i U251-MG, a takze zywot-
nos¢ komorek U87, U373-MG i GL26 [406].

W niniejsze] pracy przedstawiono wptyw hipoksji na zmniejszenie ekspresji
MRNA PRLR. W $wietle danych literaturowych moze to by¢ mechanizm zabezpieczenia
komorki przed nadmierng proliferacjg w miejscu z niedostateczng podaza tlenu. Nalezy
jednak zwroci¢ uwage, ze ekspresja PRLR wymagana do posredniczenia W dziataniach
proliferacyjnych PRL w liniach komoérkowych raka sutka jest bardzo niska [385]. Nale-
zatoby, W zwiazku z powyzszym sprawdzi¢ wplyw PRL na proliferacj¢ komorek wysta-
wionych na warunki hipoksji, by méc w petni wnioskowac 0 jej wptywie na proliferacje
poprzez PRLR.

Wykazano réwniez, ze PRL zwigksza zdolno$ci inwazyjne komoérek U251-MG

(ale nie U87 i U373), natomiast PRLRA znosza ten efekt [405]. Mechanizm ten moze
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by¢ wywolany wptywem PRL (poprzez PRLR) na zwigkszenie ekspresji MMP (MMP-2
I MMP-9), a przez to zintensyfikowaniem zdolno$ci migracyjnych komoérek GBM. Po-
twierdzita to obserwacja hamowania tych zdolnosci przez PRLRA [406].

W przedstawionym uktadzie badanym odnotowano spadek ekspresji mRNA
PRLR, ktory moze si¢ wigza¢ z hamowaniem zdolno$ci migracyjnych komorek, czyli
mozliwosci ucieczki w inng bardziej sprzyjajaca nisz¢. W badanych warunkach hipoksji
(inhibicja PDH przez CoCl>) obserwujemy zmiany charakterystyczne dla niedotlenienia
wystepujacego w rdzenia guza [340]. W przypadku niedotlenienia cyklicznego podczas,
ktorego ekspresja HIF-1a wzrasta silniej i dluzej niz w przypadku niedotlenienia ciggtego
[410] ekspresja PRLR moze by¢ wyrazana na wyzszym poziomie umozliwiajgcym mi-
gracje komorek. W zwigzku z powyzszym, nalezatoby sprawdzi¢ czy w przypadku nie-
dotlenienia cyklicznego charakterystycznego dla kory guza ekspresja mRNA PRLR row-
niez prezentowalaby si¢ na podobnym poziomie.

Wykazano, ze W komoérkach U251-MG i1 U87 PRL indukuje wewnatrzkomor-
kowg fosforylacje STATS, a PRLRA znosi ten efekt [405]. Ekspresja PRLR moze by¢
regulowana przez drugi supresor sygnalizacji cytokin (SOCS2, ang. suppressor of cyto-
kine signaling 2)[411], ktory reguluje rowniez szlak JAK/STAT, a STAT wykazuje
zwigkszong aktywnos¢ w GBM [412, 413].

PRL wyrazana jest w komorkach ludzkich linii GBM (U251-MG, U87, U373-
MG) na niskim poziomie (graniczagcym z poziomem wykrywalno$ci) [406]. Jest to jednak
charakterystyczne w przypadku tkanek pozaprzysadkowych wytwarzajacych PRL, kto-
rych to linie komérkowe sg ciggloscig [414]. PRL moze by¢ dostarczana do guza nie tylko
przez jego produkcje przez guz, ale rowniez przez wsteczny przeptyw krwi od przedniego
ptata przysadki do podwzgorza [278]. PRL stymuluje proliferacje¢, roznicowanie i migra-
cje neuronalnych komoérek macierzystych, a takze proliferacj¢ prekursoréw komorek gle-
jowych [415]. PRL ostabia rowniez wlasciwosci cytotoksyczne cisplatyny oraz temozo-
lomidu, a whasciwie zwigksza na nie odpornos¢ ludzkich komoérek GBM U251-MG. Na-
tomiast PRLRA zwigksza cytotoksyczne dziatanie cisplatyny w komoérkach U251-MG
[406]. Indukcja nadekspresji PRL w komorkach U251-MG GBM wywotuje wzrost zy-
wotnosci komorek i spadek chemowrazliwosci (na cisplatyne), natomiast indukcja na-
dekspresji PRLRA zmniegjsza zywotno$¢ komorek GBM i zwigkszyta wrazliwo$¢ na ci-
splatyne [406].
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Receptor prolaktynowy w guzach pobranych od pacjentow

Ekspresje biatka PRLR wykryto w 66% przypadkéw guza GBM. Poziom wyra-
zanej ekspresji roznit si¢ pomiedzy przypadkami, a 50% pacjentow wyrazato ekspresje
powyzej progu odcigcia wyznaczonego przez autorow (25% ekspresji w tkance badanej)
[405]. Ekspresje PRLR wykryto rowniez W réznym stopniu W tkance sgsiadujacej z gu-
zem [405]. Analizy przedstawiane w niniejszej pracy potwierdzajg wystepowanie ekspre-
sji PRLR w guzach GBM. Posrednio potwierdzaja rowniez dane literaturowe o braku
roéznic pomiedzy guzem, a zdrowg tkanka, nie odnotowano bowiem roznic w ekspresji
PRLR pomiedzy guzem wtasciwym (rdzen i kora guza), a obrzezem guza, stanowigcym
pogranicze migdzy guzem, a tkankg sgsiadujaca.

Dane transkryptomiczne z bazy danych TCGA (ang. The Cancer Genome Atlas)
wykazaly, ze MRNA PRLR wykrywane jest rowniez w probkach glejakow od 11 do 111
stopnia (rowniez w GBM) [406]. Ekspresja mRNA PRL wykrywana jest natomiast
w wigkszym stopniu W GBM [406]. Odnotowano rowniez pozytywng korelacje pomie-
dzy ekspresjami PRLR i PRL w GBM, a takze pomi¢dzy PRL, a MMP-2 [406]. Ekspre-
sja MMP jest natomiast skorelowana inwazyjnoscig guza GBM [416]. Nie stwierdzono
roéznic W przezywalnosci pacjentow pod wzgledem ekspresji mRNA PRL i PRLR [406].
Zaobserwowano jednak, ze wérod pacjentow (zaréwno glejak I1- 111 stopnia jak i GBM)
z dlugim czasem przezycia, wigksze odsetki charakteryzuja si¢ niska ekspresja mRNA
PRLR lub brakiem ekspresji mMRNA PRL [406].

Pacjenci po uwzglednieniu pici nie rdznili si¢ pod wzgledem ekspresji mMRNA
PRLR i PRL [406]. Mezczyzni z GBM i wysokim poziomem ekspresji mMRNA PRLR
mieli gorszy wskaznik przezywalnosci, a mezczyzni z glejakiem I1-111 stopnia i wysokim
PRLR mieli lepszy wskaznik przezywalnosci (w obu przypadkach w poréwnaniu do pa-
cjentow z niskim PRLR) [406]. U kobiet natomiast wysoki poziom ekspresji PRLR
w GBM poprawiat wskaznik przezywalnosci [406].

Dane te czeSciowo sg sprzeczne z obserwacjami przedstawionym w pracy, bo-
wiem wedlug przedstawianych analiz ekspresja mRNA PRLR byta w znacznym stopniu
wyzsza W rdzeniu guza u me¢zczyzn niz U kobiet. Zalezno$¢ ta zaobserwowano tylko
w rdzeniu guza i tylko na poziomie mRNA. Brak potwierdzenia uzyskanych wynikow
w literaturze moze by¢ spowodowany traktowaniem guza w innych badaniach jako ho-

mogennej catosci, bez uwzglednienia struktur guza. Dodatkowo zaobserwowany wplyw
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ekspresji mMRNA PRLR na przezywalno$¢ W sposob zalezny od pfci, sugeruje wptyw pici

na ekspresj¢ PRLR w guzie GBM, ktory wymaga dalszych badan.

Wystepowanie receptora folikulotropowego w glejaku wielopostaciowym

Powszechne przekonanie o wystepowaniu FSHR tylko w tkankach i organach
zwigzanych z uktadem rozrodczym zostalo w ostatnim dziesigcioleciu przetamane [417].
Obecnie nie zaprzecza si¢ wystepowaniu tego receptora rowniez W innych tkankach, tak
jak wezesniej wspomniano (kosciach [312], monocytach [313], watrobie [314], rozwija-
jacym si¢ tozysku [315], komoérkach $rodbtonka z zyly pepkowej [316]). Potwierdzono
roOwniez wystepowanie tego receptora W naczyniach krwionos$nych ztosliwych guzow
[317, 318] i przerzutow [319], a takze w komorkach linii komorkowej raka gruczotu kro-
kowego [322].

W literaturze brakuje jednak danych o ekspresji receptora folikulotropowego
w guzie GBM. W przedstawianych w pracy badaniach zaobserwowano wyst¢gpowanie
ekspres;ji tego receptora zarowno W linii komorkowej U87 glejaka, jak i w guzach pocho-
dzacych od pacjentéw. Obserwacje potwierdzono dwiema metodami, metodg ELISA
I odpowiednio dla komoérek mikroskopig konfokalng, a dla tkanek analizg immunohisto-
chemiczng. Wszystkie metody potwierdzity wystepowanie biatkka FSHR. W przypadku
komorek FSHR zlokalizowany byt w cytoplazmie z nasileniem w okolicach jadra komor-
kowego. W przypadku badan immunohistochemicznych zaobserwowano obecnos¢ re-
ceptora zarowno W cytoplazmie, jak i w jadrze komérkowych w duzym odsetku komo-
rek. Zauwazono rowniez ekspresje¢ receptora w komorkach nabtonka naczyn krwiono-
$nych, co jest zgodne z danymi literaturowymi w przypadku innych nowotworow. W li-
teraturze odnotowano bowiem niejednokrotnie ekspresje tego receptora W komorkach
$rodbtonka naczyn guzow ztosliwych [317, 318]. Na podstawie samej analizy iloSciowej
przeprowadzonej metoda ELISA mozna by bylo twierdzi¢, iz obserwowana ekspresja po-
chodzi wlasnie ze srodbtonka naczyn. Jednak odnotowana ilo$¢ ($rednio okoto 2 ng/mg
biatka catkowitego) biatka FSHR i wyniki analiz immunohistochemicznych pozwalaja
stwierdzi¢ obecnos¢ tego receptora rowniez W komorkach guza GBM.

Analizy ekspresji biatka FSHR w komoérkach mézgu szczurow wykazaty, ze ko-
morki glejowe [418] (w tym astrocyty [419]) nie wyrazaja ekspresji FSHR w przeciwien-
stwie do neuronow. Podobne informacje przekazuje ogdlnodostgpna baza danych: The

Human Protein Atlas (Atlas biatek ludzki), wedtug ktorego FSHR nie jest wyrazany
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w astrocytach, oligodendrocytach czy tez komodrkach mikrogleju, natomiast jest wyra-
zany W neuronach [420].

Prezentowane wyniki wykazujace ekspresje FSHR w guzie GBM wydaja si¢ wiec
bardzo istotnym spostrzezeniem, jednakze nalezy przeprowadzi¢ dodatkowe, ponowne
analizy na wigkszej liczbie guzéw pobranych od pacjentéw oraz zastosowaé dodatkowe
metody badawcze jak np. metoda Western Bloot, w celu potwierdzenia uzyskanych re-
zultatow.

Rola FSHR i jego liganda FSH jest bardzo istotna w nowotworze raka jajnika,
gdzie, jak wykazano przyczynia si¢ do wielu mechanizmoéw kancerogenezy. Zaobserwo-
wano, ze W linii komoérkowe;j raka jajnika FSH stymuluje ekspresj¢ czwartego czynnika
transkrypcji wigzacego oktamer (OTC4, ang. octamer-binding transcription factor 4),
ktory prawdopodobnie przyczynia si¢ do hamowania apoptozy W tych komorkach [421].
Wykazano réwniez, ze biatko OCT4 zwicksza ekspresje genow Notch (neurogenne
biatko homologowe locus notch 1, ang. neurogenic locus notch homolog protein 1), Sox2
(ang. SRY-Box Transcription Factor 1) i Nanog (czynnik transkrypcyjny Nanog, ang.
protein homeobox NANOG), a przez to indukuje proliferacje i réznicowanie komorki no-
wotworowej [421]. Dowiedziono, ze biatko OTC4 jest nadmiernie wyrazane rowniez
w guzie GBM [422], a FSHR aktywowany przez FSH indukuje proliferacj¢ komoérek na-
btonka powierzchniowego jajnika poprzez szlak MAPK/ERK (najprawdopodobniej
przez FSHR3) [325]. Ponadto wykazano, ze nadekspresja FSHR wywotuje wzrost eks-
presji HER-2 (receptor kinazy tyrozynowo-biatkowej erbB-2, ang. receptor tyrosine-pro-
tein kinase erbB-2), C-Myc i EGFR w raku jajnika [423]. Aktywacja FSHR przez FSH
zwigksza potencjat migracyjny komorek raka jajnika poprzez szlak PI3K/Akt [424]. FSH
poprzez swoj receptor | wiele innych szlakow sygnatowych komorki wywotuje ekspresje
HIF1a, co moze pozwala¢ osiaggna¢ profil ekspresji genéw charakterystyczny dla hipoksji
w stanie normoksji [425].

Zwazywszy na konsekwencje molekularne wynikajace z ekspresji FSHR w raku
jajnika, przedstawiane wyniki ekspresji FSHR w guzie GBM, a takze wzrost wystgpowa-
nia guza GBM u kobiet w okresie pomenopauzalnym (wzrost poziom FSH), dalsze bada-
nia nad ekspresja i rola FSHR w GBM powinny stanowi¢ punkt zainteresowania szer-

szego grona badaczy.
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WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych badah wysuni¢to nastepujace wnioski:

1.

Niewzrastajacy rdzen guza GBM, obejmujacy obszar martwicy, charakteryzowat si¢
obnizonym lub niezmienionym poziomem ekspresji badanych receptorow zaleznych
od hormonéw piciowych w poréwnaniu do strefy guza rosngcego (kora guza) i obrzeza

guza.

. Strefa silnego wzrostu guza (kora guza) GBM cechowata si¢ obnizonym lub niezmie-

nionym poziomem ekspresji badanych receptoréw zaleznych od hormonow piciowych

w poréwnaniu do obrzeza guza.

. Ekspresja badanych receptorow w poszczegolnych strukturach guza nie roznita sig

u kobiet i mezczyzn, z wyjatkiem ekspresji receptora PRLR w rdzeniu guza, ktora byta
nizsza u kobiet.
Mezczyzni charakteryzowali si¢ nizsza ekspresja mRNA receptora ERf W rdzeniu

guza w porownaniu do kory guza GBM.

. Kobiety cechowaly si¢ nizszg ekspresjg biatka receptoréw AR i ERB w rdzeniu guza

w porownaniu do obrzeza guza GBM.

. Warunki panujgce w guzie GBM (hipoksja 1 niedobor sktadnikow odzywczych) byty

czynnikami, ktore wywarty wptyw na zmiany w ekspresji badanych receptorow w wa-
runkach in vitro.

Za udziatem receptoréw zaleznych od hormonow piciowych w zmianie biologii ko-
morek glejaka wielopostaciowego mogg przemawia¢ stwierdzone zmiany w ekspresji
badanych receptorow u kobiet i mezczyzn. Jednakze dostgpne dane nie pozwalajg jed-

noznacznie okresli¢ roli tych receptorow w progres;ji glejaka wielopostaciowego.
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SPIS TABEL

Tabela 1.
Tabela 2.
Tabela 3.

Tabela 4.

Charakterystyka grupy badanej.

Sktad pozywek hodowlanych stosowanych w doswiadczeniu.
Podsumowanie ekspresji mRNA i biatek receptoréw zaleznych od
hormonow piciowych w modelu in vitro.

Podsumowanie poréwnania ekspresji mRNA i biatek receptoréw
zaleznych od hormondéw piciowych pomiedzy niewzrastajagcym
rdzeniem (R), korg (K) 1 obrzezem (O) guzéw GBM pozyskanych

od pacjentow.

139

44
45
76

7



SPIS RYCIN
Rycina 1.

Rycina 2.
Rycina 3.

Rycina 4.

Rycina 5.

Rycina 6.

Rycina 7.

Rycina 8.

Rycina 9.

Schemat nowej klasyfikacji glejakéw rozlanych typu dorostego ba-
zujacy na cechach histologicznych i molekularnych. 15
Przyktad struktury martwicy pseudopalisadowe;. 24
Ekspresja mRNA genu AR (A) i biatka AR (B) w komorkach linii
U87 hodowanej w réznych warunkach: kontrolnych (K), niedoboru
sktadnikow odzywczych (G), hipoksji (H) i nekrozy (N). 52
Reprezentatywne zdj¢cia wykonane z zastosowaniem systemu mi-
kroskopii konfokalnej FV1000 (Olympus, Germany) pokazujace
ekspresje biatka AR w komorkach linii U87 hodowanej w poszcze-
gblnych warunkach: kontrolnych (K), niedoboru sktadnikow od-
zywcezych (G), hipoksji (H) i nekrozy (N). 53
Ekspresja mRNA genu AR (A, B) i biatka AR (C, D) w poszcze-
gblnych strukturach GBM (kora guza (K), niewzrastajacy rdzen
guza (R), obrzeze guza (O)) pozyskanych od pacjentow, pokazana
facznie (A, C) 1 z uwzglednianiem ptci (B, D). 54
Reprezentatywne mikrofotografie pokazujace ekspresje biatka AR

w niewzrastajgcym rdzeniu guza (A, biatg przerywang linig zazna-
czono obszar martwicy), korze guza (B) 1 obrzezu guza (C) zdia-
gnozowanego jako GBM. 55
Ekspresja mRNA genu ERa (A) i biatka ERa (B) w komorkach li-

nii U87 hodowanej w réznych warunkach: kontrolnych (K), niedo-
boru sktadnikow odzywczych (G), hipoksji (H) 1 nekrozy (N). 56
Reprezentatywne zdjecia wykonane z zastosowaniem systemu mi-
kroskopii konfokalnej FV1000 (Olympus, Germany) pokazujace
ekspresje biatka ERa w komorkach linii U87 hodowanej w poszcze-
gblnych warunkach: kontrolnych (K), niedoboru sktadnikow odzyw-
czych (G), hipoksji (H), nekrozy (N). 57
Ekspresja mRNA genu ERo (A, B) i biatka ERa (C, D) w poszcze-
gblnych strukturach GBM (kora guza (K), niewzrastajacy rdzen

guza (R), obrzeze guza (O)) pozyskanych od pacjentow, pokazana
tacznie (A, C) i z uwzglednianiem pici (B, D). 58
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Rycina 10.

Rycina 11.

Rycina 12.

Rycina 13.

Rycina 14.

Rycina 15.

Rycina 16.

Reprezentatywne mikrofotografie pokazujace ekspresje biatka
ERa w niewzrastajagcym rdzeniu guza (A, bialg przerywana linig
oddzielono obszar martwicy (prawa strona) i obszar kory guza
(lewa strona)), korze guza (B) i obrzezu guza (C) zdiagnozowanego
jako GBM.

Ekspresja mRNA genu ERf (A) i biatka ERB (B) w komorkach linii
U87 hodowanej w roznych warunkach: kontrolnych (K), niedoboru
sktadnikow odzywczych (G), hipoksji (H) 1 nekrozy (N).
Reprezentatywne zdjecia wykonane z zastosowaniem systemu mi-
kroskopii konfokalnej FV1000 (Olympus, Germany) pokazujace
ekspresje biatka ERB w komorkach linit U87 hodowanej w po-
szczegblnych warunkach: kontrolnych (K), niedoboru sktadnikéw
odzywczych (G), hipoksji (H), nekrozy (N).

Ekspresja mRNA genu ERp (A, B) i biatka ER (C, D) w poszcze-
gblnych strukturach GBM (kora guza (K), niewzrastajgcy rdzen
guza (R), obrzeze guza (O)) pozyskanych od pacjentow, pokazana
tacznie (A, C) i z uwzglednianiem pfci (B, D).

Reprezentatywne mikrofotografie pokazujace ekspresje biatka
ERP w niewzrastajagcym rdzeniu guza (A, bialg przerywana linig
zaznaczono obszar martwicy), korze guza (B) 1 obrzezu guza (C,
bialg przerywana linig oddzielono fragmenty stanowigce korg
guza) zdiagnozowanego jako GBM.

Ekspresja biatka PGR w komorkach linii U87 hodowanej w roz-
nych warunkach: kontrolnych (K), niedoboru sktadnikéw odzyw-
czych (G), hipoksji (H), nekrozy (N).

Reprezentatywne zdjecia wykonane z zastosowaniem systemu mi-
kroskopii konfokalnej FV1000 (Olympus, Germany) pokazujace
ekspresj¢ biatka PGR w komorkach linii U87 hodowanej w po-
szczegOlnych warunkach: kontrolnych (K), niedoboru sktadnikow

odzywczych (G), hipoksji (H), nekrozy (N).
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Rycina 17.

Rycina 18.

Rycina 19.

Rycina 20.

Rycina 21.

Rycina 22.

Rycina 23.

Rycina 24.

Ekspresja mRNA genu PGR (A, B) i biatka PGR (C, D) w poszcze-
golnych strukturach GBM (kora guza (K), niewzrastajacy rdzen
guza (R), obrzeze guza (O)) pozyskanych od pacjentéw, pokazana
tacznie (A, C) i z uwzglednianiem pici (B, D).

Reprezentatywne mikrofotografie pokazujace ekspresje bialtka
PGR w niewzrastajagcym rdzeniu guza (A, bialg przerywana linig
zaznaczono obszar martwicy), korze guza (B) i obrzezu guza (C)
zdiagnozowanego jako GBM.

Ekspresja mRNA genu PRLR (A) i biatka PRLR (B) w komoérkach
liniit U87 hodowanej w r6znych warunkach: kontrolnych (K), nie-
doboru sktadnikow odzywczych (G), hipoksji (H), nekrozy (N).
Reprezentatywne zdjecia wykonane z zastosowaniem systemu mi-
kroskopii konfokalnej FV1000 (Olympus, Germany) pokazujace
ekspresje biatka PRLR w komorkach linii U87 hodowanej w po-
szczegbdlnych warunkach: kontrolnych (K), niedoboru sktadnikéw
odzywczych (G), hipoksji (H), nekrozy (N).

Ekspresja mRNA genu PRLR (A, B) i biatka PRLR (C, D) w po-
szczegblnych strukturach GBM (kora guza (K), niewzrastajacy
rdzen guza (R), obrzeze guza (O)) pozyskanych od pacjentow, po-
kazana tacznie (A, C) i z uwzglednianiem pici (B, D).
Reprezentatywne mikrofotografie pokazujace ekspresje biatka
PRLR w niewzrastajacy rdzeniu guza (A), korze guza (B) i obrzezu
guza (C, bialg przerywana linig odznaczono obszar kory guza w le-
wym goérnym rogu) zdiagnozowanego jako GBM.

Ekspresja biatka FSHR w komorkach linii U87 hodowanej w r6z-
nych warunkach: kontrolnych (K), niedoboru sktadnikéw odzyw-
czych (G), hipoksji (H) i nekrozy (N).

Reprezentatywne zdjecia wykonane z zastosowaniem systemu mi-
kroskopii konfokalnej FV1000 (Olympus, Germany) pokazujace
ekspresje biatka FSHR w komorkach linii U87 hodowanej w po-
szczegllnych warunkach: kontrolnych (K), niedoboru sktadnikow

odzywczych (G), hipoksji (H) i nekrozy (N).
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Rycina 25.

Rycina 26.

Ekspresja mRNA genu FSHR (A, B) i biatka FSHR (C, D) w po-
szczegOlnych strukturach GBM (kora guza (K), niewzrastajacy
rdzen guza (R), obrzeze guza (O)) pozyskanych od pacjentow, po-
kazana tacznie (A, C) i z uwzglednianiem pici (B, D).
Reprezentatywne mikrofotografie pokazujace ekspresj¢ biatka
FSHR w guzie GBM.
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STRESZCZENIE

Wstep: Glejak wielopostaciowy (GBM) jest nowotworem, ktorego charakterystyczny
sposob wzrostu moze wywiera¢ wpltyw na tworzenie si¢ w jednym guzie réznych linii
komorkowych. GBM podczas naciekania zdrowych tkanek tworzy swego rodzaju dtu-
gie wypustki. Ograniczony dostep do sktadnikéw odzywczych i tlenu w niektorych
czesciach guza, wptywa na powstanie w guzie obszaré6w martwicy. W wyniku czego
W samym guzie powstaja roznigce si¢ od siebie struktury. Za udziatem receptorow
zaleznych od hormonéw plciowych w zmianie biologii komorek glejaka przemawia
fakt, iz wystepowanie tych nowotworow rozni si¢ istotnie pomiedzy ptciami. Znacznie
czesciej chorujg mezezyzni, a kobiety w wieku przed menopauzalnym charakteryzuja
si¢ wyzszg przezywalnoscig w stosunku do kobiet w wieku po menopauzalnym, czy
mezczyzn. Receptory zalezne od hormonéw piciowych pelnig istotng rolg w progres;ji
wielu nowotworow. Wptywaja na regulacje szlakow indukujacych proliferacje 1 mi-
gracje komorek glejaka wielopostaciowego.

Cel: Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie ekspres;ji receptorow zaleznych
od hormonoéw ptciowych w poszczegdlnych strukturach guza GBM, a takze sprawdze-
nie wptywu warunkow panujgcych w guzie na ekspresje receptorow zaleznych od hor-
monow piciowych in vitro. Cele szczegdtowe obejmowaty: (1) Sprawdzenie ekspresji
genow 1 biatek oraz lokalizacji komorkowej bialek receptoréw zaleznych od hormo-
now piciowych (receptora androgenowego (AR), progesteronowego (PGR), estroge-
nowego a (ERa), estrogenowego B (ERB), prolaktynowego (PRLR), folikulotropo-
wego (FSHR)) w poszczegdlnych strukturach guza (rdzen, kora, obrzeze guza).
(2) Sprawdzenie roznic w ekspresji gendw i biatek receptorow zaleznych od hormo-
now piciowych (AR, PGR, ERaq, ERB, PRLR, FSHR) w poszczegdlnych strukturach
guza (rdzen, kora, obrzeze guza) u kobiet i mezczyzn. (3) Sprawdzenie ekspresji ge-
néw 1 biatek oraz lokalizacji komoérkowej biatek receptoréw zaleznych od hormonéw
ptciowych (AR, PGR, ERa, ERB, PRLR, FSHR) w réznych warunkach wystepuja-
cych w guzie (warunki nekrozy, hipoksji, niedoboru sktadnikow odzywczych) w mo-
delu in vitro z wykorzystaniem hodowli komoérek glioblastoma astrocytoma (U87).
Material i metody: W badaniu zastosowano dwa modele badawcze. Pierwszy wyko-

rzystywat materiat pochodzacy z réznych struktur guza GBM od pacjentow hospitali-
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zowanych w Klinice Neurochirurgii PUM. Do projektu wtaczonych zostato 28 pacjen-
tow, w tym 16 mezczyzn i 12 kobiet, w wieku od 36 do 81 lat. Materiat stanowily
préby pobrane z trzech obszardw guza: niewzrastajacego rdzenia guza obejmujacego
gléwnie obszary martwicy, kory guza, czyli strefy guza rosngcego i obrzeza guza.
Drugi model badawczy, model in vitro, zostat stworzony w celu sprawdzenia, czy ana-
lizowane czynniki wptywaja na ekspresje badanych receptorow. Hodowle komorkowe
linii U87 poddano wptywowi warunkéw: nekrozy, hipoksji i niedoboru sktadnikow
odzywczych, imitujagcych warunki panujgce w guzie. W badanym materiale okreslono
ekspresje gendw badanych receptoréw metoda reakcji fancuchowej polimerazy w cza-
sie rzeczywistym (qRT-PCR). Ekspresje biatek badanych receptoréw okreslono przy
uzyciu testow immunoenzymatycznych. Obecno$¢ 1 lokalizacje bialek receptorow za-
leznych od hormonéw piciowych w badanym materiale dodatkowo wykazano meto-
dami mikroskopii konfokalnej (w komorkach linii U87) i analizy immunohistoche-
micznej (tkanki guza pochodzace od pacjentow).

Wyniki: W obrzezu guza GBM zaobserwowano wzrost ekspresji biatek AR, ERp,
PGR w stosunku do rdzenia guza, a takze wzrost biatka PGR w stosunku do kory guza.
W korze guza zauwazono natomiast wzrost biatka AR i mRNA ERS w stosunku do
rdzenia guza. Po uwzglednieniu podziatu na kobiety i m¢zczyzn w analizach zaobser-
wowano, ze guzy pochodzace od kobiet charakteryzowaty si¢ wzrostem biatek AR,
ERPB w obrzezu guza w stosunku do rdzenia guza. Guzy pozyskane od mezczyzn ce-
chowaly si¢ natomiast wzrostem mRNA ERP w korze guza w stosunku do rdzenia
guza. Zauwazono réwniez, ze guzy mezczyzn charakteryzowaty si¢ wzrostem biatka
PRLR w rdzeniu guza w stosunku do guzoéw kobiet. Nie zaobserwowano roéznic w eks-
presji PRLR, ERa, FSHR pomi¢dzy strukturami guza, a takze roznic w ekspresji ERa,
FSHR pomigdzy ptciami. Warunki niedoboru sktadnikéw odzywczych wywotaty
wzrost ekspresji mRNA AR i spadek ekspresji mRNA ERP. Warunki hipoksji spowo-
dowaty spadek ekspresji mRNA AR, ERB, PRLR i wzrost ekspresji mRNA ERa. Wa-
runki nekrotyczne nie wywotaty natomiast zmian w ekspresji badanych receptorow.
Whioski: Niewzrastajacy rdzen guza GBM, obejmujacy obszar martwicy, charaktery-
zowal si¢ obnizonym lub niezmienionym poziomem ekspresji badanych receptorow
zaleznych od hormonéw piciowych w poréwnaniu do strefy guza rosngcego (kora
guza) i1 obrzeza guza. Strefa silnego wzrostu guza (kora guza) GBM cechowala si¢

obnizonym lub niezmienionym poziomem ekspresji badanych receptorow zaleznych
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od hormonéw piciowych w porownaniu do obrzeza guza. Ekspresja badanych recep-
torow w poszczegdlnych strukturach guza nie roznita si¢ u kobiet i m¢zczyzn, z wy-
jatkiem ekspresji receptora PRLR w rdzeniu guza, ktora byla nizsza u kobiet. Mez-
czyzni charakteryzowali si¢ nizsza ekspresja mRNA receptora ERB w rdzeniu guza
w porownaniu do kory guza GBM. Kobiety cechowatly si¢ nizszg ekspresja biatka re-
ceptorow AR i ERP w rdzeniu guza w poroéwnaniu do obrzeza guza GBM. Warunki
panujace w guzie GBM (hipoksja i niedobdr sktadnikow odzywczych) byly czynni-
kami, ktore wywarty wptyw na zmiany w ekspresji badanych receptoréw w warunkach
in vitro. Za udziatem receptorow zaleznych od hormonéw pitciowych w zmianie bio-
logii komoérek glejaka wielopostaciowego mogg przemawiaé stwierdzone zmiany
w ekspresji badanych receptorow u kobiet 1 me¢zczyzn. Jednakze dostgpne dane nie
pozwalajg jednoznacznie okre$li¢ roli tych receptorow w progresji glejaka wielopo-

staciowego.
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SUMMARY

Introduction: Glioblastoma multiforme (GBM) is a neoplasm whose characteristic way
of growth may influence the formation of different cell lines in one tumor. GBM, when
infiltrating healthy tissues, forms a kind of long protrusions. Limited access to nutrients
and oxygen in certain parts of the tumor results in the formation of areas of necrosis in
the tumor. As a result, different structures are formed in the tumor itself. The participation
of sex hormone-dependent receptors in changing the biology of GBM cells is supported
by the fact that the occurrence of these tumors differs significantly between sexes. Men
are affected much more often, and premenopausal women have a higher survival rate than
postmenopausal women or men. Sex hormone-dependent receptors play an important role
in the progression of many cancers. They affect the regulation of pathways inducing the
proliferation and migration of GBM cells.

Aim: The study aimed to determine the expression of sex hormone-dependent receptors
in individual structures of the GBM tumor, as well as to check the effect of the conditions
in the tumor on the expression of sex hormone-dependent receptors in vitro. Specific ob-
jectives included: (1) Checking gene and protein expression and cellular localization of
sex hormone-dependent receptor proteins (androgen receptor (AR), progesterone receptor
(PGR), estrogen a receptor (ERa), estrogen B receptor (ERB), prolactin receptor (PRLR),
follicle-stimulating receptor (FSHR)) in individual tumor structures (tumor core, enhanc-
ing tumor region, and peritumoral area). (2) Checking the differences in the expression
of genes and proteins of sex hormone-dependent receptors (AR, PGR, ERa, ERB, PRLR,
FSHR) in individual tumor structures (tumor core, enhancing tumor region, and peritu-
moral area) in women and men. (3) Checking gene and protein expression and cellular
localization of proteins of sex hormone-dependent receptors (AR, PGR, ERa, ERB,
PRLR, FSHR) in various tumor conditions (necrosis, hypoxia, nutrient deficiency condi-
tions) in in vitro model using a glioblastoma astrocytoma (U87) cell culture.

Material and methods: Two research models were used in the study. The first one used
material from various structures of the GBM tumor from patients hospitalized at the De-
partment of Neurosurgery, PUM. 28 patients were included in the project, including 16
men and 12 women, aged 36 to 81. The material consisted of samples taken from three
areas of the tumor: the non-growing tumor core, covering mainly areas of necrosis, the
enhancing tumor region, and the peritumoral area. The second research model, the in vitro
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model, was created to check whether the analyzed factors affect the expression of the
studied receptors. Cell cultures of the U87 line were exposed to the following conditions:
necrosis, hypoxia, and nutrient deficiency, imitating conditions in a tumor. The expres-
sion of genes of the tested receptors in the tested material was determined by real-time
polymerase chain reaction (QRT-PCR). Protein expression of the studied receptors was
determined using enzyme immunoassays. The presence and localization of sex hormone-
dependent receptor proteins in the examined material were additionally demonstrated by
confocal microscopy (in cells of the U87 line) and immunohistochemical analysis (tumor
tissues from patients).

Results: In the peritumoral area of the GBM tumor, an increase in the expression of AR,
ERp, and PGR proteins was observed in relation to the tumor core, as well as an increase
in the PGR protein in relation to the enhancing tumor region. In the enhancing tumor
region, however, an increase in the AR protein and ERp mRNA was observed in relation
to the tumor core. After considering the division into women and men in the analyses, it
was observed that tumors originating from women were characterized by an increase in
AR and ERJ proteins in the peritumoral area in relation to the tumor core. On the other
hand, tumors obtained from men were characterized by an increase in ERp mRNA in the
enhancing tumor region in relation to the tumor core. It was also noted that male tumors
were characterized by an increase in PRLR protein in the tumor core relative to female
tumors. There were no differences in the expression of PRLR, ERa, and FSHR between
tumor structures, and no differences in the expression of ERa, and FSHR between sexes.
Nutrient-deficient conditions increased AR mRNA expression and decreased ERp mRNA
expression. Hypoxic conditions resulted in a decrease in AR, ERf, and PRLR mRNA
expression and an increase in ERa mRNA expression. However, necrotic conditions did
not cause changes in the expression of the studied receptors.

Conclusions: The non-growing tumor core of the GBM, including the area of necrosis,
was characterized by a reduced or unchanged level of expression of the sex hormone-
dependent receptors tested in comparison to the enhancing tumor region and the peritu-
moral area. The zone of strong tumor growth (enhancing tumor region) of GBM was
characterized by a reduced or unchanged level of expression of the sex hormone-depend-
ent receptors studied compared to the peritumoral area. The expression of the studied

receptors in individual tumor structures did not differ between men and women, except
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for PRLR expression in the tumor core, which was lower in women. Males were charac-
terized by a lower mRNA expression of ERp in the tumor core compared to the GBM-
enhancing tumor region. Women were characterized by lower AR and ERp protein ex-
pression in the tumor core compared to the GBM peritumoral area. The conditions pre-
vailing in the GBM tumor (hypoxia and nutrient deficiency) were the factors that influ-
enced the changes in the expression of the studied receptors in vitro. The participation of
sex hormone-dependent receptors in the change in the biology of glioblastoma multi-
forme cells may be supported by the observed changes in the expression of the studied
receptors in women and men. However, the available data do not allow to unambiguously

determine the role of these receptors in the progression of glioblastoma multiforme.
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ZALACZNIKI
Zatacznik 1

=

Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szezecinie

Uchwala nr KB-0012/96/14/A-1

Komisji Bioetycznej Pomorskiege Uniwersytetu Medycznego
w Szczecinie 2 dnia 09 marca 2020 r.

Na podstawie art 29 usl. 1 ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zewodzie lekarza i lekarza dentysty
{it. 22019, Dz.U. poz. 537 z pdin, zm ) oraz § 6 rozporzadzenia Ministra Zdrowia | Opieki Spolecznej
z dnia 11 maja 1599 r. w sprawie szczegblowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu
dziafania komisji biostycznych (Dz. U. Nr 47, poz. 480) uchwala sig, 0o nastepuje:

§1
Komisja Bicelyczna Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie, w skfadzie wedhg
dolgczons) do niniejsze] Uchwaly isty, po zapoznaniu sig z dokumentacia dotyczaca zmian w projekcie
badawczym pl.:
"Udzia! receplorow dia nuklectydow w progresy glejlakow”
ktory uzyskat pozytywna opinie Komisji, wyra2ona w Uchwale Nr KB-0012/95/14 z dnia 24.11 2014 r.
wyraza pozytywnq opinig na wprowadzenie nastgpujacych zmian:
~ rozszerzene projektu o badanie: Ekspresja receplordw zaleinych od hormondw ploiowych
w glejakach o rdinsj eticlogi;

— dolaczenie do zespolu badawczego mgr Donaty Siminskie| - dokloranta Zakiadu Biochemil,
— dolaczenie do zespolu badawczego prof. dr hab. n. med. Elzbieta Urasinska - Kierownika Katedry i

Zakiadu Patomorfologii;
—  wydlu2enie okresu prowadzenia badan do 12.2024
§2
Uchwata wehodzi w Zycie z dniem podjecia,
el o
“rorsey .y
el de hath, 1 med Merek Dmadrik

PaucTene:
1, Ocdwokwne o nirsmsiey| ichwaly mode

1) podmict amiomTaiy paegrowdse recycy,

2] Werownk zakiach opied] 20OwOLe], W KIS0 aRsper ey ~

P .
2 Cowchria, 0RSm mowd wist 1, wiodi sy o8 polednictven Ko Diostycrel Somonsdego Uniwersyinty Medycnego w Sxcasceie, do
Ochwokywcze| Komsj Slostycne przy Minksize Zonwie, w msnie 14 a0l od Sna cyZprenia uchwely.

Pornoeshi Uniwersytet Medycany w Secrecinie, 10204 Sezreon, Wl Rytac 1, il + 48 91 43 00 700, % + 4831 83 (0 705, wwwpen adupl
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Lista obecnosci czlonkéw Komisji Bioetycznej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie

09 marca 2020 r.
Imig i nazwisko Miejsce pracy \
wmunsaumm
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Henwnic Zakad
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Mysiak

Chorotry wewngirzna, nefroiogia,
ransplanioiega

dr n. med. Anita Horodnicka - Jawa
speciista peciara, diabekiog,
endakrynolg | disbeloiog dzicecy

dr n. med. Edyta Zagrodnik
anestezicioga | iensywna terspia

prof. dr hab. n. med. Dariusz Bielick
choroby wemngirzne, gastroenieralogis

dr hab, n. med. prof. PUM Andrzej
Brodkiewicz
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Zatgcznik 2

ANKIETA
UDZIAL RECEPTOROW DLA NUKLEOTYDOW W PROGRESJI GLEJAKOW

1. Prosze podac nastepujace informacje:

Al data i Miejsce U0 Mia . e e
B Migjsoe ZamiESZRamMia. ..o e e e e e e e
c) pled: KM, jesli K- Czy przyjmuje Pani hormonalng terapie zastepcza: TAR/NIE

d} masa ciafa: kg i wzrost: cm

e} przyczyna hospitalizacji Pan(i) na oddziale neurochirurgii

2. Migjsce zamieszkania w latach (moiliwosc zaznaczenia kilku odp.):

a) wies od do
b} miasto do 10 tys. mieszkancow od do
¢) miasto 10-100 tys. mieszkancow od do
d) miasto powyZzej 100 tys. mieszkancow od do

3. Zawod wykonywany

1o a1 =) o

Y IR o = L=t | S OROS .

4, Cry pracowat’a Pan(i) w preemysle ciezkim?

a) MIE

B) TAK —Jakim . e

b, Czy kiedykolwiek palit{a) Pan(i) papierosy (tyton)?

a) MIE

b) TAK - okres palenia papierosow (tytoniu) w latach: od do srednio
dziennig .................. sZiuk

6. Czy pacjent/ka posiada implanty: zebow, sruby, phrtki, gwozdzie, protezy, klipsy,

stabilizatory kregostupa itp.?

a) MIE

)T IO - 1= OSSP

T. Czy pacjent'ka chorowatia w przesziosci lub choruje na powaine schorzenia nerek?

a) MIE

)T I O - =SSP PRSN
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8. Czy pacjent’ka chorowat/a w przesziosci lub choruje na powaine schorzenia
watroby?
a) MIE
D) TR — AR T s
9. Czy pacjent'ka chorowat/a w przesztosci lub choruje na powaine schorzenia
neurclogiczne?
a) MIE
D) TR — AR T e s
10. Czy pacjent'ka chorowatia w przesziosci lub choruje na cukrzyce?
a) MIE
B TAK Jakiego By PU T e
11. Czy pacjent'ka miata w przesztosci problemy z tarczycg?
a) MIE
b} TAK jakie T .
12. Czy pacjent'’ka przyjmuje suplementy diety?
a) MIE
B TR — AR T e e
13. Czy pacjent'ka przyjmuje lub przyjmowata leki immunosupresyjne?
a) MIE
B TAK — JaKIE T e
14. Jak czesto podejmuje Pan(i) aktywnosc ruchowa?
a) codziennie
b} kilka razy w tygodniu
c) rzadko
d) prawie weale
15, Czy dolegliwosci bolowe spowodowane przez chorobe zmusity Pana/Pania do
ograniczenia aktywnosci fizycznej?
a) tak, znacznie
b} czesciowo
c) nie
16.Czy dolegliwosci zwiazane z choroba ograniczyly Pani'Pana zdolnosci uczenia sie i
przyswajania nowych umigjetnogci?
a) tak, znacznie
b) czesciowo

c) nie

17.Czy przyjmuje Pani'Pan leki na nadcisnienie?
a) tak
b} nie

18.Czy uzywa Pan/Pani telefonu komarkowego? Jesli tak, to jak dlugo?
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a) tak, miniej niz 5 lat
b) tak, ponad 5 lat
c) tak, ponad 10 lat

d) nie
19.Czy byt Pani/Pan narazony na dziatanie pola elektromagnetycznego?
a) tak

b} nie

20.Czy byt Pan/Pani narazony na dziatanie promieniowani jonizujacych?

a) tak
b} nie
UWAGI:

W przypadku innych istotnych dla tej ankiety informacii prosze o podanie ich i wpisanie
ponizej (np. przewlekta choroba reumatyczna, przeszezep, zawat migsnia sercowego, udar)

Data wypeinienia ankiety: Podpis:
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