
POMORSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY 

W SZCZECINIE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mgr Donata Simińska 

 

EKSPRESJA RECEPTORÓW ZALEŻNYCH OD HORMONÓW PŁCIOWYCH 

W GLEJAKU WIELOPOSTACIOWYM 

 

EXPRESSION OF SEX HORMONE DEPENDENT RECEPTORS  

IN GLIOBLASTOMA MULTIFORME 

 

 

Rozprawa doktorska w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu 

Dyscyplina nauki medyczne 

 

 

Promotor: prof. dr hab. n. med. Irena Baranowska-Bosiacka 

Promotor pomocniczy: dr n. med. Patrycja Kupnicka 

 

 

 

 

Szczecin 2023 r. 

 



2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Podziękowania 

 

Składam serdeczne podziękowania dla Promotora mojej pracy,  

Pani prof. dr hab. n.med. Irenie Baranowskiej-Bosiackiej  

za cierpliwość, wyrozumiałość, okazane wsparcie, poświęcony czas oraz za inspirację 

do badań i wiarę w moje możliwości podczas realizacji niniejszej pracy doktorskie.  

 

Pani dr. n. med. Patrycji Kupnickiej,  

za przekazaną wiedzę i cenne wskazówki merytoryczne. 

  

Pracownikom Katedry Biochemii i Chemii Medycznej, 

 za życzliwość oraz pomoc w realizacji niniejszej pracy 

 

 Serdecznie dziękuję także mojej rodzinie i narzeczonemu.  

Zawsze we mnie wierzyliście i wspieraliście 

 w realizacje moich pasji i celów.  

Bez Waszego poświęcenia nie byłoby to możliwe. 

 

 

 



3 

 

WYKAZ SKRÓTÓW 

3α-THP allopregnanolon (ang. allopregnanolone) 

5α-DHP 5-alfa-dihydroprogesteron (ang. 5α-dihydroprogesterone) 

AF funkcja aktywacji transkrypcji (ang. activation function) 

AIB1 koaktywator receptora jądrowego 3 (ang. amplified in breast 1) 

AKT kinaza białkowa B (ang. protein kinase B) 

AP-1 czynnik transkrypcyjny AP-1 (ang. activator protein 1) 

AR receptor androgenowy (ang. androgen receptor) 

ARNT arylowe węglowodorowe translokatory jądrowe (ang. aryl-hydrocar-

bon receptor nuclear translocator) 

ARTX zależna od ATP, sprzężona z chromosomem helikaza II (ang. ATP-

dependent helicase ATRX, X-linked helicase II) 

ATP adenozynotrójfosforan (ang. adenosine triphosphate) 

BMI wskaźnik masy ciała (ang. body mass index) 

BMP białko morfogenetyczne kości (ang. bone morphogenetic protein) 

BPH łagodny rozrost gruczołu krokowego (ang. benign prostatic hyperpla-

sia) 

CDK2 kinaza zależna od cyklin 2 (ang. cyclin-dependent kinase 2) 

CDKN2A/B inhibitor kinazy zależnej od cyklin 2A/B (ang. cyclin-dependent ki-

nase inhibitor 2A/B) 

C-jun czynnik transkrypcyjny Jun (ang. transcription factor Jun) 

CK2 kinaza kazeinowa 2 (ang. casein kinase 2) 

c-Met  kinaza tyrozynowo-białkowa Met (ang. tyrosine-protein kinase Met) 

c-Myc protoonkogen MYC (ang. MYC proto-oncogene) 

CSC rakowe komórki macierzyste (ang. cancer stem cells) 

CSF1 czynnik stymulujący kolonie 1 (ang. colony stimulating factor 1) 
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CTGF czynnik wzrostu tkanki łącznej (ang. connective tissue growth factor) 

DAMP  wzorce molekularne związane z uszkodzeniem (ang. damage-asso-

ciated molecular patterns) 

DBD domena wiążąca DNA (ang. DNA binding domain) 

DHT 5α-dihydrotestosteron (ang. 5α-dihydrotestosterone) 

EC domena zewnątrzkomórkowa (ang. extracellular domain) 

EDTA wersenian disodowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) 

EGF naskórkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor) 

EGFR receptor nabłonkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth 

factor receptor) 

EGR-1 białko wczesnej odpowiedzi wzrostu 1 (ang. early growth response 

protein 1) 

ELISA test immunoenzymatyczny (ang. enzyme-linked immunosorbent as-

say) 

ELK czynnik transkrypcyjny ETS (ang. ETS transcription factor) 

ERE elementy odpowiedzi na estrogeny (ang. estrogen response elements) 

ERK kinazy zewnątrzkomórkowe regulowane sygnałem (ang. extracellu-

lar signal-regulated kinases) 

ERα receptor estrogenowy alfa (ang. estrogen receptor alpha) 

FBS płodowa surowica cielęca (ang. fetal bovine serum) 

FGF fibroblastyczny czynnik wzrostu (ang. fibroblast growth factor) 

FIH czynnik hamujący HIF (ang. factor inhibiting HIF) 

FSHR receptor hormonu folikulotropowego (ang. follicle-stimulating hor-

mone receptor) 

GAPDH dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynianu (ang. glyceraldehyde 

3-phosphate dehydrogenase) 

GAS elementy odpowiedzi na aktywację interferonu γ (ang. interferon-γ 

activation sequence) 
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GBM glejak wielopostaciowy (łac. glioblastoma multiforme) 

GH hormon wzrostu (ang. growth hormone) 

GLI  białko palca cynkowego GLI1 (ang. zinc finger protein GLI1) 

GPCR receptory sprzężone z białkiem G (ang. G protein-coupled  

receptors) 

GPHR rodzina receptorów hormonu glikoproteinowego (ang. glycoprotein 

hormone receptors) 

HER2 receptor 2 ludzkiego naskórkowego czynnika wzrostu (ang. epider-

mal growth factor receptor) 

HER-2 ang. receptor tyrosine-protein kinase erbB-2 

HH ang. hedgehog signaling pathway  

HIF czynnik indukowany hipoksją (ang. hypoxia-inducible factors) 

HMGB1 białko grupy o wysokiej mobilności 1 (ang. high mobility  

group box 1) 

HNF4A czynnik jądrowy hepatocytów 4 alfa (ang. hepatocyte nuclear factor 

4 alpha) 

HR współczynnik ryzyka (ang. hazard ratio) 

HRE elementy odpowiedzi na niedotlenienie (ang. hypoxia-responsive ele-

ments) 

HSP białka szoku cieplnego (ang. heat shock proteins) 

IARC Międzynarodowa Agencja Badań nad Rakiem (ang. International 

Agency for Research on Cancer) 

IC domena wewnątrzkomórkowa (ang. intracellular domain) 

IDH dehydrogenaza izocytrynianowa (ang. isocitrate dehydrogenase) 

IGF insulinopodobny czynnik wzrostu (ang. insulin-like growth factor) 

IL-10 interleukina 10 (ang. interleukin 10) 

IL-1β interleukina 1β (ang. interleukin 1β) 

IL-8 interleukina 8 (ang. interleukin 8) 
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JAK kinazy janusowe (ang. janus kinase) 

kDa kilo Dalton 

KGF insulinopodobny czynnik wzrostu keratynocytów(ang. keratinocyte 

growth factor) 

LBD domena wiążąca ligand (ang. ligand binding domain) 

LHCGR receptor lutropiny/choriogonadotropiny (ang. luteinizing hor-

mone/choriogonadotropin receptor) 

LPA kwas lizofosfatydowy (ang. lysophosphatidic acid) 

MAPK kinaza aktywowana mitogenami (ang. mitogen-activated protein ki-

nase) 

MGMT alkilotransferaza DNA 6-alkiloguaniny (ang. O6-alkylguanine DNA 

alkyltransferase) 

MMP metaloproteinazy macierzy pozakomórkowej (ang. matrix metallo-

proteinases) 

mTOR kinaza mTOR (ang. mammalian target of rapamycin) 

NAD+ forma utleniona dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego,  

(ang. oxidized form nicoti-namide adenine dinucleotide) 

Nanog czynnik transkrypcyjny Nanog (ang. protein homeobox NANOG) 

NF-κB czynnik jądrowy κB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer 

of activated B cells) 

NK komórki NK (ang. natural killer cells) 

NLPZ niesteroidowe leki przeciwzapalne (ang. non-steroidal anti-inflam-

matory drugs) 

Notch neurogenne białko homologowe locus notch 1 (ang. neurogenic locus 

notch homolog protein 1) 

NOX oksydaza NADPH (ang. NADPH oxidase) 

NR3A1 rodzina receptorów jądrowych, trzecia podrodzina, grupa A, członek 

1 (ang. nuclear receptor subfamily 3, group A, member 1) 

NR3A2 rodzina receptorów jądrowych, trzecia podrodzina, grupa A, członek 

2 (ang. nuclear receptor subfamily 3, group A, member 2) 
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NR3C3 rodzina receptorów jądrowych, trzecia podrodzina, grupa C, członek 

3 (ang. nuclear receptor subfamily 3, group C, member 3) 

NR3C4 rodzina receptorów jądrowych, trzecia podrodzina, grupa C, czło-nek 

4 (ang. nuclear receptor subfamily 3, group C, member 4) 

NTD domena regulacyjna N-terminalna (ang. N-terminal domain) 

OTC4 czwarty czynnik transkrypcji wiążący oktamer (ang. octamer 

-binding transcription factor 4) 

OUN ośrodkowy układ nerwowy (ang. central nervous system) 

P53 białko P53 (ang. tumor protein P53) 

PBS sól fizjologiczna buforowana fosforanami (ang. phosphate buffered 

saline) 

PCa  rak prostaty (ang. prostate cancer) 

PELP1 modulator niegenomowych działań receptora estrogenowego (ang. 

modulator of non-genomic activity of estrogen receptor) 

PEM-FM pola elektromagnetyczne o częstotliwości radiowej  

PGE2 prostaglandyna E2 (ang. prostaglandin E2) 

PGR receptor progesteronowy (ang. progrsteron receptor) 

PHD hydroksylazy prolinowe (ang. proline hydroxylase) 

PI3K kinaza fosfoinozytydu 3 (ang. phosphoinositide 3-kinases) 

PIBF czynnik blokujący indukowany progesteronem (ang. progesterone in-

duced blocking factor)  

PKC kinaza białkowa C (ang. protein kinase C) 

PTCH ang. protein patched homolog 

PRE elementy odpowiedzi na progesteron (ang. progesterone response 

elements) 

PRL prolaktyna (ang. prolactin) 

PRLR receptor prolaktynowy (ang. prolactin receptor) 
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PRLRA antagoniści receptora prolaktynowego (ang. prolactin receptor anta-

gonist) 

pVHL białko von Hippla-Lindaua (ang. Von Hippel–Lindau tumor sup-

presso) 

qRT-PCR reakcja łańcuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-

time polymerase chain reaction) 

RAF kinazy Raf (ang. Raf kinases) 

RANBP10 białko wiążące RAN 10 (ang. RAN binding protein 10) 

RANKL ligand aktywatora receptora jądrowego czynnika κB (ang. receptor 

activator of nuclear factor kappa-Β ligand) 

Ras nadrodzina białek Ras (ang. Ras superfamily) 

RORC-Treg  regulatorowe limfocyty T z pokrewnym receptorem sierocym C 

ROS reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species) 

SCF czynnik komórek macierzystych (ang. stem cell factor) 

SHH ang. sonic hedgehog 

SMAD przetwornik sygnału dla TGF-β (ang. signal transducers for TGF-β) 

SMO ang. smoothened 

SOCS2 drugi supresor sygnalizacji cytokin (ang. suppressor of cytokine sig-

naling 2) 

Sox2 ang. SRY-Box Transcription Factor 1 

Sp1 czynnik transkrypcyjny Sp1 (ang. specificity protein 1) 

SRC kinazy rodziny SRC (ang. SRC kinase family) 

STAT3 aktywator przetwornika sygnału transkrypcji 3 (ang. signal trans-

ducer and activator of transcription 3) 

TAM makrofagi związane z nowotworem (ang. tumor-associated ma-

crophages) 

TCGA atlas genowy raka (ang. The Cancer Genome Atlas)  
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TERT odwrotna transkryptaza telomerazy (ang. telomerase reverse trans-

criptase) 

TGF-β transformujący czynnik wzrostu β (ang. transforming growth  

factor β) 

TIF2 pośredni czynnik transkrypcyjny 2 (ang. nuclear receptor  

coactivator 2) 

TM domena transmembranowa (ang. transmembrane domain) 

TNF-α  czynnik martwicy nowotworów (ang. tumor necrosis factor α) 

Treg  limfocyty T regulatorowe (ang. regulatory T cells) 

TRIM25 ang. tripartite motif containing 25 

TSHR receptor tyreotropiny (ang. thyrotropin receptor) 

VEGF czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego (ang. vascular endothe-

lial growth factor) 

WHO Światowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization) 
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WSTĘP TEORETYCZNY 

1. Glejak 

1.1 Etiologia guzów glejowych 

Glejaki to zróżnicowana grupa nowotworów ośrodkowego układu nerwowego 

(OUN ang. central nervous system). Pochodzą od komórek glejowych i charakteryzują 

się zróżnicowanym obrazem klinicznym i profilem molekularnym, a także zachorowal-

nością i przeżywalnością pacjentów. 

Mechanizmy odpowiedzialne za transformacje prawidłowych komórek gleju w zło-

śliwe komórki glejaka są słabo poznane. Przyczyn rozwoju tego typu nowotworu poszu-

kuje się wśród czynników środowiskowych, takich jak: narażenie na promieniowanie jo-

nizujące, alkohol, kofeina, różne grupy leków, telefony komórkowe i uraz głowy. Anali-

zowane są również czynniki antropometryczne stanowiące fenotypową manifestację róż-

nic w genotypie, czy też ekspresji poszczególnych genów. Należą do nich: wzrost, masa 

ciała, płeć, wiek oraz rasa/pochodzenie. 

Wiedza o szlakach molekularnych prowadzących do rozwoju glejaka, choć bardzo 

w ostatnich latach rozwinięta, wciąż jest nie wystarczająca do jasnego opisu patogenezy 

poszczególnych typów glejaka [1]. 

 

1.2 Klasyfikacja guzów ośrodkowego układu nerwowego z wyszczególnieniem klasyfika-

cji guzów glejowych 

Stara klasyfikacja- podziały WHO (Światowa Organizacja Zdrowia ang. World Health 

Organization) z 1979, 1993, 2000, 2007 i 2016 roku 

Po raz pierwszy sklasyfikowano guzy OUN w 1979 roku opierając się na histolo-

gicznym typowaniu guzów [2]. Wydanie drugie klasyfikacji z 1993 roku zawierało bar-

dziej szczegółowe informacje podparte odkryciami z dziedziny immunohistochemii [3]. 

Trzecie wydanie z 2000 roku poszerzono o genetyczne cechy poszczególnych nowotwo-

rów [4]. W 2007 roku w czwartym wydaniu wprowadzono natomiast (dalej stosowane) 

stopnie złości nowotworu (I-IV) [5]. Klasyfikacja z 2016 roku, do niedawna obowiązu-

jąca, była rzeczywiście aktualizacją 4 wydania. Wprowadziła pojęcie diagnozy zintegro-

wanej, która polegała na równoczesnym diagnozowaniu typu histologicznego guza, stop-

nia złośliwości i zmian genetycznych [6]. 
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Aktualnie obowiązująca klasyfikacja z 2021 roku 

Wprowadzenie klasyfikacji guzów OUN z 2016 roku znacząco uporządkowało dia-

gnostykę tej grupy nowotworów [7]. Pozwoliło to uzyskać bardziej homogenne grupy 

chorych, których odpowiedź na leczenie i rokowania kliniczne były podobne [7]. W dal-

szym ciągu pozostawały jednak rzadkie i słabo scharakteryzowane jednostki chorobowe, 

których podział i charakteryzacja nie były wystarczające [7]. Od 2016 roku poczyniono 

postępy w lepszym rozumieniu biologii poszczególnych typów guzów OUN, które wy-

wołały potrzebę ponownej zmiany klasyfikacji. Duży udział miały tu prace badacze na-

leżące zespołu Consortium to Inform Molecular and Practical Approaches to CNS Tumor 

Taxonom (Konsorcjum na rzecz Molekularnych i Praktycznych Podejść do Taksonomii 

Nowotworów OUN) [8–14]. Omawiana klasyfikacja wyznaczyła nowe typy i podtypy 

nowotworów, a także zmieniła i uprościła część dotychczas funkcjonujących nazw [15]. 

Wprowadzono również zmiany w klasyfikacji stopnia złośliwości WHO guzów OUN. 

Dotychczas jak w innych grupach nowotworów stosowano liczby rzymskie (I-IV) do 

określenia stopnia złośliwości. Obecnie zaleca się stosowanie dla guzów OUN liczb arab-

skich (1-4) [15]. Rekomenduje się również stosowanie nazwy „stopień OUN WHO” [15]. 

Wprowadzone zmiany są wywołane stosowaniem w guzach OUN jednego stopnia złośli-

wości dla jednego typy nowotworu [16]. Dodatkowo obecna klasyfikacja opiera diagno-

stykę głównie o cechy molekularne guza, definiując dany typ na podstawie obecności 

danych zmian genetycznych [15]. W nowej klasyfikacji wyróżniono 6 rodzin glejaków, 

guzów glioneuronalnych i guzów neuronalnych. Należą do nich: 

(1) glejaki rozlane typu dorosłego (większość pierwotnych guzów mózgu dorosłych), 

(2) pediatryczne rozlane glejaki niskiego stopnia, 

(3) rozlane glejaki typu pediatrycznego o wysokim stopniu złośliwości, 

(4) ograniczone glejaki astrocytarne, 

(5) guzy glioneuronalne i neuronalne (zróżnicowana grupa nowotworów, charakteryzu-

jąca się różnicowaniem neuronalnym), 

(6) wyściółczaki. 

Rodzina 1 składa się obecnie z 3 typów zamiast 15 jak w poprzedniej klasyfikacji:  

(1) astrocytoma (gwiaździak), mutant IDH (dehydrogenaza izocytrynianowa. ang. isoci-

trate dehydrogenase), 

(2) oligodendroglioma (skąpodrzewiak), mutant IDH i 1p/19q-kodelacja 

(3) glioblastoma, IDH-dzikiego typu. 
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Przyporządkowanie nowotworu do danego typu w rodzinie glejaków rozlanych 

typu dorosłego odbywa się według poniższego schematu (Rycina 1). 

 

 

Rycina 1. Schemat nowej klasyfikacji glejaków rozlanych typu dorosłego bazujący 

na cechach histologicznych i molekularnych. W owalnych polach przedstawiono typy 

nowotworów, a w kwadratowych kolejne etapy rozróżniania. Powyżej użyte skróty ozna-

czają geny kodujące: IDH, ARTX- zależna od ATP, sprzężona z chromosomem helikaza 

II (ang. ATP-dependent helicase ATRX, X-linked helicase II), P53- białko nowotworowe 

P53 (ang. tumor protein P53), CDKN2A/B- inhibitor kinazy zależnej od cyklin 2A/B 

(ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A/B), TERT- odwrotna transkryptaza telome-

razy (ang. telomerase reverse transcriptase), EGFR- receptor nabłonkowego czynnika 

wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor). 

 

1.3 Epidemiologia guzów glejowych 

Obecnie funkcjonująca klasyfikacja wprowadziła podziały, według których nie ma 

jeszcze sporządzonych raportów epidemiologicznych, dlatego w tej sekcji zastosowano 

się do poprzedniej klasyfikacji. 

Jednym z najczęstszych [17–20] i najgorzej rokujących [19] typów glejaka jest gle-

jak wielopostaciowy (GBM, łac. glioblastoma multiforme). Stanowi on około 47% 

wszystkich glejaków [17], zapadalność różni się w zależności od badanej populacji. 
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W Stanach Zjednoczonych wynosi 3,23 na 100 000 osób [21], w Kanadzie 4,06 na 100 

000 osób [22], a we Francji 4,17 na 100 000 osób [23]. Mediana przeżywalności pacjen-

tów przy tym nowotworze to 15 miesięcy [24, 25], a zaledwie 5,5 % pacjentów przeżywa 

5 lat od rozpoznania [19]. Inne typy histologiczne charakteryzują się mniejszą zapadal-

nością. Gwiaździak anaplastyczny występuje u 4,15 na 100 000 mieszkańców, a skąpo-

drzewiak u 2,04 na 100 000 mieszkańców [19]. Przeżywalność również jest inna w tych 

typach glejaka w przypadku gwiaździaka to 5,2 roku, a w przypadku skąpodrzewiaka 7,2 

roku [26]. 

 

1.4 Wpływ czynników antropometrycznych na częstość zachorowania na glejaka 

Płeć 

Raporty statystyczne są zgodne co do częstszego występowania większości typów 

histologicznych glejaka u mężczyzn [17–20, 27, 28]. Wyjątkiem jest tu typowy dla 

okresu dziecięcego gwiaździak pilocytarny, którego częstość występowania nie różni się 

pomiędzy płciami [18, 20, 27, 28]. Niezależnie od kraju z jakiego pochodzą raporty, 

a przez to różnic w ogólnej częstości zachorowań, powtarza się ich częstsze występowa-

nie u mężczyzn (USA: mężczyźni 7,35 a u kobiet na 5,25 przeliczone na 100 000 miesz-

kańców [19]; Finlandia: 4,90 w porównaniu z 4,47 dla kobiet na 100 000 osobo-lat [17]). 

Najczęstszym i najgorzej rokującym typem glejaka jest GBM. GBM również występuje 

zgodnie z powyżej opisaną zależnością częstszego występowania u mężczyzn (USA: 

3,99 dla mężczyzn i 2,52 dla kobiet [19], Szwajcaria: 3,32 dla mężczyzn i 2,24 dla kobiet 

[29]). Powyższe dane prezentują wpływ płci na rozkład zachorowalności na glejaki pier-

wotne (w tym GBM). W przypadku glejaków wtórnych zależność jest odwrotna [29].  

 

Wiek 

Wiek jest czynnikiem różnicującym występowanie większości nowotworów. 

Częstość występowania określonego typu histologicznego glejaka jest zmienna w zależ-

ności od wieku, przy czym największa częstość występowania jest w przedziale 75-84 lat 

[20]. Glejaki o niższym stopniu złośliwości są częstsze u dzieci niż u dorosłych [19]. 

W wieku dziecięcym częstszymi typami histologicznymi są gwiaździak pilocytowy, uni-

kalne warianty gwiaździaka, czy neuronalne i mieszane guzy neuronalno-glejowe [19]. 
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W przypadku gwiaździaka pilocytowego szczególnie zauważalny jest spadek występo-

wania wraz z wiekiem [19]. Zaledwie 3% pacjentów z nowotworem OUN stanowią 

dzieci w wieku 0-19 lat [20]. 

Większość raportów epidemiologicznych opisujących GMB informuje o wzroście 

ryzyka rozwoju GMB wraz z wiekiem. W badaniu Hansen i wsp. [30] większość pacjen-

tów z GBM (83 %) miała powyżej 50 lat. W pracy Cheo i wsp. oraz Gosh i wsp. [31, 32] 

najczęściej GBM występował w 6 dekadzie życia. W badaniu Li i wsp. [33] odnotowano 

47,9 % pacjentów w wieku 65 i więcej lat, natomiast szczyt zachorowań opisano na prze-

dział 75-79 lat, po którym nastąpił spadek częstości przypadków.  

Wyższy wiek zachorowań na GBM odnotowano wśród pacjentów rasy kaukaskiej 

[34]. Na populacji pediatrycznej dowiedziono, iż wraz z wiekiem zmniejsza się lokaliza-

cja guza w położeniu centralnym [35].  

Wyższy wiek pacjenta w momencie diagnozy jest skorelowany ze spadkiem prze-

żywalności [30], w związku z czym został uznany za istotny czynnik ryzyka [36, 37] 

z współczynnikiem ryzyka (HR, ang. hazard ratio) wynoszącym 1,54 [37]. HR 3 letniego 

przeżycia z GBM jest około 2,18 razy większy dla pacjentów po 50 roku życia [34]. Wiek 

jako istotny czynnik ryzyka śmiertelności przy zdiagnozowanym GBM został również 

potwierdzony w badaniu opisującym populację dziecięcą. Pacjenci w wieku 6-10 lat wy-

kazali HR równy 1,408, a w wieku 11-19 lat wynosił on 1,406 [35]. Według Ghosh i wsp. 

mediana przeżycia jest najwyższa w wieku 31-40 lat [32]. Dla pacjentów poniżej 50 roku 

życia wynosi 8,8 miesiąca, gdy dla pacjentów w wieku powyżej 50 lat wynosi 4,55 mie-

siąca [32]. Mediana przeżycia pacjentów z GBM zmniejsza się wraz z wiekiem [31, 32] 

i według Cheo i wsp. jest najgorsza w grupie wiekowej >70 lat. Ogólnie starszy wiek 

wiązał się z gorszym rokowaniem w GMB [34].  

 

Wzrost 

Ponad 100 genów i szlaki sygnałowe takie jak HH/PTCH (ang. hedgehog signaling 

pathway/protein patched homolog), BMP/TGF-β (białko morfogenetyczne kości ang. 

bone morphogenetic protein, transformujący czynnik wzrostu beta, ang. transforming 

growth factor beta), P53, c-Myc (protoonkogen MYC, ang. MYC proto-oncogene), ERα 

(receptor estrogenowy alfa, ang. estrogen receptor alpha), HNF4A (czynnik jądrowy he-

patocytów 4 alfa, ang. hepatocyte nuclear factor 4 alpha) i SMAD (przetwornik sygnału 
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dla TGF-β, ang. signal transducers for TGF-β) wykazują wzmożoną aktywność u wyso-

kich ludzi [38]. W procesie nowotworzenia uczestniczą te same geny i szlaki sygnałowe 

[38]. U ludzi wysokich obserwuje się również wyższe poziomy hormonu wzrostu (GH, 

ang. growth hormone) i insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF, ang. insulin-like 

growth factor) [39–41]. Wysoki wzrost może być więc jednym z czynników wpływają-

cych na rozwój glejaka, czy też innych nowotworów [42–44]. Wykazano, że wraz z wyż-

szym wzrostem częstość występowania GBM jest większa [45–48]. Niektóre z analiz po-

twierdzają powyższą zależność tylko w przypadku mężczyzn [49], a w wielu z nich za-

leżność dla mężczyzn jest silniejsza. Odnotowuje się również raporty, które nie potwier-

dzają tej zależności [50]. 

 

Masa ciała 

Otyłość lub nadwaga są istotnym czynnikiem ryzyka dla wielu nowotworów [51], 

natomiast w innych rodzajach zmniejsza ryzyko powstania [52, 53]. Tkanka tłuszczowa 

jest istotnym źródłem estrogenów (szczególnie u kobiet po menopauzie) [54], czy sub-

stancji prozapalnych [55]. W związku z tym jej ilość może mieć szczególne znaczenie 

w rozwoju nowotworów. Należy zauważyć również, że GBM u kobiet w wieku po me-

nopauzalnym wiąże się z gorszym rokowaniem [56]. Z opublikowanych analiz wynika, 

że za wysokie BMI (wskaźnik masy ciała ang. body mass index) w momencie diagnozy 

nie wpływa na częstsze występowanie glejaka [45, 49]. Wykazano natomiast, że otyłość 

lub nadwaga w wieku młodzieńczym może przekładać się na większe ryzyko wystąpienia 

GBM w przyszłości [48, 50]. Wpływ zbyt dużego BMI w czasie diagnozy na czas prze-

życia w GBM jest dyskusyjny, istnieją dowody na wydłużenie go [57], jak i te mówiące 

o braku wpływu [58]. Dodatkowo odnotowano, że wysokie spożycie tłuszczu i choleste-

rolu [59] jest czynnikiem ochronnym, podobnie jest w przypadku hiperlipidemii [54], czy 

cukrzycy [60]. 

 

Rasa/pochodzenie etniczne 

Rasę definiujemy jako grupę osób posiadających podobne warianty genowe wpły-

wające na silniejszą lub słabszą manifestację danej cechy biologicznej. Przez lata specja-

liści z antropologii fizycznej próbowali opracować kwalifikację rasową bazującą na tych 

cechach fenotypowych. Większość kwalifikacji wyróżnia tak zwane rasy główne, do któ-



19 

 

rych zaliczamy: rasę kaukaską, negroidalną i mongoidalną. W raportach epidemiologicz-

nych glejaka często spotyka się też grupę, którą zbiorczo można traktować jako pocho-

dzenie hiszpańskie, portugalskie czy południowo amerykańskie, określane jako latynosi. 

Najwyższą częstość glejaka obserwuje się kolejno u pacjentów pochodzenia kauka-

skiego, następnie negroidalnego i mongoloidalnego [61]. Donosi się również, że rasa kau-

kaska ma wyższy współczynnik zapadalności niż latynosi [62]. Podobne obserwacje po-

czyniono na populacji pediatrycznej, gdzie również wykazano iż zapadalność jest więk-

sza w przypadku osób wywodzących się z rasy kaukaskiej [35, 63]. 

Latynosi mają wyższe wskaźniki przeżycia niż pozostała grupa określana jako nie 

latynosi [61, 64]. Dowiedziono również, iż rasa mongoidalna ma lepsze przeżycie niż 

kaukaska [34, 62]. Wykazano, że lepsze przeżycie jest skojarzone z pochodzeniem z rasy 

negroidalnej lub innej niż z rasy kaukaskiej [64, 65]. Prace prowadzone na populacji dzie-

cięcej wykazały brak związku pomiędzy rasą i śmiertelnością [66]. Nie wykazano różnic 

w występowaniu mutacji IDH czy metylacji MGMT (alkilotransferaza DNA 6-alkilogu-

aniny, ang. O6-alkylguanine DNA alkyltransferase) pomiędzy rasami [62]. 

Według analizowanej literatury raporty, które opisują epidemiologie glejaka 

względem ras człowieka, pochodzą w znacznej większości z USA. Raporty publikowane 

w krajach europejskich na ogół nie przedstawiają epidemiologii pod tym kątem. 

 

1.5 Wpływ czynników środowiskowych na ryzyko zachorowania na glejaka 

Promieniowanie jonizujące 

Podobnie jak dla wielu innych nowotworów ekspozycja na promieniowanie joni-

zujące zwiększa ryzyko wystąpienia glejaka. Prowadzone przez lata badania o wpływie 

promieniowania jonizującego na rozwój glejaka dostarczyły wystarczających dowodów 

na uznanie go za czynnik ryzyka [67]. 

 

 Alkohol 

Właściwości kancerogenne alkoholu [68, 69] wykazano na zwierzętach i zaobser-

wowano przy innych nowotworach [70]. Pomimo powyższych przesłanek nie wykazano 

wpływu alkoholu na wzrost częstości występowania glejaka [71], a nawet zasugerowano 

jego protekcyjny wpływ w przypadku niskich dawek [72]. 
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Palenie papierosów 

Zawartość związków N-nitrowych w dymie papierosowym i ich wpływ na rozwój 

glejaka u zwierząt wydają się istotną przesłanką dla sprawdzenia wpływu palenia papie-

rosów na powstawanie i rozwój glejaka [73]. W literaturze istnieją sprzeczne informacje 

o wpływie palenia na powstawianie glejaka [74–76]. Należy również zwrócić uwagę na 

możliwość zakłócania wyników przez dodatkowe zmienne, a sam wpływ palenia może 

nie być bezpośredni. W jednym z badań odnotowano bowiem wpływ palenia na powsta-

wanie glejaka, ale tylko u kobiet [77]. Dowiedziono, że palenie wpływa na wzrost stęże-

nia hormonów płciowych, które z kolei mogą wpływać na rozwój glejaka [78]. 

 

Uraz głowy 

Istnieje szereg powiązań biologicznych mogących tłumaczyć wpływ urazu na po-

wstanie glejaka [79]. Wyniki badań epidemiologicznych nie potwierdzają jednak zauwa-

żonych powiązań [80–82]. 

 

Picie kawy i herbaty 

Wpływ spożywania kawy i herbaty na stan zdrowia człowieka jest tematem wie-

loletnich dyskusji i badań naukowców. Obecność w tych produktach spożywczych 

związków takich jak polifenole, kwas kawowy, kahweol, kafestol czy związków hetero-

cyklicznych może mieć protekcyjny charakter dla rozwoju glejaka [83–86]. Badania do-

tyczące wpływu kawy i herbaty na powstawanie glejaka są niezgodne. Niektóre z prac 

opisują ochronny wpływ kawy i herbaty [87–89], natomiast inne wskazują je jako czyn-

nik ryzyka glejaka [90]. 

 

Telefony komórkowe 

Międzynarodowa Agencja Badań nad Rakiem (IARC, ang. International Agency 

for Research on Cancer) uznała pola elektromagnetyczne o częstotliwości radiowej 

(PEM-FM) za czynniki rakotwórcze [91]. Ilość urządzeń, które emitują PEM-FM w oto-

czeniu człowieka ciągle wzrasta. Prowadzone przez lata badania o wpływie telefonii ko-

mórkowej na powstawanie glejaka przynosiły sprzeczne rezultaty. Wyniki metaanaliz 

z 2017 [91] i 2018 [92] roku stwierdzają wzrost ryzyka zachorowania przy długotrwałym 

użytkowaniu (>10 lat). Należy zaznaczyć, że wyniki są rozbieżne w zależności od stopnia 

złośliwości guza [91]. Obecnie opublikowane prace nie potwierdzają przedstawianych 
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założeń, sugerując, że ogólny wzrost ilości odnotowywanych zachorowań może być 

związany z lepszą diagnostyką [92-94]. 

 

Sen 

Dowiedziono, że ilość snu nie jest związana z ryzykiem wystąpienia glejaka [93], 

ale zaburzenia z nim związane mogę przyczynić się do gorszego rokowania dla pacjenta 

[94]. Wykazano również, że podawanie melatoniny może zwiększyć czas przeżycia pa-

cjenta z glejakiem [95, 96]. Melatonina zmniejsza również częstość występowania nowo-

tworów złośliwych [96]. 

 

Wybrane leki 

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) czy paracetamol są obecnie szeroko 

dostępne, a pacjenci mogą je nabywać bez jakiejkolwiek konsultacji z lekarzem czy też 

farmaceutą. Wpływ NLPZ na rozwój glejaka może być skojarzony z hamowaniem syn-

tezy prostaglandyny E2 (PGE2 ang. prostaglandin E2) [97, 98] czy też blokowaniem przy-

łączania fibroblastycznego czynnika wzrostu (FGF ang. fibroblast growth factor) [99]. 

Dokładny mechanizm molekularny tłumaczący wpływ NLPZ na rozwój glejaka jest 

w dalszym ciągu niejasny [100]. Wyniki badań analizujących wpływ NLPZ na rozwój 

glejaka są sprzeczne. Przedstawiają brak wpływu [101–104], wpływ dodatni [105, 106] 

i wpływ negatywny [107–109]. 

Leki przeciwhistamowe stosowane są przez pewne grupy pacjentów w sposób 

ciągły, a ich działanie przeciwzapalne i immunomodulujące wydaje się intersujące 

w kontekście rozwoju glejaka. W większości przeprowadzone analizy wykazały 

ochronny wpływ leków przeciwhistaminowych na rozwój glejaka [110–112]. 

Opublikowana niedawno metaanaliza opisująca wpływ stosowania statyn na ry-

zyka powstania glejaka stwierdza, że pomimo silnego przeciwnowotworowego działania 

statyn w badaniach in vitro nie odnotowuje się ich wpływu na częstość występowania 

glejaka [113]. 

 

1.6 Obraz kliniczny pacjenta z glejakiem 

Obraz kliniczny pacjenta z wczesnym stadium rozwoju glejaka składa się z wielu 

niespecyficznych objawów, do których zaliczamy: bóle głowy, ortostatyczne bóle głowy, 

zaciemnienie pola widzenia, ogniskowe objawy neurologiczne, problemy z chodzeniem 
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lub siłą, problemy z pamięcią lub zdolnością koncentracji, trudności z mową i zmiany 

osobowości, pojawianie się lub pogorszenie się napadów drgawkowych w wyniku, któ-

rych może wystąpić letarg, nudności, wymioty i podwójne widzenie [114–116]. Szeroki 

przekrój objawów i mnogość przyczyn je wywołujących stanowi problem przy rozpozna-

waniu glejaka. Dodatkowo nie istnieją metody diagnostyczne, które można by stosować 

jako metody przesiewowe w celu wykrycia nowotworu we wczesnym stadium. Zapadal-

ność i przeżywalność w przypadku glejaka różni się w zależności od typu histologicz-

nego [19] i profilu genetycznego nowotworu [117]. Leczeniem w przypadku guzów gle-

jowych jest połączenie resekcji chirurgicznej guza, radioterapii i chemioterapii (protokół 

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 m2 po-

wierzchni ciała na dzień, 7 dni w tygodniu od pierwszego do ostatniego dnia radioterapii, 

a następnie sześć cykli adiuwantowego temozolomidu od 150 do 200 mg na m2 przez 

5 dni podczas każdego 28-dniowego cyklu) [118]. Pomimo stosowania wielokierunkowej 

terapii w leczeniu guzów glejowych, przy tak różnorodnych możliwościach progresji no-

wotworu schemat ten jest niewystarczający [119]. W przeciwieństwie do innych typów 

nowotworów, poczyniono bardzo niewielkie postępy w leczeniu glejaków o wysokim 

stopniu złośliwości. Kluczowymi czynnikami odpowiadającymi za to niepowodzenie to 

wysoki stopień proliferacji, naciekający charakter i znaczna heterogeniczność komór-

kowa guza [120]. W przypadku glejaków rozlanych (do których należy GBM) bardzo 

ciężko jest przeprowadzić kompletną resekcję chirurgiczną, ze względu na ich rozległą 

infiltrację w miąższu OUN [118]. Dodatkowo wysoka heterogeniczność między- i we-

wnątrznowotworowa bardzo utrudnia prawidłową identyfikację celów terapeutycznych 

[120]. 

 

1.7 Budowa niszy nowotworowej glejaka wielopostaciowego 

GBM jest klasycznym przykładem heterogeniczności komórkowej guza [121]. Se-

kwencjonowanie jednokomórkowego RNA ujawniło, że w obrębie jednego guza może 

istnieć wiele podtypów, podkreślając znaczną heterogeniczność między- i wewnątrzno-

wotworową GBM [122]. W skład komórkowy guza wchodzą nie tylko różniące się od 

siebie w ekspresji i selekcji izoform linie komórek nowotworowych [122], ale także sze-

roka gama nienowotworowych komórek zrębu, w tym naczyń krwionośnych, różnych in-
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filtrujących i rezydentnych komórek odpornościowych oraz innych typów komórek gle-

jowych [123]. Istotną składową puli komórkowej guza są również rakowe komórki ma-

cierzyste (CSC ang. cancer stem cells) umożliwiające jeszcze większą heterogeniczność 

guza i zwiększone możliwości proliferacyjne [124].  

Obok zmienności komórkowej dla glejaka charakterystyczna jest również zmienność 

mikrośrodowiska guza, wywołana dostępem do substancji odżywczych i tlenu. Zmienny 

poziom tych substancji wywołany jest masywnym wzrostem nowotworu i nieprawidłową 

angiogenezą narastającego guza [123]. W zależności od dostępu powyższych czynników 

zmienia się profil molekularny komórek guza.  

W literaturze można znaleźć wyróżnianie trzech regionów guza GBM, są to: hipok-

syjny niewzrostowy rdzeń guza, region intensywnego wzrostu guza- występujący około 

naczyniowo i region stanowiący obrzeże guza, silnie infiltrujące, otaczające guz obszary 

OUN [123]. W dalszych podrozdziałach zdefiniowano te obszary jako: niewzrastający 

rdzeń guza, korę guza, obrzeże guza.  

 

Niewzrastający rdzeń guza 

Rdzeń guza GBM charakteryzuje się niedotlenieniem i martwicą psedopalisadową, 

powstałą wskutek niewystarczającego dokrwienia tych regionów guza, a przez to małym 

dostępem tlenu i składników odżywczych. Do powyższych konsekwencji może dojść 

w wyniku niedrożności naczyń krwionośnych, zapaści i zakrzepicy wewnątrznaczynio-

wej [125]. Przyczynić się do tego może również okluzja naczyń krwionośnych wywołana 

apoptozą komórek śródbłonka naczyń indukowaną angiopoetyną 2 [125]. W wyniku two-

rzenia się regionów niedotlenienia i niedożywienia, a przez to regionów martwicy, ko-

mórki guza migrują, tworząc wokół regionu martwicy palisady składające się z cienkich 

i wydłużonych komórek, których jądro również jest wydłużone (Rycina 2). Komórki sta-

nowiące palisadę charakteryzują się niską proliferacją i wyższym wskaźnikiem apoptozy 

niż komórki dalej położone od regionu martwicy [125].  

Występowanie martwicy pseudopalisadowej i niedotlenienia tylko pozornie zdaje się 

negatywnie wpływać na rozwój guza. Mechanizmy indukowane niedotlenieniem wspo-

magające rozwój GBM takie jak: migracja komórek GBM, angiogeneza, czy tworzenie 

środowiska immunosupresyjnego, zostały szerzej opisane w kolejnych podrozdziałach. 

 



24 

 

 

Rycina 2. Przykład struktury martwicy pseudopalisadowej. Fotografia oryginalna 

w powiększeniu x20 (A) i x40 (B), oraz skali 200µm (A) i 100µm. (B). Białymi strzał-

kami zaznaczono obszar martwicy. 
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Niewzrastający rdzeń guza - komórki migrujące z rdzenia guza 

Obecnie uważa się, że niedotlenienie jest jednym z kluczowych czynników przeżycia 

komórek nowotworowych i rozwoju guza GBM. W wyniku niedotlenienia w komórce 

wzrasta poziom czynników białkowych: HIF-1, HIF-2, HIF-3 (czynnik indukowany hi-

poksją ang. hypoxia-inducible factors) [126, 127]. Wzrost ich aktywności w komórce 

zmienia profil ekspresji genów poprzez interakcję z elementami odpowiedzi na niedotle-

nienie (HRE ang. hypoxia-responsive elements) [128]. 

Aktywna postać tych czynników transkrypcyjnych to forma heterodimeru składają-

cego się z podjednostki α i podjednostki β [129]. Podjednostka α pełni funkcje regulato-

rowe dla tego białka, jej ekspresja i stałość wpływa na poziom aktywności gotowego di-

meru [129]. Podjednostka β nazywana również arylowym węglowodorowym transloka-

torem jądrowym (ARNT, ang. aryl-hydrocarbon receptor nuclear translocator) nie jest 

poddawana regulacji, ale jej połączenie z podjednostką α jest niezbędne do prawidłowego 

funkcjonowania czynników transkrypcyjnych HIF [130]. Podjednostki α białek HIF-1, 

HIF-2, HIF-3 regulowane są przez poziom tlenu w komórce, regulacje transkrypcji i de-

gradację proteolityczną. W warunkach normoksji degradacja proteolityczna następuje 

w proteosomie na skutek znakowania ubikwityną przez białko von Hippla-Lindaua 

(pVHL, ang. Von Hippel–Lindau tumor suppressor) [131–133]. Do ubikwitynacji docho-

dzi w skutek hydroksylacji dwóch reszt prolinowych (Pro402 HIF-1α, Pro564 HIF-1α, 

Pro405 HIF-2α i Pro531 HIF-2α) przez hydroksylazy prolinowe (PHD, ang. proline hy-

droxylase) [134]. Hydroksylacja reszt asparaginianu (Asn803 HIF-1α i Asn847 HIF-2α)  

przez czynnik hamujący HIF (FIH, ang. factor inhibiting HIF) blokuje natomiast po-

prawną aktywację transkrypcji genów zależnych od HIF [135, 136]. Na aktywność HIF 

wpływa również poziom reaktywnych form tlenu (ROS ang. reactive oxygen species) 

i tlenku azotu (NO). Niedotlenianie zwiększa poziom ROS [137], które zmniejszają inhi-

bicję podjednostek α HIF przez PHD [138] i FIH [135]. ROS zwiększają również ekspre-

sję mRNA HIFα poprzez wpływ na czynnik jądrowy κB (NF- κB, ang. nuclear factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) [139, 140]. Zwiększona ilość ROS i jo-

nów wapnia wpływa na aktywację szlaku kinaz MAPK (kinazy aktywowane mitogenami, 

ang. mitogen-activated protein kinase), które poprzez fosforylację zwiększają stabilność 

i aktywność transkrypcyjną HIF-1α [141, 142]. NO przyczynia się do zwiększenia stabil-

ności białka HIF-1α poprzez S-nitrozylowanie cysteiny w pozycji 533 w warunkach nor-

moksji [143, 144]. Należy jednak zaznaczyć, że ROS i NO mogą wspólnie aktywować 
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PHD i przez to przyczyniać się do degradacji HIF, mogą również zwiększać stężenie jo-

nów wapnia i aktywować kalpainę, doprowadzając do niezależnej od proteosomu degra-

dacji czynnika HIF [145, 146].  

W komórkach pseudopalisady glejaka zwiększona ilość białek HIF indukuje ekspre-

sję czynników takich jak czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego (VEGF ang. vascu-

lar endothelial growth factor) i interleukinę 8 (IL-8 ang. interleukin 8), które są zaanga-

żowane w różne aspekty homeostazy komórkowej, w tym przeżycie, metabolizm, inwa-

zję i angiogenezę [127, 147–149]. 

W warunkach hipoksji komórki CSC różnicują się do komórek podobnych do komó-

rek śródbłonka i uczestniczą w nowotworowej angiogenezie [150]. Powstałe naczynia 

krwionośne cechuje szereg dysfunkcji takich jak: dezorganizacja, wysoka przepuszczal-

ność, nieprawidłowości w ścianie śródbłonka przyczyniających się do utraty bariery 

krew-mózg [151]. Powstawanie nowotworowych naczyń krwionośnych w obszarach 

martwicy pseudopalisadowej pozwala komórkom nowotworowym wzrastać ku zewnątrz 

[123].  

Rdzeń guza w wyniku nieprawidłowego dokrwienia pozbawiony jest również sub-

stancji odżywczych niezbędnych do wytworzenia energii. Warunki niedotlenienia zmu-

szają komórki do korzystania z glikolizy beztlenowej jako źródła energii. HIF-1α zwięk-

sza ekspresję wielu enzymów, które uczestniczą w glikolizie w celu utrzymania wystar-

czającego poziomu ATP (adenozynotrójfosforan ang. adenosine triphosphate) w niedo-

tlenionych komórkach [152]. 

 

Niewzrastający rdzeń guza - komórki tworzące martwicę i środowisko immunosupresyjne 

Masywny wzrost guza w wyniku niedotlenienia wywołuje migracje komórek i two-

rzenie pseudopalisady, ale przyczynia się również do martwiczej śmierci komórek pozo-

stających w strefie długotrwałego niedotlenienia. Proces ten przyczynia się do wydziele-

nia do mikrośrodowiska guza substancji prozapalnych [153]. W wyniku ich działania na-

pływające nienowotworowe komórki układu odpornościowego zmieniają się w komórki 

immunosupresyjne.  

Makrofagi wnikają do guza w odpowiedzi na chemokiny za pośrednictwem stanu 

zapalnego [154]. W regionie rdzenia guza komórki TAM (makrofagi związane z nowo-

tworem, ang. tumor-associated macrophages) są rekrutowane w wyniku działania VEGF 
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zależnego od HIF [155]. TAM ulegają polaryzacji w kierunku fenotypu immunosupre-

syjnego poprzez metabolity, takie jak kinurenina [156]. Uwalniane przy powstawaniu 

martwicy wzorce molekularne związane z uszkodzeniem (DAMP, ang. damage-associa-

ted molecular patterns) mają działanie chemoatraktywne na najobficiej występujące ko-

mórki układu odpornościowego - neutrofie [157]. Wysunięto teorię, że początkowo po-

wstała martwica w glejaku rekrutuje neutrofile, które następnie aktywują mechanizmy 

ferroptozy powiększające obszar martwicy, tworząc w ten sposób dodatnie sprzężenie 

zwrotne dla rozwoju martwicy [158]. HIF-1α pochodzący z komórek GBM może rów-

nież tłumić odpowiedź immunologiczną komórek T poprzez aktywację supresorowych 

limfocytów T regulatorowych (Treg ang. regulatory T cells) [159]. 

Klasyczne cytokiny immunosupresyjne związane z glejakiem to TGF-β i IL-10 (in-

terleukina 10 ang. interleukin 10). TGF-β hamuje prezentacje antygenu przez limfocyty 

i komórki NK (ang. natural killer cells) obecne w guzie, oraz wraz z IL-10 kierunkuje 

TAM w stronę fenotypu immunosupresyjnego [160]. Innymi cytokinami wyrażanymi 

w glejaku są IL-1β (interleukina 1β, ang. interleukin 1β), IL-6, TNF-α (czynnik martwicy 

nowotworów, ang. tumor necrosis factor α) i IL-8 [161].  

 

Kora guza 

Kora guza jest strefą intensywnego wzrostu nowotworu. Intensywna proliferacja 

i zwiększanie masy guza przyczynia się do dużego zapotrzebowania na składniki odżyw-

cze w tej części guza. Dodatkowo tak zwiększona ilość komórek w stosunku do obecnego 

unaczynienia wywołuje przejściową, choć cyklicznie występującą hipoksję [162]. W tej 

części guza prowadzona jest również intensywna angiogenza w celu zapewniania komór-

kom dostępu do składników odżywczych i tlenu. Błędy w tworzeniu nowych naczyń 

mogą również przyczyniać się do powstawania obszarów hipoksji różniącej się od tej 

występującej w rdzeniu guza [163–165].  

 

Kora guza - metabolizm energetyczny komórek glejaka wielopostaciowego 

Komórki agresywnych nowotworów charakteryzują się dużymi zdolnościami ad-

aptacyjnymi metabolizmu energetycznego dzięki czemu zachowują swój potencjał inwa-

zyjny [166]. 

W komórkach guza GBM HIF2-α reguluje ekspresję transporterów glukozy 

(GLUT1 i GLUT3) [167]. Glukoza dostarczona do komórki jest fosforylowana, w celu 
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wykorzystania jej do produkcji energii. W normalnych komórkach mózgowych proces 

ten katalizuje heksokinaza pierwsza. W komórkach GBM w stanie hipoksji natomiast 

ekspresję heksokinazy drugiej promuje HIF1-α zwiększając ilość ufosforylowanej glu-

kozy [168]. Ułatwienie przepływu glukozy przez szlak glikolizy zapewnia również na-

dekspresja izoformy płytkowej fosfofruktokinazy i nadmierna aktywacja tego enzymu 

w komórkach GBM [169]. Fruktozo-1,6-bisfosforan zintensyfikowanie powstały w reak-

cji katalizowanej przez fosfofruktokinazę allosterycznie aktywuje embrionalną formę ki-

nazy pirogronianowej, która jest obecna w komórkach GBM, ale nie w normalnej tkance 

mózgowej [169, 170]. Embrionalna forma kinazy pirogronianowej jest również nadwy-

rażana w komórkach GBM, dodatkowo intensyfikując wydajność reakcji przeniesienia 

grupy fosforanowej z fosfoenolopirogronianu na ADP z wytworzeniem pirogronianu 

i ATP. Powstający w wyniku tych reakcji pirogronian może być przekształcany dalej 

w cyklu Krebsa lub pod wpływem dehydrogenazy mleczanowej, może być przekształ-

cony w mleczan. W komórkach GBM dehydrogenaza mleczanowa jest nadekspresjono-

wana, w wyniku czego powstaje nie tylko mleczan, ale również NAD+ (forma utleniona 

dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego, ang. oxidized form nicotinamide adenine di-

nucleotide) [171]. NAD+ zwiększa aktywację dehydrogenazy aldehydu glicerynowego-3-

fosforanu (GAPDH, ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase), a tym samym in-

tensyfikuje proces glikolizy. Powstały w komórkach mleczan odprowadzany jest do śro-

dowiska guza za pośrednictwem transporterów monokarboksylowych, których blokada 

sprzyja hamowaniu inwazyjności guza GBM [172]. Pirogronian niepoddany przekształ-

ceniu w mleczan trafia do mitochondrium, jednak intensywność tego procesu jest zmniej-

szona w części guzów GBM, ze względu na delecję w genie kodującym mitochondrialny 

nośnik pirogronianowy. Występowanie wspomnianej delecji jest paradoksalnie związane 

z mniejszą przeżywalnością pacjentów [173]. Przekształcenie pirogronianu w acetylo-

CoA jest również procesem zaburzonym w komórkach GBM [174]. 

Według obecnej klasyfikacji warunkiem zakwalifikowania guza glejowego do 

grupy GBM jest występowanie IDH typu dzikiego. W związku z powyższym reakcja wy-

twarzania α-ketoglutaranu w cyklu Krebsa zachodzi klasycznie. Ilość α-ketoglutaranu 

w cyklu jest podyktowana również dopływem tego α-ketokwasu z reakcji oksydacyjnej 

deaminacji katalizowanej przez dehydrogenazę glutaminową, której ekspresja w GBM 

jest zwiększona [175]. Reakcja katalizowana przez dehydrogenazę glutaminową jest klu-

czowa dla dostarczenia szkieletów węglowych niezbędnych do pozyskiwania energii 
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z cyklu Krebsa, szczególnie zważywszy na zaburzenie procesu przekształcania pirogro-

nianu w acetylo-CoA. Guz GBM wykorzystuje dostatek glutaminy w mózgu, będącej 

masywnie produkowanym neurotransmiterem, w celu pozyskania glutaminianu. Duży 

dostatek substratu dla dehydrogenazy glutaminowej, jest warunkowany nie tylko obec-

nością glutaminy w środowisku guza, ale także wysoką aktywnością glutaminazy katali-

zującej rozpad glutaminy do glutaminianu [176]. 

Powyższe zmiany metaboliczne umożliwiają komórkom GBM funkcjonować 

w środowisku zmiennej podaży tlenu. Przestawienie metabolizmu energetycznego na 

profil beztlenowy jest szybkie ze względu na już wcześniej prowadzoną intensywną gli-

kolizę beztlenową. Powrót do metabolizmu tlenowego umożliwia natomiast szybki do-

stęp do szkieletów węglowych za sprawą dwóch reakcji. Przedstawione implikacje skło-

niły do stworzenia modelu badawczego niedoboru składników odżywczych, w którym 

komórki mają zmniejszony dostęp do glutaminy, a pirogronian nie jest dostępny w śro-

dowisku. 

 

Kora guza - hipoksja cykliczna 

Niedotlenienie cykliczne pojawia się w guzie w sposób powtarzalny i przej-

ściowy, wywołując narastającą amplitudę zmian w metabolizmie komórek guza. Często-

tliwość i stopień wahań poziomu tlenu zależy między innymi od wielkości guza, jego 

lokalizacji i intensywności wzrostowej [177–179]. 

W niedotlenieniu cyklicznym HIF-1 jest aktywowany mocniej i dłużej [180–182], 

a wraz z kolejnymi falami hipoksji dochodzi do jego akumulacji [183]. Stabilność HIF-1 

jest warunkowana zwiększonym poziomem ROS, w wyniku zmniejszenia aktywności 

PHD [181, 184] oraz dezaktywacji FIH [135]. Reaktywne formy tlenu w komórkach 

GBM mogą powstawać w wyniku niedotlenienia cyklicznego poprzez regulacje w górę 

NOX1 (oksydaza fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADPH), ang. 

NADPH oxidase) [183] i NOX4 [182, 185]. W niedotlenieniu cyklicznym dochodzi rów-

nież do degradację HIF-2α przez aktywację kalpain wywołaną reaktywnymi formami 

tlenu [186]. 

W niedotlenieniu cyklicznym dochodzi także do silniejszej aktywacji EGF, niż 

w hipoksji ciągłej [187]. Wzrasta również aktywacja kinazy białkowej A [188], której 

fosforylacyjna funkcja zwiększa stabilność podjednostki HIF-1 [188, 189]. 
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Obrzeże guza 

Obszar określany jako obrzeże guza często definiowany jest jako nisza inwazyjna 

GBM, ze względu na występowanie w tym obszarze komórek nowotworowych, które 

poprzez swoją migrację w zdrową tkankę przesuwają granice guza. 

GBM, podobnie jak inne rozlane glejaki, ma tendencję do tworzenia wypustek 

infiltrujących zdrowe tkanki, powstających przeważnie wzdłuż dróg nerwowych, opon 

mózgowych, błon podstawnych, w tym naczyń krwionośnych (migracja wzdłuż struktur 

Scherera [190]) [191]. Inwazyjność guza GBM prowadzona wzdłuż naczyń krwiono-

śnych wydaje się być głównym mechanizmem inwazji tego typu nowotworu [123]. Ko-

mórki GBM nasilają stopnień inwazji wraz z wrastającym w guzie niedotlenieniem. HIF 

indukuje ekspresję kinazy tyrozynowo-białkowej Met (c-Met, ang. tyrosine-protein ki-

nase Met), co przyczynia się do wzrostu inwazyjności komórek nowotworowych [192]. 

Obszar obrzeża guza, w odróżnieniu od jego pozostałych rejonów, jest lepiej una-

czyniony, jednak wraz z postępem inwazji komórki nowotworowe wypierają astrocyty 

z kontaktu z komórkami naczyń krwionośnych, prowadząc tym samym do zmiany napię-

cia naczyniowego i zniszczenia bariery krew-mózg [193]. Dochodzi tym samym do roz-

woju niedotlenienia cyklicznego, rozwinięcia środowiska immunosupresyjnego i prze-

kształcenia się danego obszaru w strefę intensywnego wzrostu guza, czyli korę guza. 

W wyniku tego procesu astrocyty występujące w strefie obrzeża guza mogą być również 

włączone w obszar guza [123]. 

Astrocyty obrzeża guza mogą również ulegać procesowi reaktywnej astroglejozy 

w wyniku interakcji z guzem [123]. Reaktywne astrocyty wydzielają bowiem do środo-

wiska guza czynnik wzrostu tkanki łącznej (CTGF, ang. connective tissue growth factor), 

który wiąże się z receptorami na CSC (receptor kinazy tyrozynowej typu A i integryna β 

1) i wywołuje za pośrednictwem NF-Κb (czynnik jądrowy κB (ang. nuclear factor kappa-

light-chain-enhancer of activated B cells)) zmniejszoną ekspresję E-kadheryny. Zmniej-

szona ekspresja E-kadheryny przyczynia się z kolei do zwiększenia inwazyjności i mi-

gracji komórek guza [194]. Dodatkowo astrocyty w obrzeżu guza wydzielają białko SHH 

(ang. sonic hedgehog), które wiąże się z białkiem PTCH1 (ang. protein patched homolog 

1), indukując tym samym białko SMO (ang. smoothened), które wywołując aktywację 

czynników transkrypcyjnych GLI (białko palca cynkowego GLI1, ang. zinc finger pro-

tein GLI1), przyczynia się do dalszego rozwoju komórek guza GBM [195, 196]. 
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Komórkami obrzeża również wspomagającymi rozwój guza GBM są komórki mi-

krogleju. Komórki odpornościowe OUN gromadzą się na granicy guza nie rozpoczynając 

reakcji odpornościowej, jak dzieje się to w przypadku jakichkolwiek zaburzeń homeo-

stazy OUN [197]. Mikroglej dodatkowo rekrutowany i aktywowany jest w obszarze guza 

poprzez czynnik stymulujący kolonie 1 (CSF1, ang. colony stimulating factor 1), inter-

leukinę 34 (IL34) i czynnik komórek macierzystych (SCF, ang. stem cell factor) wydzie-

lane przez komórki guza. W wyniku tej aktywacji dochodzi do wzrostu wytwarzania 

przez mikroglej naskórkowego czynnika wzrostu (EGF, ang. epidermal growth factor), 

który wspomaga komórki GBM w migracji [198]. 

 

2. Receptory zależne od hormonów płciowych 

Termin hormon został po raz pierwszy użyty w 1905 roku przez fizjologa Ernesta 

Henry'ego Starlinga na Croonian Lecture dla Royal College of Physicians of London 

[199]. Ówczesna definicja hormonu mówiła, że jest to: „substancja wytwarzana przez 

gruczoły z wewnętrzną wydzieliną, która służy do przenoszenia sygnałów przez krew do 

narządów docelowych" [199]. Obecnie definicja hormonu została zmieniona pod wpły-

wem rozwoju wiedzy z dziedziny endokrynologii. Hormony są rozpuszczalnymi prze-

kaźnikami układu hormonalnego. Nazywamy tak szereg różnych substancji pełniących 

funkcje sygnałowe i regulatorowe w organizmie wielokomórkowym [199]. 

Ze względu na miejsce działania hormony dzielimy na endokrynne (działanie odległe 

poprzez krążenie ustrojowe) i parakrynne (działanie na sąsiadujące komórki bez udziału 

krążenia ustrojowego). Ze względu na strukturę chemiczną hormony dzielimy na biał-

kowe i steroidowe. Hormony pełnią funkcję sygnałowo-regulatorową poprzez łącznie się 

z receptorami i dalszą transdukcję sygnału. Receptory odbierające sygnał mogą znajdo-

wać się na zewnątrz błony komórkowej, na wewnętrznej stronie błony komórkowej lub 

wewnątrz komórki w cytoplazmie. 

Hormony steroidowe to pochodne cholesterolu, wśród nich można wyróżnić grupę 

hormonów płciowych, do których należą: androgeny, estrogeny i progestageny. Hor-

mony te działają głównie przez receptory jądrowe, które znajdują się w cytoplazmie ko-

mórki. Hormony białkowe działają natomiast poprzez połączenie z receptorem na po-

wierzchni komórki. Należą do nich między innymi hormon folikulotropowy czy prolak-

tyna. 
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2.1 Receptor androgenowy 

Gen kodujący AR (receptor androgenowy, ang. androgen receptor) znajduje się na 

długim 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 kodujący białko [201]. Wielkość intronów obecnych w AR waha się 0,7 

do 2,6 kb [201]. Odnotowano 8 transkryptów tego genu [200]. 

AR jest czwartym członkiem grupy C, trzeciej podrodziny receptorów jądrowych 

(NR3C4 ang. nuclear receptor subfamily 3, group C, member 4) [202]. Białko AR wystę-

puje w dwóch głównych izoformach o długości 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 składającej się z dwóch palców 

cynkowych domeny wiążącej DNA (DBD, ang. DNA binding domain) i domeny 

wiążącej ligand (LBD, ang. ligand binding domain) [203]. NTD jest domeną kodowaną 

w całości przez ekson 1 i stanowi ponad połowę wielkości białka AR [204]. Charaktery-

zuje się powtórzeniami glutaminy i glicyny, ale ich ilość jest bardzo zmienna w populacji 

[205]. Ilość powtórzeń wpływa na składanie i strukturę NTD w AR [206], przy czym 

zmniejszona ich ilość wpływa na zwiększoną aktywność transaktywacji AR [207]. DBD 

jest regionem wysoce konserwatywnym wśród receptorów hormonów steroidowych 

[208]. Pojedynczy monomer DBD ma rdzeń złożony z dwóch palców cynkowych, każdy 

z nich składa się z czterech reszt cysteiny [208]. W skład LBD AR wchodzą cztery krót-

kie pasma β (tworzące razem dwa antyrównoległe arkusze β) i jedenaście α-helis, które 

stanowią trójwarstwowy, antyrównoległy, α-spiralny fałd, o strukturze 3 warstwowej ka-

napki [208]. 

AR w nieaktywnej formie związany jest cytozolowo z białkami szoku cieplnego 

(HSP90, HSP70, ang. heat shock proteins) [209], po przyłączeniu liganda receptor dyso-

cjuje od kompleksu i translokuje się do jądra, gdzie uczestniczy we wzroście ekspresji 

określonych genów [210]. Niewiele dotychczas wiadomo o regulacji ekspresji genów 

przez AR w GBM, w przeciwieństwie do komórek raka prostaty, gdzie wpływ AR na 

biologię tego guza jest bardzo dobrze poznany [211]. 

Istnieje wiele ligandów AR. Są to substancje naturalne lub zsyntetyzowane [212]. 

Dwoma najważniejszymi endogennymi ligandami AR są, będące androgenami, testoste-

ron i DHT (5α-dihydrotestosteron ang. 5α-dihydrotestosterone) [213]. DHT powstaje 
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z testosteronu w skutek działania enzymu 5α-reduktazy [214, 215]. DHT różni się od te-

stosteronu brakiem pojedynczego podwójnego wiązania na pierścieniu A [213]. Ta po-

zornie niewielka różnica w budowie wywołuje dwukrotnie większe powinowactwo DHT 

do AR i pięciokrotnie mniejsze tępo dysocjacji tego liganda w porównaniu do testoste-

ronu [216]. Androgeny są hormonami występującymi w znacznie wyższych stężeniach 

u mężczyzn niż u kobiet [217], co mogłoby tłumaczyć częstsze występowanie GBM 

u mężczyzn. AR pełni rolę czynnika transkrypcyjnego i odpowiada za wzrost ekspresji 

genów kontrolujących tworzenie męskiego fenotypu. 

AR jest dodatkowo receptorem, którego wariant AR-V7/AR3 może być aktywowany 

niezależnie od liganda co opisywano w komórkach raka prostaty [218]. Powyższy me-

chanizm jest możliwy dzięki krzyżowej aktywacji molekularnych ścieżek sygnałowych 

takich jak insulinopodobny czynnik wzrostu keratynocytowy (KGF, ang keratinocyte 

growth factor), EGFR i receptor drugiego ludzkiego naskórkowego czynnika wzrostu 

(HER2, ang. epidermal growth factor receptor) [211]. Występowanie tego wariantu po-

twierdzono również w GBM [211]. 

 

2.2 Receptory estrogenowy α i estrogenowy β 

ERα jest pierwszym odkrytym receptorem estrogenowym [219]. ERα jest pierw-

szym członkiem grupy A trzeciej podrodziny rodziny receptorów jądrowych, dlatego na-

zywany jest również NR3A1 (ang. nuclear receptor subfamily 3, group A, member 1) 

[220]. ERα kodowany jest przez gen ESR1 leżący na 6 chromosomie w pozycji 6q25.1-

q25.2 [221], zawiera 140 Kb [222] z czego 1785 pz stanowi [223] 8 eksonów obecnych 

w genie [222]. Białko ERα składa się z 595 aminokwasów i ma łączny ciężar cząstecz-

kowy 66,2 kDa [223]. ERβ znany również jako drugi członek grupy A trzeciej podrodziny 

rodziny receptorów jądrowych (NR3A2 ang. nuclear receptor subfamily 3, group A, 

member 2), odkryty został 38 lat po ERα. Gen kodujący ERβ (ESR2) znajduje się na 14 

chromosomie w pozycji 14q22-q24 [219]. Podobnie jak w przypadku ERα składa się z 8 

eksonów o całkowitej długości 40 Kb [219]. Białko ERβ składa się z 530 aminokwasów 

i ma masę cząsteczkową 59,2 kDa [224]. 

Podobnie jak inne jądrowe receptory, receptory estrogenowe zbudowane są z czte-

rech domen: domeny amino-końcowej (domena A / B), domeny wiążącej DNA (DBD; 

domena C), regionu zawiasu (domena D) i domeny wiążącej ligand (LBD; E-domena). 
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Dodatkowo w ER występuje domena karboksylowo-końcowa (domena F) [225]. W do-

menie amino-końcowej i domenie wiążącej ligand występują funkcje aktywacji tran-

skrypcji (AF1, AF2, ang. activation function). AF 1 jest ważne dla transaktywacji nieza-

leżnej od ligandu, natomiast AF2 dla zależnej od ligandu regulacji transkrypcji [226]. 

Domena DBD jest wysoce homologiczna pomiędzy ERα i ERβ (97% homologii). 

Wysokim stopniem podobieństwa charakteryzuje się również domena LBD (60% homo-

logii). W przypadku pozostałych domen procent powtarzalności struktury jest niższy 

i wynosi: 18% dla domeny N-końcowej, 30% dla regionu zawiasowego i 18% dla do-

meny C-końcowej [227]. 

ER w stanie nieaktywnym związane są z białkami Hsp90, dzięki czemu nie wiążą się 

z elementami odpowiedzi na estrogeny w DNA (ERE ang. estrogen response elements) 

[228]. Nie powiązane z ligandem białko ERα ma krótki czas półtrwania (4-5h) i jest stale 

degradowane poprzez proces ubikwitynacji i proteosom [229]. Połączenie ligandu z re-

ceptorem wywołuje zmiany w konformacji 12 helisy domeny LBD i aktywacji receptora 

[230]. Po połączeniu receptora z ligandem dochodzi do jego dimeryzacji, translokacji do 

jądra komórkowego i wiązania z ERE [231]. Do aktywacji receptora może dochodzić na 

drodze klasycznej poprzez jego interakcje bezpośrednio z DNA lub nieklasycznie po-

przez interakcje białko - białko. Klasycznie homodimier ER wiąże się z ERE, który sta-

nowi fragment o długości 15 pz z dwoma miejscami o sekwencji PuGGTCA, oddzielo-

nymi od siebie trzema pz [232]. ER może również wpływać na transkrypcje genów po-

przez interakcję z innymi czynnikami transkrypcyjnymi takimi jak: czynnik transkryp-

cyjny Sp1, (Sp1, ang. specificity protein 1), czynnik transkrypcyjny AP-1 (AP-1, ang. 

activator protein 1) lub NF- κB. Poprzez interakcje z powyższymi czynnikami ERα może 

przyczyniać się do zwiększenia proliferacji, różnicowania, przeżycia i wzrostu komórki 

[220]. ER może być również aktywowany w sposób niezależny od ligandu, w skutek fos-

forylacji reszt serynowych receptora przez czynniki wzrostu lub inne wewnątrzkomór-

kowe szlaki sygnałowe prowadząc do jego aktywacji [233]. 

Dotychczas opisano trzy izoformy ERα: ERαΔ3 (brak 3 eksonu, kodującego czę-

ściowo domenę DBD) [234], ERα36 (nie wykazuje aktywności transkrypcyjnych 1 i 2, 

a ostanie 138 aa zastąpione jest inną sekwencją 22 aa) [235], ERα46 (pozbawiona pierw-

szych 173 aa i aktywność transkrypcyjnej 1) [236]. W przypadku ERβ występują cztery 

izoformy: ERβcx/2, ERβ3, ERβ4 i ERβ5, które różnią się między sobą domeną C koń-

cową i nie wiążą estrogenów [237]. 
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 Ligandami ER są małe lipofilowe cząsteczki zwane estrogenami, wyróżnić wśród 

nich można 17β-estradiol, estron i estriol [238]. 

Receptory estrogenowe α i β różnią się pod względem profilu ekspresji w poszcze-

gólnych tkankach ludzkiego organizmu. Często pomimo występowania obu typów recep-

tora jeden z nich wyrażany jest na wyższych poziomach ekspresji. ERα ulega ekspresji 

głównie w tkankach rozrodczych kobiety (macica, jajnik), piersiach, nerkach, kościach, 

białej tkance tłuszczowej i wątrobie, podczas gdy ekspresja ERβ znajduje się w jajniku, 

ośrodkowym układzie nerwowym, układzie sercowo-naczyniowym, płucach, męskich 

narządach rozrodczych, prostacie, okrężnicy, nerkach i układzie odpornościowym [239]. 

Receptory regulują różne procesy fizjologiczne takie jak rozwój i prawidłowe funkcjo-

nowanie tkanek związanych z układem płciowym kobiety. Uczestniczą także w zacho-

waniu homeostazy szkieletu czy regulacji metabolizmu [240]. 

ERα promuje również wzrost i proliferację komórek. Przyczynia się tym samym do 

rozwoju wielu jednostek chorobowych, w tym nowotworów [240]. Udział sygnalizacji 

receptora estrogenowego w progresji raka piersi jest powszechnie znany [241], ERα wy-

kazuje ekspresję w 70% przypadków guza piersi [242], a wiele leków takich jak tamoksi-

fen [243] czy fulwestrant [244] jest skierowane przeciwko temu receptorowi. Należy rów-

nież zauważyć, że ERα zaangażowany jest w rozwój takich nowotworów jak: rak pro-

staty, płaskonabłonkowy rak jamy ustnej czy rak endometrium. W raku prostaty rozwój 

guza stymulowany jest przez estrogen działający przez ERα, którego zablokowanie wiąże 

się ze zmniejszeniem przerzutów do kości czy płuc [245]. W raku płaskonabłonkowym 

jamy ustnej ekspresję ERα stwierdza się częściej u starszych pacjentów płci męskiej, 

a występowanie tego receptora wiąże się często ze złośliwością tego nowotworu [246]. 

W komórkach raka endometrium również wykrywa się ekspresję ERα, a także odnoto-

wuje się jej istotne statystycznie zwiększenie w przypadku raków endometrium dających 

przerzuty do węzłów chłonnych [247]. W przypadku raka wątroby, estrogeny i sam re-

ceptor ERα zdają się pełnić rolę protekcyjną i ograniczającą postęp rozwoju nowotworu 

[248]. 

W przypadku ERβ w literaturze znany jest raczej jako supresor nowotworów. 

W przypadku raka jajnika poziom ekspresji ERβ jest niższy niż w zdrowej tkance [249], 

a utrata ekspresji tego receptora wiąże się z krótszym całkowitym przeżyciem pacjentek 

z rakiem [250]. Donosi się również, że nie tylko ilość receptora wpływa na efekt obser-

wowany, ale także jego lokalizacji w komórce. W przypadku komórek raka jajnika, ERβ 
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obserwowany jest głównie w cytoplazmie, natomiast w prawidłowych komórkach w ją-

drze [251]. W przypadku raka piersi obserwuje się spadek ekspresji ERβ wraz z postępem 

choroby [252]. Ponowny wzrost ekspresji tego receptora wiąże się z spadkiem prolifera-

cji komórek w wyniku tłumienia szlaków sygnałowych MAPK i PI3K (kinaza fosfoino-

zytydu 3 ang. phosphoinositide 3-kinases) [253], promowaniem apoptozy i lepszą odpo-

wiedzią na chemioterapię [254]. W przypadku raka prostaty ERβ również wykazuje coraz 

niszą ekspresję wraz z progresją nowotworu w wyniku metylacji jego promotora [255]. 

Ochronna rola ERβ została również wykazana w raku okrężnicy, ERβ przyczynia się bo-

wiem do hamowania procesów zapalnych biorących udział w kancerogenezie raka jelita 

grubego [256]. 

 

2.3 Receptor progesteronowy 

 Receptor progesteronowy (PGR ang. progrsteron recptor) należy do rodziny re-

ceptorów jądrowych podrodziny 3, grupy C, członek 3 (NR3C3, ang. nuclear receptor 

subfamily 3, group C, member 3) [257]. Loci genu kodującego PGR to 11q22.1 [258]. 

PGR składa się z trzech domen: N-końcowej domeny (NTD), centralnej domeny wiążą-

cej DNA (DBD) i domeny wiążącej ligand (LBD). Domena NTD zawiera dwa regiony 

o funkcji aktywacyjnej w procesie transkrypcji: AF1 i AF3. W skład domeny DBD wcho-

dzą dwa wysoce konserwatywne palce cynkowe i region zawiasowy (H). Domena LBD 

zawiera kolejny region o funkcji aktywacyjnej AF2 [259, 260]. 

Wyróżniamy dwie pierwotne izoformy PGR: PGR-A (~94 kDa) i PGR-B (~116 

kDa). Izoforma PGR-B wyposażona jest w dodatkowy 164 aminokwasowy fragment na-

zywany segmentem B (BUS ang. B upstream). Fragment ten wchodzi w skład domeny 

NTD i zawiera w sobie region AF3 [261]. Izofroma PGR-A działa jako represor funkcji 

PGR-B [262]. Występowanie w komórce obu izoform i ich aktywacja tym samym ligan-

dem powoduje, że o wywołanym efekcie nie decyduje obecność danej izoformy, a wza-

jemny stosunek tych izoform w komórce [263]. 

PGR znajdujący się w cytoplazmie łączy się za pośrednictwem LBD z ligandem 

(progesteronem) [264, 265], a następnie dimeryzuje i translokuje się do jądra komórko-

wego, gdzie łączy się z elementami odpowiedzi progesteronu (PRE, ang. progesterone 

response elements) w promotorze lub odległym wzmacniaczu docelowego genu [259, 

260]. PGR podawany jest różnym modyfikacjom potranskrypcyjnym takim jak fosfory-

lacja, ubikwitynacja, acetylacja i 36etylacją. Procesy te wpływają na poziom ekspresji 



37 

 

PGR, aktywność transkrypcyjną i docelowy dobór genów, których transkrypcja jest po-

budzana przez PGR [266]. PGR może również wpływać na transkrypcję genów w sposób 

niebezpośredni, wiążąc się z innymi czynnikami transkrypcyjnymi, takimi jak: AP-1, 

SP1, NF-kB i aktywator przetwornika sygnału transkrypcji 3 (STAT3, ang. signal 

transducer and activator of transcription 3) [259]. PGR wykazuje również działania nie-

genomowe poprzez aktywacje kaskady kinaz rodziny SRC (ang. SRC kinase family) 

[267]. Pod nieobecność ligandu PGR może być fosforylowany przez mitogenne kinazy 

białkowe, takie jak: CDK2 (kinaza zależna 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 sposób zależny od cyklu ko-

mórkowego. W środowisku silnie mitogennym jakim są nowotwory PGR może być ak-

tywowany bez obecności ligandu jakim jest progesteron. PGR może również wpływać na 

transkrypcje genów poprzez zaangażowanie w lokalną i globalną trójwymiarową organi-

zację chromatyny [270]. Progesteron pobudza proliferację w nabłonku piersi i jest uzna-

wany za czynnik ryzyka nowotworu piersi. Rola progesteronu i jego receptora rozpatry-

wana jest również w nowotworach: endometrium [271], prostaty [272] i tarczycy [273].  

 

2.4 Receptor prolaktynowy 

Receptor prolaktynowy (PRLR ang. prolactin receptor) jest receptorem typu cytoki-

nowego, należącym do podrodziny typu I, która obejmuje również receptory hormonu 

wzrostu, leptyny, erytropoetyny czy czynnika hamującego białaczkę [274, 275]. 

Prolaktyna (PRL, ang. prolactin) będąca ligandem PRLR wytwarzana jest w przed-

nim płacie przysadki mózgowej oraz pozaprzysadkowo w gruczole sutkowym, prostacie, 

skórze, komórkach układu odpornościowego i wielu częściach mózgu [276, 277]. Poziom 

PRL może być jednak wyższy w mózgu niż ogólnoustrojowo ze względu na występowa-

nie wstecznego przepływu krwi od przedniego płata przysadki do podwzgórza [278]. 

PRLR kodowany jest przez gen PRLR mapowany na 5p13.2 [279]. Gen PRLR składa 

się z ponad 100 Kb [280]. W skład genu PRLR wchodzi 11 eksonów, z których białko 

kodowane jest od części eksonu 3. Eksony poprzedzające tworzą 5’UTR [280]. Receptor 

PRL jest złożony z trzech głównych domen: domeny zewnątrzkomórkowej (EC, ang. 

extracellular domain), domeny transmembranowej (TM, ang. transmembrane domain) 

i domeny wewnątrzkomórkowej (IC, ang. intracellular domain) [275]. Domena EC PRLR 

składa się z dwóch subdomen (S1 i S2) zawierających siedmiopasmowy antyrównoległy 
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motyw fibronektyny III β arkusz [281]. Subdomena S1 zawiera dwa wysoce zachowane 

wiązania dwusiarczkowe (cysteiny 12 i 22 oraz cysteiny 51 i 62) [282]. Usunięcie które-

gokolwiek z wiązań dwusiarczkowych w PRLR eliminuje zarówno aktywację za pośred-

nictwem ligandu [282], jak i działania biologiczne [283]. Domena TM jest wysoce kon-

serwatywna i nie różni się pomiędzy izoformami PRLR. Domena IC PRLR zawiera bo-

gate w prolinę motywy hydrofobowe takie jak: Box 1, Variable Box (V-Box), Box 2 

i Extended Box 2 (X-Box) [284]. Zmiany w domenie IC wpływają na efekty biologiczne 

powstające po aktywacji receptora. 

Receptor PRL istnieje w kilku izoformach wytwarzanych przez alternatywny spli-

cing lub rozszczepienie po translacyjne. Wyróżniamy długą izoformę PRLR [285], po-

średnią izoformę PRLR [285] i dwie krótkie izoformy PRLR [286]. Długa 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]. Izoforma pośrednia ma masę 50 kDa, jej skrócony forma wynika z przesunięcia 

ramki odczytu po 312 reszcie aminokwasowej [280]. Izoforma pośrednia PRLR nie może 

indukować proliferacji komórek w odpowiedzi na PRL, ale może pośredniczyć w prze-

życiu komórki [280]. W mleku i surowicy ludzkiej opisano również występowanie izo-

formy rozpuszczalnej, posiadającej tylko jedną domenę pozakomórkową o masie 33 kDa 

[280]. 

Do prawidłowej aktywacji PRLR niezbędne jest związanie dwóch cząsteczek recep-

tora z jedną cząsteczką hormonu. Wiązanie przebiega oddzielnie dla dwóch miejsc wią-

zania na hormonie. Badacze nie są zgodni, czy drugie wiązanie jest możliwe dzięki zmia-

nie konformacji miejsca przyłączenia wywołanej pierwszym połączniem, czy jest to spo-

wodowane interakcją pomiędzy receptorami. Przyłączenie PRL do jego receptorów wy-

wołuje aktywacje poniższych szlaków sygnałowych: JAK-STAT (kinazy janusowe, ang. 

janus kinase), MAPK i PI3K. Box 1 domeny IC PRLR jest konstytutywnie związany 

z białkiem Jak2. Po dimeryzacji PRLR białko Jak2 ulega aktywacji i fosforyluje reszty 

tyrozynowe na PRLR [288]. Białka Stat 5a i Stat 5b również są fosforylowane przez Jak2 

i odłączają się od PRLR, by związać się z elementami GAS (elementy odpowiedzi na 

aktywację interferonu γ, ang. interferon-γ activation sequence) w DNA w jądrze komór-

kowym [289]. Powoduje to aktywację transkrypcji określonych genów, których działanie 

może indukować proliferację komórek, jak wykazano na liniach komórkowych raka 

piersi (T47D, BT-20 i MCF-7) [290, 291]. PRLR aktywuje również szlak Ras-Raf-
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MAPK (Ras, nadrodzina białek Ras, ang. Ras superfamily, Raf, kinazy Raf, ang. Raf 

kinases), gdzie spośród kinaz MAPK PRLR aktywuje głównie MAPK1/2 i C-jun (czyn-

nik transkrypcyjny Jun, ang. transcription factor Jun) [292, 293]. Aktywacja PRLR może 

hamować działanie kaspazy 3 poprzez kinazę białkową B (AKT, ang. protein kinase B) 

[294] hamując proces apoptozy. PRLR wpływa również na modulację cytoszkieletu i in-

terakcję z kinazami adhezyjnymi wpływając przez to na migrację komórek [295].  

Miejscowa ekspresja PRLR skorelowana jest z wyższym ryzykiem rozwoju raka 

piersi i prostaty [296]. Guzy piersi charakteryzują się wyższa ekspresją PRLR niż tkanka 

je otaczająca [297]. Ekspresja PRLR jest wyższa w guzach prostaty niż w zdrowych tkan-

kach. Odnotowano także wyższe poziomy ekspresji w płynie pochodzącym z prostaty 

mężczyzn z rakiem, niż u zdrowych mężczyzn [298]. Działanie PRLR indukujące proli-

ferację, 39 ngiogeneza i oporność na leki chemioterapeutyczne zostało 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 znajdujący się na chromosomie 2 w pozycji 2p21–p16 

i ma około 190 Kb [302]. Składa się z 10 eksonów i 9 intronów o zróżnicowanej wielko-

ści wahającej się od 69 do 1234 pz dla eksonów i od 108 do 15 kb dla intronów [302]. 

Pierwsze 9 eksonów koduje domenę zewnątrzkomórkową białka, a ekson 10 pozostałe 

domeny [302, 303]. Pierwotnie białko FSHR zbudowane jest z 695 aminokwasów, jed-

nak po zakotwiczeniu w błonie komórkowej sekwencja sygnałowa składająca się z 17 

aminokwasów jest odcinana, a funkcjonalne białko składa się z 678 aminokwasów [304]. 

Masa cząsteczkowo funkcjonalnego białka FSHR to około 75 kDa [304]. 

FSHR występuje u ludzi w 4 izoformach, których funkcję biologiczną znamy tylko 

w przypadku 1 i 3 izoformy [305]. FSHR-1 jest formą sprzężoną z białkiem G, FSHR-2 

jest formą dominującą negatywną, FSHR-3 to czynnik wzrostu typu 1 i FSHR-4 będąca 

rozpuszczalną izoformą FSHR [306]. Istnieje również wariant składający się tylko z ek-

sonów 1–8 [307].  

FSHR należy do rodziny receptorów hormonu glikoproteinowego (GPHR, ang. gly-

coprotein hormone receptors) podgrupy 10 klasy A nadrodziny receptorów sprzężonych 

z białkiem G (GPCR, ang. G protein-coupled receptors) [308]. FSHR podobnie jak inne 
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GPCR, składa się z domeny zewnątrzkomórkowej wiążącej ligand wraz z regionem za-

wiasowym, domeny transbłonowej składającej się z transbłonowych 7 α-helis, 3 pętli we-

wnątrzkomórkowych i 3 zewnątrzkomórkowych, domeny wewnątrzkomórkowej z C-

końcem białka [308]. Cechą charakterystyczną GPHR, do których obok FSHR należą 

receptor tyreotropiny (TSHR ang. thyrotropin receptor) i receptor lutropiny/choriogonad-

otropiny (LHCGR ang. luteinizing hormone/choriogonadotropin receptor), jest 

występowanie dużej domeny zewnątrzkomórkowej składającej się z ponad 320 ami-

nokwasów [308].  

FSHR wyrażany jest głównie w tkankach i komórkach związanych z układem roz-

rodczym. U kobiet ulega ekspresji w komórkach ziarninowych, rozwijających się pęche-

rzyków w jajniku [309]. U mężczyzn jego ekspresja występuje głównie w komórkach 

Sertolego w kanalikach nasiennych [310, 311]. Istnieją jednak doniesienia o występowa-

niu FSHR także w kościach [312], monocytach [313], wątrobie [314], rozwijającym się 

łożysku [315], komórkach śródbłonka z żyły pępkowej [316], naczyniach krwionośnych: 

złośliwych guzów [317, 318] i przerzutów [319]. Należy oczywiście zaznaczyć, że 

w przypadku kości i monocytów opisywane są inne izoformy FSHR, niż te działające 

w komórkach jajnika, a ich aktywacja nie powoduje wzrostu ilości cAMP w komórkach, 

a wzrost transkrypcji białek sygnałowych RANKL (ligand aktywatora receptora jądro-

wego czynnika κ B, ang. receptor activator of nuclear factor kappa-Β ligand) [313]. Po-

dobnie w przypadku komórek śródbłonka z żyły pępkowej, aktywacja FSHR nie wywo-

łuje wzrostu cAMP, a autorzy sugerują tu stymuluję szlaku sygnałowego PI3K/AKT 

[316]. W naczyniaku dziecięcym odnotowano ekspresję FSHR oraz zauważono związek 

pomiędzy wzrostem tego nowotworu, a wydzielaniem FSH u pacjenta [320]. Ekspresję 

FSHR wykryto w naczyniach krwionośnych guzów prostaty, piersi, okrężnicy, trzustki, 

pęcherza moczowego, nerek, płuc, wątroby, żołądka, jąder i jajników [318], a także 

w mięsaku tkanek miękkich [321]. W komórkach linii raka gruczołu krokowego nieza-

leżnego od androgenów (PC-3), również odnotowano ekspresję FSHR. Autorzy wskazują 

na rolę FSH w stymulowaniu wzrostu. Ekspresja ta, była również wcześniej odnotowy-

wana w komórkach niektórych normalnych ludzkich tkanek prostaty i łagodnym rozro-

ście gruczołu krokowego (BPH, ang. benign prostatic hyperplasia), a bardziej intensyw-

nie w większości tkanek raka prostaty (PCa, ang. prostate cancer) [322]. Wzrost ekspresji 

FSHR został również odnotowany w naczyniach krwionośnych zmian endometrialnych, 
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przy porównaniu z naczyniami krwionośnymi zdrowego endometrium [323]. Odnoto-

wano również, że polimorfizmy w genie kodującym FSHR mogą mieć wpływ na stopień 

zawansowania tej choroby [324]. FSHR-3 przyczynia się do napływu jonów wapnia do 

komórki i aktywuje szlak MAPK w komórkach warstwy ziarnistej jajnika [325].  Linie 

komórkowe raka z komórek nabłonka jajnika wyrażają FSHR-3, ale nie FSHR-1. FSH 

wywołuje aktywację MAPK i proliferację komórek [326]. W związku z powyższym 

FSHR-3 może przyczyniać się do aktywności mitotycznej i proliferacji komórek. 

 

3. Przesłanki do podjęcia pracy 

Za udziałem jądrowych receptorów hormonalnych w zmianie biologii komórek 

glejaka przemawia fakt, iż występowanie tych nowotworów różni się istotnie u kobiet 

i mężczyzn [20, 27, 28]. Znacznie częściej chorują mężczyźni, a kobiety w wieku 

przedmenopauzalnym charakteryzują się wyższą przeżywalnością, w stosunku do ko-

biet w wieku pomenopauzalnym, czy mężczyzn [327–330]. Glejak jest nowotworem, 

którego charakterystyczny sposób wzrostu, może wywierać wpływ na tworzenie się 

w jednym guzie różnych linii komórkowych. Tworzy on bowiem podczas naciekania 

zdrowych tkanek swego rodzaju długie wypustki [331]. Ograniczony dostęp do skład-

ników odżywczych i tlenu, w niektórych częściach guza, wpływa na powstanie w gu-

zie obszarów martwicy [332]. W wyniku czego, w samym guzie powstają różniące się 

od siebie struktury. Dotychczas prowadzone badania nad receptorami hormonalnymi 

w glejaku dotyczyły linii komórkowych, tkanek pochodzących od pacjentów lub zwie-

rząt laboratoryjnych. Badania na tkankach traktują guz nowotworowy jako całość, na-

tomiast hodowle komórkowe nie oddają różnorodności i przestrzennej zmienności li-

nii komórkowych w guzie. W związku z tym potrzebne są badania, które pozwolą 

określić różnice pomiędzy ekspresją jądrowych receptorów hormonów płciowych 

w poszczególnych obszarach guza.  
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CEL PRACY 

Celem przeprowadzonych badań było określenie ekspresji receptorów zależnych 

od hormonów płciowych w poszczególnych strukturach guza GBM, a także sprawdze-

nie wpływu warunków panujących w guzie na ekspresję receptorów zależnych od hor-

monów płciowych in vitro. 

 

Cele szczegółowe 

1. Sprawdzenie ekspresji genów i białek oraz lokalizacji komórkowej białek receptorów 

zależnych od hormonów płciowych (AR, PGR, ERα, ERβ, PRLR, FSHR) w poszcze-

gólnych strukturach guza (rdzeń, kora, obrzeże guza). 

2. Sprawdzenie różnić w ekspresji genów i białek receptorów zależnych od hormonów 

płciowych (AR, PGR, ERα, ERβ, PRLR, FSHR) w poszczególnych strukturach guza 

(rdzeń, kora, obrzeże guza) u kobiet i mężczyzn. 

3. Sprawdzenie ekspresji genów i białek oraz lokalizacji komórkowej białek receptorów 

zależnych od hormonów płciowych (AR, PGR, ERα, ERβ, PRLR, FSHR) w różnych 

warunkach występujących w guzie (warunki nekrozy, hipoksji, niedoboru składników 

odżywczych) w modelu in vitro z wykorzystaniem hodowli komórek glioblastoma 

astrocytoma (U87). 
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CZĘŚĆ DOŚWIADCZALNA 

1. Model badawczy i materiał badany 

1.1 Model badawczy 

W badaniu zastosowano dwa modele badawcze. Pierwszy wykorzystywał materiał 

pochodzący z różnych struktur guza GBM od pacjentów. Miał on za zadanie wykazać 

różnice w ekspresji receptorów płciowych pomiędzy różnymi strukturami guza zarówno 

na poziomie genu jak i białka. Drugi model badawczy, model in vitro, został stworzony 

w celu sprawdzenia czy analizowane czynniki wpływają na ekspresję badanych recepto-

rów. Sztucznie wywołano w nim warunki imitujące czynniki, które mogą wpływać na 

ekspresję badanych receptorów i są czynnikami występującymi przy wzroście guza. Za-

łożono, że zastosowanie tych dwóch modeli badawczych umożliwi wnioskowanie, 

o przyczynie zmiany ekspresji danych receptorów płciowych w poszczególnych struktu-

rach GBM. 

 

1.2 Materiał pochodzący od pacjentów  

Materiał biologiczny pochodzący od pacjentów pozyskano od osób ze zdiagnozowa-

nym guzem mózgu, potwierdzonym przez badanie neuroobrazowe (rezonans magne-

tyczny lub tomografię komputerową) oraz wynikiem badania histopatologicznego wska-

zującym GBM. Projekt uzyskał wszystkie niezbędne zgody wymagane prawem krajo-

wym i międzynarodowym dla tego typu badań (Załącznik numer 1). Do projektu włączo-

nych zostało 28 pacjentów w tym 16 mężczyzn i 12 kobiet. Pacjenci byli w wieku od 36 

do 81 lat. Wszyscy pacjenci przed operacją otrzymali „Informację dla pacjenta” na temat 

prowadzonego projektu, formularz pisemnej zgody, a następnie ankietę dotyczącą stanu 

zdrowia pacjenta (Załącznik numer 2). Dodatkowo, każdy pacjent został pouczony o do-

browolności udziału w projekcie i jego nieodpłatności. Pacjenci byli kwalifikowani do 

operacji według procedur obowiązujących w klinice (kwalifikacja chirurgiczna i aneste-

zjologiczna) bez względu na udział w projekcie. Pacjenci poddani zostali standardowej 

procedurze anestezjologicznej obejmującej znieczulenie ogólne z zastosowaniem intuba-

cji dotchawicznej. 

Materiał został pozyskany przy przeprowadzaniu resekcji chirurgicznej guza zaleca-

nej dla pacjentów na podstawie standardów leczenia dla postawionej diagnozy GBM. 

Podczas operacji kraniektomii, resekcja guza wykonana została w sposób klasyczny 

obejmujący: zdjęcie kości i opon mózgowych, następnie uwidocznienie i resekcję guza, 
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w dalszej kolejności zaszycie opon mózgowych, a następnie zaszycie tkanek podskór-

nych i skóry. Materiał pobrany do badań naukowych stanowiły próby pobrane z trzech 

obszarów guza: niewzrastającego rdzenia guza obejmującego głównie obszary martwicy, 

kory guza, czyli strefy guza rosnącego i obrzeża guza. Wyszczególnione obszary guza 

stosowane są zarówno w praktyce klinicznej, jaki i w badaniach naukowych. Pewność 

właściwej identyfikacji poszczególnych części guza, zapewniło zastosowanie metody 

neuronawigacji podczas operacji. Neuronawigacja polegała na wykonaniu, jeszcze przed 

operacją, mapowania chorego mózgowia poprzez wykonanie serii cienkich warstw axial-

nych 1.5 mm, przy użyciu rezonansu magnetycznego (1.5 i 3 Tesli). Uzyskane wyniki 

wprowadzono do urządzenia neuronawigacyjnego, by podczas operacji możliwe było 

określenie pozycji znakowanych narzędzi chirurgicznych w odniesieniu do tkanki nowo-

tworowej. Dokładność tej techniki, oceniana jako 1-2 mm, pozwoliła wykonać w sposób 

bezpieczny i wiarygodny resekcję guza. Charakterystykę grupy badanej przedstawiono 

w tabeli poniżej (Tabela 1). 

Tabela 1. Charakterystyka grupy badanej. 

Płeć 
Kobiety Mężczyźni Brak danych 

10 14 - 

Rodzaj pracy 
Fizyczna Umysłowa Brak danych 

13 7 4 

Palenie 

tytoniu 

Tak Nie Brak danych 

17 4 3 

Miejsce za-

mieszkania 

Wieś 

Miasto 

<10 tysięcy 

Miasto 

10-100 tysięcy 

Miasto 

>100 tysięcy 

Brak danych 

3 4 4 9 4 

 Średnia Minimum Maksimum Odch. std 

Wiek 61.78 41 81 11.65 

Wzrost 171.87 147 196 11.50 

BMI 28.99 21.48 38.87 4.66 

 

1.3 Hodowla komórkowa 

 Materiał biologiczny do modelu in vitro pozyskano z hodowli komórkowych, ludz-

kich komórek nowotworowych mózgu (glioblastoma astrocytoma, linia U87), poddanych 
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określonym warunkom hodowli w celu sprawdzenia wpływu wybranych czynników na 

biologię tej linii glejaka. Linię komórkową zakupiono z European Collection of Authen-

ticated Cell Cultures (ECACC, Porton Down, Salisbury, Wielka Brytania). Komórki ho-

dowano w pożywce standardowej, której skład przedstawiono w tabeli poniżej (Tabela 

2). Hodowla prowadzona była w temperaturze 37°C, 95% wilgotności powietrza i 5% 

stężeniu CO2. 

Tabela 2. Skład pożywek hodowlanych stosowanych w doświadczeniu. 

Pożywka 

standardowa 

Pożywki testowe 

Warunki nekrozy Warunki hipoksji 

Warunki niedoboru 

składników odżyw-

czych 

EMEM (Sigma-Aldrich, Poznań, Polska) 

10% FBS (cielęca surowica płodowa, ang. fetal bovine serum) 

(Gibco Limited Brigg, Wielka Brytania) 

100 U/ml penicylina and 100 µg/ml streptomycyna  

(Gibco Limited, Brigg, Wielka Brytania) 

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

2 mM l-glutamina (Sigma-Aldrich, Poznań, Polska) 

0,2 mM L-glutamina  

(Sigma-Aldrich,           

Poznań, Polska) 

1 mM pirogronianu sodu (Sigma-Aldrich) Bez pirogronianu sodu 

- 

200 µM 

nadtlenku wodoru 

(Sigma-Aldrich, 

Poznań, Polska)  

100 µM 

chlorku kobaltu 

(Sigma-Aldrich, 

Poznań, Polska)  

- 

 

 W celu sprawdzenia jak badane warunki wpływają na ekspresje analizowanych re-

ceptorów w tej linii, wykonano doświadczenie polegające na sztucznym zaindukowaniu 

warunków w hodowli glejaka. Komórki linii U87 wysiano na płytkę 6-dołkową (Nest, 

Scientific Biotechnology, Wuxi, Jiangsu, China) gęstością 20 tysięcy/cm2, a następnie 

hodowano przez 72 h w standardowej pożywce, uzyskując odpowiednią konfluencję 

w każdym dołku hodowlanym (70-80%). Następnie podano komórkom pożywki testowe. 
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W tym celu najpierw odciągnięto stare pożywki hodowlane i delikatnie, trzykrotnie prze-

myto komórki ciepłym (37°C) roztworem PBS (sól fizjologiczna buforowana fosfora-

nami ang. phosphate buffered saline, SigmaAldrich, Poznań, Polska). W kolejnym etapie, 

do prób badanych podano wcześniej przygotowane media testowe, a do próby kontrolnej 

standardową pożywkę i hodowano przez 24 h. Skład pożywek testowych podano w tabeli 

powyżej (Tabela 2). 

Kolejne etapy różniły się w zależności od przeznaczenia prowadzonej hodowli. 

Materiał wykorzystany do badań ekspresji genów i białek (metody Real time PCR 

i ELISA (test immunoenzymatyczny (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)) pozy-

skany został poprzez odklejenie komórek od podłoża z zastosowaniem trypsyny (0,25% 

roztwór trypsyna-EDTA (wersenian disodowy, ang. ethylenediaminetetraacetic acid), 

Sigma-Aldrich, Poznań, Polska). Następnie komórki odwirowano (25 °C, 300 G, 5 min), 

supernatant odrzucono, komórki przepłukano ciepłym roztworem PBS i ponownie odwi-

rowano (25 °C, 300 G, 5 min). Uzyskane w ten sposób pelety komórkowe zostały zamro-

żone w -80 °C i wykorzystane do dalszych analiz. Hodowle w celu przeprowadzenia ana-

liz z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej, prowadzono na płytkach 6-dołkowych, 

w których wcześniej umieszczono szkiełka pokryte polilizyną (Poly-L-lysine solution, 

0.01%, sterile-filtered, BioReagen, SigmaAldric, Poznań, Polska). Po inkubacji z me-

diami testowymi, komórki przemyto ciepłym roztworem PBS, a następnie zalano 4% bu-

forowanym roztworem formaldehydu o pH 6.9 (SigmaAldrich, Poznań, Polska) i inku-

bowano w temperaturze pokojowej przez 10 min, w celu utrwalenia preparatów. Dalej 

kolejno odciągnięto formalinę i trzykrotnie przemyto komórki ciepłym roztworem PBS. 

Tak uzyskane preparaty wysuszono pod komorą laminarną i zabezpieczono do analiz. 

 

2. Metody badawcze 

2.1 Analiza ekspresji genów receptorów zależnych od hormonów płciowych w poszcze-

gólnych strukturach glejaka wielopostaciowego i komórkach linii U87 poddanych 

działaniu badanych czynników metodą ilościowej reakcji łańcuchowej polimerazy 

w czasie rzeczywistym 

W celu oznaczenia relatywnej ekspresji genów kodujących (AR, PGR, ESR1, ESR2, 

PRLR, FSHR) badane receptory przeprowadzono analizę ilościowej reakcji łańcuchowej 

polimerazy w czasie rzeczywistym (qRT-PCR). W tym celu wyizolowano mRNA z ba-

danego materiału z zastosowaniem zestawów RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, 
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Hilden, Niemcy) dla 50–100 mg próbek tkanek i zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hil-

den, Niemcy) dla 2x10^6 komórek linii komórkowej U87. Procedura została wykonana 

zgodnie z instrukcją producenta, a czystość i stężenie wyizolowanego mRNA została 

określna przy pomocy spektrofotometru Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scienti-

fic™, Waltham, MA, USA). W dalszym etapie wykonano odwrotną transkrypcję w celu 

przepisania materiału genetycznego z mRNA na cDNA. W tym celu zastosowano zestaw 

FirstStrand i starterów oligo-dT (Fermentas, Burlington, Ontario, Canada). W celu 

sprawdzenia ekspresji badanych genów wykorzystano zestaw odczynników Power 

SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornia, USA). Ana-

lizę przeprowadzono na aparacie ABI 7500. 

Zastosowane sekwencje primerów podano poniżej: 

AR: CCAGGGACCATGTTTTGCC |CGAAGACGACAAGATGGACAA  

PGR: ACCCGCCCTATCTCAACTACC |AGGACACCATAATGACAGCCT  

PRLR: TCTCCACCTACCCTGATTGAC|CGAACCTGGACAAGGTATTT 

ERα: CCCACTCAACAGCGTGTCTC |CGTCGATTATCTGAATTTGGCCT  

ERβ: 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 powtórzono dwukrotnie (powtórzenia 

techniczne) dla każdej analizowanej próbki. Do dalszej analizy wykorzystano średnie 

wartości Ct. Poziom ekspresji genu w próbce został znormalizowany do poziomów en-

dogennej kontroli genu GAPDH. Gen referencyjny został wybrany na podstawie danych 

literaturowych [335–337]. 

Analizę przeprowadzono na materiale pochodzącym od pacjentów w trzech struktu-

rach guza i na materiale z linii komórkowej hodowanej w czterech rodzajach warunków 

hodowlanych. 

 

2.2 Analiza ekspresji białek receptorów zależnych od hormonów płciowych w poszcze-

gólnych strukturach glejaka wielopostaciowego i komórkach linii U87 poddanych 

działaniu badanych czynników przy użyciu testów immunoenzymatycznych 

W celu przeprowadzenia analiz białkowych badany materiał poddano homogeniza-

cji, której przebieg był różny w zależności od przetwarzanego materiału. Procedura dla 

tkanek pochodzących od pacjentów polegała na nożowej homogenizacji około 1 cm3 
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tkanki w 1 ml zimnego PBS (0.01M, pH=7.4) (Sigma-Aldrich, Poznań, Polska) zawiera-

jącego inhibitory proteinaz (PhosSTOP i cOmplete, Mini Protease Inhibitor Cocktail, 

Sigma-Aldrich, Poznań, Polska). Cały proces prowadzony był temperaturze około 4 °C. 

Uzyskany w ten sposób materiał poddano procesowi sonifikacji. W przypadku materiału 

pochodzącego z hodowli linii komórkowej U87, homogenizacji nożowej poddano pelety 

zawierające 2x10^6 komórek zawieszonych w 0,5 ml komercyjnego buforu RIPA 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) zawierającego inhibitory proteinaz 

(PhosSTOP i cOmplete, Mini Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich, Poznań, Pol-

ska) zgodnie z zaleceniami producenta. Następnie przetworzony w ten sposobów mate-

riał, poddano procesowi zamrażania i rozmrażania. W kolejnym etapie próbki pocho-

dzące od pacjentów i te uzyskane z hodowli poddano wirowaniu (5 minut, 5000×g), 

w celu uzyskania supernatantu. W dalszym etapie wykonano oznaczenie stężenia białka 

całkowitego w supernatancie przy użyciu MicroBCAPierce™ (Thermo Fisher Scientific 

Waltham, MA, USA). Na podstawie oznaczonych wartości dokonano rozcieńczenia po-

zyskanego supernatantu, w celu otrzymania mieszaniny o stężeniu końcowym nie więk-

szym niż 0,3 mg/ml. Po rozcieńczeniu ponownie dokonano oznaczenia stężenia białka 

całkowitego w rozcieńczonym materiale. Oznaczenia stężeń poszczególnych receptorów 

dokonano z użyciem komercyjnych zestawów testów ELISA (FineTest, Wuhan, Chiny): 

-Human AR ELISA Kit 9 (EH0033), 

-Human PGR ELISA Kit (EH1449), 

-Human PRLR ELISA Kit (EH15147), 

-Human ERα ELISA Kit (EH0033), 

-Human ERβ ELISA Kit (EH3015), 

-Human FSHR ELISA Kit (EH3088). 

Wyniki odczytano przy użyciu czytnika do płytek (BiochromAsys UVM 340). Uzy-

skane wartości przeliczono na ilość białka całkowitego. Analizę przeprowadzono na ma-

teriale pochodzącym od pacjentów w trzech strukturach guza i na materiale z linii komór-

kowej hodowanej w czterech rodzajach warunków hodowlanych. 

 

2.3 Analiza ekspresji białek receptorów zależnych od hormonów płciowych w poszcze-

gólnych strukturach glejaka wielopostaciowego metodą immunohistochemii 

Fragmenty guzów po pobraniu były przetrzymywane w 4% roztworze formalde-

hydu, w celu ich utrwalenia przez 24 godziny. Następnie tkanki guza zostały poddane 
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odwodnieniu w szeregu odwadniającym składającym się z: absolutnego etanolu, absolut-

nego etanolu z ksylenem zmieszanych w stosunku 1:1 i ksylenu. Po odwodnieniu mate-

riał zatopiono w bloczkach parafinowych. Materiał zabezpieczony w postaci bloczków 

parafinowych został uzyskany z Katedry i Kliniki Neurologii Pomorskiego Uniwersytetu 

Medycznego w Szczecinie oraz Katedry i Zakładu Patomorfologii Pomorskiego Uniwer-

sytetu Medycznego w Szczecinie.  

W celu przeprowadzenia dalszych badań bloczki zostały pocięte przy użyciu mikro-

tonu (340E Electronic Rotary Microtome, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA), a skrawki w ten sposób uzyskane zostały umieszone na szkiełkach podstawowych 

pokrytych polilizyną (Sigma-Aldrich, Poznań, Polska). Następnie preparaty zostały od-

parafinowane w ksylenie i uwodnione w szeregu malejących stężeń etanolu. W dalszej 

kolejności poddane zostały dwukrotnemu gotowaniu w 10 mM buforze cytrynianowym 

o pH 9,0 (Dako Inc., Canpinteria, CA, USA) przez 4 i 3 minuty w kuchence mikrofalowej 

(700 W). Po gotowaniu preparaty ochłodzono i przemyto PBS (Sigma-Aldrich, Poznań, 

Polska). Endogenną peroksydazę zablokowano przy użyciu 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 

całą noc z przeciwciałami: PGR Antibody (sc-810, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, 

TX, USA), ERα Antibody (sc-8005, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), ERβ 

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. Stężenie dla przeciwciał przeciwko: 

PR, ERα, ERβ, AR, PRL-R wynosiło 4 µg/ml, natomiast przeciwciała przeciwko FSHR 

10 µg/ml i zostały dobrane zgodnie z zaleceniami producenta. Następnie preparaty po-

dano barwieniu systemem awidyna-biotyna-peroksydaza chrzanowa z diaminobenzy-

dyną jako chromogenem przy zastosowaniu zestawu Dako LSAB + System-HRP (Dako 

Inc., Dako Inc., Canpinteria, CA, USA). Preparaty podbarwiono również hemotoksyliną 

(Chempur, Piekary Śląskie Polska) w celu uwidocznienia cytoplazmy i jader komórko-

wych. Zdjęcia preparatów wykonano przy zastosowaniu mikroskopu świetlnego (Leica 

DM5000 B, Wetzlar, Niemcy) zintegrowanego z kamerą. 
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Analizy przeprowadzono dla receptorów: AR (NR3C4), PGR (NR3C3), ERα 

(NR3A1), ERβ (NR3A2), PRLR, FSHR w przykładowych preparatach wykonanych ze 

skrawków guza pochodzącego od pacjenta zakwalifikowanego do badania. 

 

2.4 Wizualizacja receptorów płciowych w komórkach linii U87 wykonana za pomocą 

mikroskopii konfokalnej 

Utrwalone preparaty z hodowli komórkowej przepłukano roztworem PBS (Sigma-

Aldrich, Poznań, Polska) i permeabilizowano komórki przez 20 minut w 0,5% roztworze 

TRITON X100 (Sigma-Aldrich, Poznań, Polska). Następnie przy użyciu PBS odpłukano 

detergent i inkubowano szkiełka z surowicą blokującą (2,5% surowica końska w PBS 

(Thermo-Fischer, Waltham, MA, USA) przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Na-

stępnie preparaty inkubowano z przeciwciałami I-rzędowymi: PGR Antibody (sc-810, 

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), ERα Antibody (sc-8005, Santa Cruz Bio-

technology, Dallas, TX, USA), ERβ 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 rozcieńczeniu przez go-

dzinę w temperaturze pokojowej, w komorze wilgotnej. W dalszym etapie przeciwciało 

I-rzędowe zostało wypłukane przy użyciu roztworu PBS. Następnie inkubowano komórki 

z przeciwciałem II-rzędowym połączonym z fluorochromem (FITC, MerckMillipore, 

Poznań, Polska), przez 1 godzinę w temperaturze pokojowej, w komorze wilgotnej, 

w ciemności, w celu uwidocznienia ich w komórkach. Ponownie opłukano szkiełka 

w PBS i inkubowano z DAPI (MerckMillipore, Poznań, Polska) przez 20 minut w tem-

peraturze pokojowej w celu wizualizacji jąder komórkowych. Tak przygotowane prepa-

raty, po ostatecznym płukaniu w PBS, zamknięto w medium do fluorescencji (Dako, Glo-

strup, Hovedstaden, Denmark) w celu wydłużenia ich trwałości. Preparaty poddano oce-

nie mikroskopowej w systemie mikroskopii konfokalnej FV1000 (Olympus, Hamburg, 

Germany) połączonej z mikroskopem odwróconym IX81 (Olympus, Hamburg, Ger-

many). Obrazy zarejestrowano wielokanałowo: laser 488nm dla FITC oraz dioda lase-

rowa 405nm dla DAPI. 

Analizy przeprowadzono dla receptorów: AR (NR3C4), PGR (NR3C3), ERα 

(NR3A1), Erβ (NR3A2), PRLR, FSHR w 4 warunkach badanych. 
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2.5 Analiza statystyczna 

Analizę statystyczną wykonano przy użyciu Statistica 13 software. Analizie staty-

stycznej poddano wyniki relatywnej ekspresji genów kodujących badane receptory, uzy-

skane z analizy ilościowej reakcji łańcuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (qRT-

PCR) oraz ilość białka badanych receptorów, przeliczone na mg białka całkowitego 

w próbce oznaczone przy użyciu testów ELISA. W pracy wykorzystano dwa modele ba-

dawcze, które analizowano oddzielnie.  

Model komórkowy: w pierwszej kolejności wykonano test Shapiro–Wilka, którego 

wyniki wskazywały na rozkłady normalne we wszystkich analizowanych grupach, za-

równo dla ekspresji genu jak i białka. W dalszej kolejności wykonano T test, w celu po-

równania badanych warunków z wynikami pozyskanym z kontroli.  

Model na tkankach pacjentów: zastosowano Shapiro–Wilk test. Wyniki wykazały, 

w przewarzającej części rozkłady niezgodne z rozkładem normalnym, w związku z po-

wyższym zastosowano test U Manna-Whitneya do porównania tożsamych struktur po-

między płciami oraz test rangowanych znaków Wilcoxona, do porównania pomiędzy 

strukturami w obrębie płci i bez jej uwzględnienia. Wartości 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 

składników odżywczych, hipoksji i nekrozy 

Ekspresja mRNA AR w komórkach hodowanych w warunkach niedoboru składni-

ków odżywczych była istotnie statystycznie wyższa (p<0,005) niż ekspresja mRNA AR 

w komórkach hodowanych w warunkach kontrolnych, o średnio 150% (Rycina 3A). 

W warunkach niedotlenienia ekspresja mRNA AR była istotnie statystycznie niższa 

(p<0,0000005) i stanowiła około 34% ekspresji oznaczonej w warunkach kontrolnych 

(Rycina 3A). Nie zaobserwowano natomiast istotnej statystycznie zmiany ekspresji 

mRNA AR w komórkach hodowanych w warunkach nekrozy (Rycina 3A). 

Nie zaobserwowano również istotnych statystycznie zmian w ekspresji białka AR po-

między warunkami badanymi (Rycina 3B). Średnia ekspresja białka AR dla wszystkich 

warunków badanych wynosiła 0,62 ng/mg białka całkowitego. Wyniki potwierdzono me-

todą mikroskopii konfokalnej, również nie wykazując różnic w ekspresji białka AR (Ry-

cina 4). Świecenie obserwowane było w całej objętości komórki z jego nasileniem w oko-

licach jądra komórkowego. 

 

 

Rycina 3. Ekspresja mRNA genu AR (A) i białka AR (B) w komórkach linii U87 ho-

dowanej w różnych warunkach: kontrolnych (K), niedoboru składników odżywczych 

(G), hipoksji (H) i nekrozy (N). Dane przedstawione są z zastosowaniem wykresu typu 

box plot. Analizę statystyczną przeprowadzono za pomocą testu T, *p<0,0000005, 

**p<0,005. 
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Rycina 4. Reprezentatywne zdjęcia wykonane z zastosowaniem systemu mikroskopii 

konfokalnej FV1000 (Olympus, Germany) pokazujące ekspresję białka AR w komór-

kach linii U87 hodowanej w poszczególnych warunkach: kontrolnych (K), niedoboru 

składników odżywczych (G), hipoksji (H) i nekrozy (N). Mikrofotografie wykonano 

przy powiększeniu x20 (K, G, N) x40 (H) i skali 20µm (K, G, N) oraz 30µm (H). 
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1.2 Ekspresja receptora androgenowego w niewzrastającym rdzeniu, korze i obrzeżu 

glejaka wielopostaciowego 

Ekspresja mRNA AR nie różniła się pomiędzy badanymi strukturami guza GBM 

(Rycina 5A), jak i pomiędzy płciami w obrębie jednej struktury (Rycina 5B). Średni po-

ziom ekspresji mRNA AR wynosił 0,01417 [AR/GAPDH]. 

Ekspresja białka AR różniła się istotnie statystycznie pomiędzy rdzeniem guza, 

a korą guza przed uwzględnieniem płci (p<0,05) z wyższą ekspresją białka AR w korze 

o średnio 109% (Rycina 5C). Przed uwzględnieniem płci, ekspresja białka AR w obrzeżu 

guza również była wyższa niż w rdzeniu guza, średnio o 113%. Różnica była istotna sta-

tystycznie (p<0,01) (Rycina 5C). Po uwzględnieniu płci ekspresja białka AR u kobiet 

była istotnie statystycznie wyższa w obrzeżu niż w rdzeniu guza, o średnio 120% 

(p<0,05) (Rycina 5D). 

 

 

Rycina 5. Ekspresja mRNA genu AR (A, B) i białka AR (C, D) w poszczególnych 

strukturach GBM (kora guza (K), niewzrastający rdzeń guza (R), obrzeże guza (O)) 

pozyskanych od pacjentów, pokazana łącznie (A, C) i z uwzględnianiem płci (B, D). 

Dane przedstawione są z zastosowaniem wykresu typu box plot. Analizę statystyczną 

przeprowadzono za pomocą testu rangowanych znaków Wilcoxona, *p<0,01, **p<0,05. 
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Wyniki badań immunohistochemicznych potwierdziły rezultaty badań ekspresji 

białka metodą ELISA. Rycina 6. przedstawia lokalizację i ekspresję białka AR w po-

szczególnych rejonach guza. Ekspresję receptora zlokalizowano zarówno w jądrze ko-

mórkowym jak i w cytoplazmie komórek (Rycina 6, strzałki niebieskie i zielone). Naj-

wyższą ekspresję receptora zaobserwowano w aktywnie dzielącej się części guza, czyli 

w korze guza (Rycina 6B). W obrzeżu guza ekspresja receptora była niższa i była zloka-

lizowana głównie w jądrach (Rycina 6C). 

 

 

Rycina 6. Reprezentatywne mikrofotografie pokazujące ekspresję białka AR w nie-

wzrastającym rdzeniu guza (A, białą przerywaną linią zaznaczono obszar mar-

twicy), korze guza (B) i obrzeżu guza (C) zdiagnozowanego jako GBM. Pozytywny 

wynik reakcji IHC – brązowy odczyn zaznaczony strzałkami: niebieskimi – jądrową do-

datnią reakcję barwną, zielonymi – cytoplazmatyczną dodatnią reakcję barwną. Mikrofo-

tografie wykonano przy powiększeniu x40 i skali 100 µm. 
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2. Receptory estrogenowe: receptor estrogenowy α i receptor estrogenowy β 

2.1 Ekspresja receptora estrogenowego α w modelu in vitro, w warunkach niedoboru 

składników odżywczych, hipoksji i nekrozy 

W komórkach hodowanych w warunkach hipoksji zauważono średnio 300%, istotny 

statystycznie wzrost (p<0,005) ekspresji mRNA ERα w stosunku do komórek hodowanych 

w warunkach kontrolnych (Rycina 7A). W pozostałych warunkach nie odnotowano zna-

czących różnic. 

Białko ERα było wyrażane na podobnym poziomie we wszystkich badanych warun-

kach hodowlanych i nie odnotowano istotnych statystycznie zmian (Rycina 7B). Średnia 

ekspresja białka ERα dla wszystkich warunków badanych wynosiła 5,07 ng/mg białka cał-

kowitego. Analiza zdjęć hodowli komórkowych wykonanych w systemie mikroskopii kon-

fokalnej pozwoliła wyciągnąć podobne wnioski. Świecenie w przypadku ERα, również ob-

serwowane było w całej objętości komórki z nasileniem w okolicach jądra komórkowego 

(Rycina 8). 

 

 

Rycina 7. Ekspresja mRNA genu ERα (A) i białka ERα (B) w komórkach linii U87 

hodowanej w różnych warunkach: kontrolnych (K), niedoboru składników odżyw-

czych (G), hipoksji (H) i nekrozy (N). Dane przedstawione są z zastosowaniem wykresu 

typu box plot. Analizę statystyczną przeprowadzono za pomocą testu T, *p<0,005. 



57 

 

  

Rycina 8. Reprezentatywne zdjęcia wykonane z zastosowaniem systemu mikroskopii 

konfokalnej FV1000 (Olympus, Germany) pokazujące ekspresję białka ERα w ko-

mórkach linii U87 hodowanej w poszczególnych warunkach: kontrolnych (K), niedo-

boru składników odżywczych (G), hipoksji (H), nekrozy (N). Mikrofotografie wyko-

nano przy powiększeniu x20 (K, G, N) x40 (H) i skali 30µm. 
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2.2 Ekspresja receptora estrogenowego α w niewzrastającym rdzeniu, korze i obrzeżu 

glejaka wielopostaciowego 

Ekspresja mRNA ERα (Rycina 9A i 9B) i białka ERα (Rycina 9C i 9D) nie różniła 

się pomiędzy strukturami wśród kobiet i mężczyzn, jak i pomiędzy płciami w obrębie 

jednej struktury. Średni poziom ekspresji mRNA ERα wynosił 0,00025 [ERα /GAPDH], 

natomiast białka ERα 0,45 ng/mg białka całkowitego. 

 

 

Rycina 9. Ekspresja mRNA genu ERα (A, B) i białka ERα (C, D) w poszczególnych 

strukturach GBM (kora guza (K), niewzrastający rdzeń guza (R), obrzeże guza (O)) 

pozyskanych od pacjentów, pokazana łącznie (A, C) i z uwzględnianiem płci (B, D). 

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

ERα w rdzeniu, korze i obrzeżu guza (Rycina 10). 

 

 

Rycina 10. Reprezentatywne mikrofotografie pokazujące ekspresję białka ERα 

w niewzrastającym rdzeniu guza (A, białą przerywana linią oddzielono obszar mar-

twicy (prawa strona) i obszar kory guza (lewa strona)), korze guza (B) i obrzeżu 

guza (C) zdiagnozowanego jako GBM. Mikrofotografie wykonano przy powiększeniu 

x40 i skali 100 µm. 
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2.3 Ekspresja receptora estrogenowego β w modelu in vitro, w warunkach niedoboru 

składników odżywczych, hipoksji i nekrozy 

Odnotowano istotny statystycznie spadek ekspresji mRNA ERβ zarówno w warun-

kach hipoksji (p<0,05), jak i w warunkach niedoboru składników odżywczych (p<0,05) 

(Rycina 11A). W obu przypadkach ekspresja mRNA ERβ stanowiła średnio około 50% 

ekspresji kontroli. Nie zauważono zmian w ekspresji mRNA tego receptora w warunkach 

nekrozy.  

Nie zaobserwowano również zmian w ekspresji białka ERβ pomiędzy poszczegól-

nymi warunkami badanymi (Rycina 11B). Średnia ekspresja białka ERβ dla wszystkich 

warunków badanych wynosiła 3,82 ng/mg białka całkowitego. Mikroskopia konfokalna 

potwierdziła wyniki uzyskane metodą ELISA. Stopień świecenia nie różnił się pomiędzy 

poszczególnymi warunkami badanymi (Rycina 12). Największe natężenie świecenia zlo-

kalizowane było wokół jądra komórkowego, ale występowało również w cytoplazmie 

komórek. 

 

  

Rycina 11. Ekspresja mRNA genu ERβ (A) i białka ERβ (B) w komórkach linii U87 

hodowanej w różnych warunkach: kontrolnych (K), niedoboru składników odżyw-

czych (G), hipoksji (H) i nekrozy (N). Dane przedstawione są z zastosowaniem wykresu 

typu box plot. Analizę statystyczną przeprowadzono za pomocą testu T, *p<0,05. 
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Rycina 12. Reprezentatywne zdjęcia wykonane z zastosowaniem systemu mikrosko-

pii konfokalnej FV1000 (Olympus, Germany) pokazujące ekspresję białka ERβ w ko-

mórkach linii U87 hodowanej w poszczególnych warunkach: kontrolnych (K), niedo-

boru składników odżywczych (G), hipoksji (H), nekrozy (N). Mikrofotografie wyko-

nano przy powiększeniu x20 (K, G, N) x40 (H) i skali 30µm. 
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2.4 Ekspresja receptora estrogenowego β w niewzrastającym rdzeniu, korze i obrzeżu 

glejaka wielopostaciowego 

Istotną statystycznie różnicę odnotowano również w przypadku ekspresji genu kodu-

jącego ERβ. Przed uwzględnieniem płci ekspresja mRNA ERβ w korze guza była wyższa 

o około 564% niż w rdzeniu guza (p<0,05) (Rycina 13A). Po uwzględnieniu płci w anali-

zie, ekspresja mRNA ERβ u mężczyzn była wyższa w korze guza niż w rdzeniu guza, 

średnio o 429% (p<0,05) (Rycina 13B). 

Ekspresja białka ERβ różniła się istotnie statystycznie pomiędzy rdzeniem guza 

i obrzeżem guza w analizie bez uwzględnienia płci z wyższą, o około 109% ekspresją od-

notowaną w obrzeżu guza (p<0,05) (Rycina 13C). Po uwzględnieniu płci, różnicę tę odno-

towano ponownie, ale tylko u kobiet, z ekspresją wyższą o około 115% (p<0,05) (Rycina 

13D). 

 

 

Rycina 13. Ekspresja mRNA genu ERβ (A, B) i białka ERβ (C, D) w poszczególnych 

strukturach GBM (kora guza (K), niewzrastający rdzeń guza (R), obrzeże guza (O)) 

pozyskanych od pacjentów, pokazana łącznie (A, C) i z uwzględnianiem płci (B, D). 

Dane przedstawione są z zastosowaniem wykresu typu box plot. Analizę statystyczną 

przeprowadzono za pomocą testu rangowanych znaków Wilcoxona, *p<0,05. 
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W analizie immunohistochemicznej odnotowano wyższą ekspresję białka receptora 

ERβ w korze guza niż w rdzeniu guza (Rycina 14). Ekspresja w korze widoczna była głów-

nie w cytoplazmie komórek, choć występowała również w jądrze komórkowym (Rycina 

14B, zielone i niebieskie strzałki). W obrzeżu guza ekspresja była na niższym poziomie 

niż w korze guza, czego nie wykazały wyniki z innych badań (Rycina 14C). Podobnie jak 

w przypadku wyników z testu ELISA, ekspresja białka receptora ERβ była niższa w rdze-

niu guza niż w obrzeżu guza (Rycina 14A i 14C). 

  

 

Rycina 14. Reprezentatywne mikrofotografie pokazujące ekspresję białka ERβ 

w niewzrastającym rdzeniu guza (A, białą przerywana linią zaznaczono obszar mar-

twicy), korze guza (B) i obrzeżu guza (C, białą przerywana linią oddzielono frag-

menty stanowiące korę guza) zdiagnozowanego jako GBM. Pozytywny wynik reakcji 

IHC – brązowy odczyn zaznaczony strzałkami: niebieskimi – jądrową dodatnią reakcję 

barwną, zielonymi – cytoplazmatyczną dodatnią reakcję barwną. Mikrofotografie wyko-

nano przy powiększeniu x40 i skali 100 µm. 
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3. Receptor progesteronowy 

3.1 Ekspresja receptora progesteronowego w modelu in vitro, w warunkach niedoboru 

składników odżywczych, hipoksji i nekrozy 

Przeprowadzona analiza ekspresji mRNA PGR wykazała poziom mRNA poniżej po-

ziomu oznaczalności metody, w związku z powyższym danych nie przedstawiono. 

Ekspresja białka PGR była podobna pomiędzy warunkami badanymi (Rycina 15). 

Średnia ekspresja białka PGR dla wszystkich warunków badanych wynosiła 5 ng/mg 

białka całkowitego. Podobne obserwacje poczyniono podczas analizy wyników z mikro-

skopii konfokalnej. Ekspresja białka receptora PGR była na podobnym poziomie we 

wszystkich warunkach hodowlanych, występowała w całej objętości komórki z nasile-

niem w kierunku jądra komórkowego (Rycina 16). 

 

 

Rycina 15. Ekspresja białka PGR w komórkach linii U87 hodowanej w różnych wa-

runkach: kontrolnych (K), niedoboru składników odżywczych (G), hipoksji (H), ne-

krozy (N). Dane przedstawione są z zastosowaniem wykresu typu box plot. 
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Rycina 16. Reprezentatywne zdjęcia wykonane z zastosowaniem systemu mikrosko-

pii konfokalnej FV1000 (Olympus, Germany) pokazujące ekspresję białka PGR 

w komórkach linii U87 hodowanej w poszczególnych warunkach: kontrolnych (K), 

niedoboru składników odżywczych (G), hipoksji (H), nekrozy (N). Mikrofotografie wy-

konano przy powiększeniu x20 i skali 20µm. 
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3.2 Ekspresja receptora progesteronowego w niewzrastającym rdzeniu, korze i obrzeżu 

glejaka wielopostaciowego 

Ekspresja mRNA genu PGR nie różniła się pomiędzy strukturami wśród kobiet 

i mężczyzn, jak i pomiędzy płciami w obrębie jednej struktury (Rycina 17A i 17B). 

Średni poziom ekspresji mRNA PGR wynosił 0,00031 [PGR/GAPDH]. 

Ekspresja białka PGR przed uwzględnieniem płci była istotnie statystycznie wyż-

sza w obrzeżu guza niż w rdzeniu guza (p<0,05), czy korze guza (p<0,01). Ekspresja 

białka PGR była wyższa adekwatnie o 210% i 144% (Rycina 17C). 

Po uwzględnieniu w analizie płci, istotną statystycznie różnicę wykazano tylko 

pomiędzy korą i obrzeżem guza z ponowną 161% przewagą ekspresji w obrzeżu u kobiet 

(p<0,05) (Rycina 17D). 

 

  

Rycina 17. Ekspresja mRNA genu PGR (A, B) i białka PGR (C, D) w poszczególnych 

strukturach GBM (kora guza (K), niewzrastający rdzeń guza (R), obrzeże guza (O)) 

pozyskanych od pacjentów, pokazana łącznie (A, C) i z uwzględnianiem płci (B, D). 

Dane przedstawione są z zastosowaniem wykresu typu box plot. Analizę statystyczną 

przeprowadzono za pomocą testu rangowanych znaków Wilcoxona, *p<0,01, **p<0,05. 
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W analizie immunohistochemicznej odnotowano ekspresję białka PGR we wszyst-

kich trzech badanych strukturach (Rycina 18). Zgodnie z wynikami uzyskanymi z testu 

ELISA, ekspresja białka PGR była najwyższa w obrzeżu guza, które charakteryzowało się 

dużym stopniem zabarwienia cytoplazmatycznego, jak i jądrowego (Rycina 18C, strzałki 

zielone i niebieskie). Ekspresja odnotowana w korze guza miała porównywalny stopień 

wybarwienia cytoplazmatycznego jak otoczenie guza. Charakteryzowała się jednak niż-

szym stopniem wybarwienia jądrowego (Rycina 18B, strzałki niebieskie). W rdzeniu guza 

odnotowana ekspresja białka PGR była głównie cytoplazmatyczna, a poziom jej wybar-

wienia był podobny do wybarwienia cytoplazmatycznego kory. Zabarwienie jądrowe było 

natomiast na niższym poziomie (Rycina 18A, strzałki zielone i niebieskie). 

 

 

Rycina 18. Reprezentatywne mikrofotografie pokazujące ekspresję białka PGR 

w niewzrastającym rdzeniu guza (A, białą przerywana linią zaznaczono obszar mar-

twicy), korze guza (B) i obrzeżu guza (C) zdiagnozowanego jako GBM. Pozytywny 

wynik reakcji IHC – brązowy odczyn zaznaczony strzałkami: niebieskimi – jądrową do-

datnią reakcję barwną, zielonymi – cytoplazmatyczną dodatnią reakcję barwną. Mikrofo-

tografie wykonano przy powiększeniu x40 i skali 100 µm. 
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4. Receptor prolaktynowy 

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

składników odżywczych, hipoksji i nekrozy 

Ekspresja mRNA PRLR w komórkach hodowanych w warunkach hipoksji była 

w sposób istotny statystycznie (p<0,0000005) niższa, niż ekspresja odnotowana w ko-

mórkach hodowanych w warunkach kontrolnych (Rycina 19A). Ekspresja odnotowana 

w hipoksji stanowiła średnio 8% ekspresji kontroli. W pozostałych warunkach badanych 

nie zaobserwowano zmian w ekspresji mRNA PRLR.  

Ekspresja białka PRLR nie różniła się istotnie statystycznie pomiędzy poszczegól-

nymi warunkami badanymi (Rycina 19B). Średnia ekspresja białka PRLR dla wszystkich 

warunków badanych wynosiła 127,18 pg/mg białka całkowitego. Nie wykazano również 

różnic w świeceniu komórek pomiędzy poszczególnymi warunkami badanymi (Rycina 

20). 

 

  

Rycina 19. Ekspresja mRNA genu PRLR (A) i białka PRLR (B) w komórkach linii 

U87 hodowanej w różnych warunkach: kontrolnych (K), niedoboru składników od-

żywczych (G), hipoksji (H), nekrozy (N). Dane przedstawione są z zastosowaniem wy-

kresu typu box plot. Analizę statystyczną przeprowadzono za pomocą testu T, 

*p<0,0000005. 
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Rycina 20. Reprezentatywne zdjęcia wykonane z zastosowaniem systemu mikrosko-

pii konfokalnej FV1000 (Olympus, Germany) pokazujące ekspresję białka PRLR 

w komórkach linii U87 hodowanej w poszczególnych warunkach: kontrolnych (K), 

niedoboru składników odżywczych (G), hipoksji (H), nekrozy (N). Mikrofotografie wy-

konano przy powiększeniu x20 (K, G, N) x40 (H) i skali 30µm. 
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4.2.Ekspresja receptora prolaktynowego w niewzrastającym rdzeniu, korze i obrzeżu 

glejaka wielopostaciowego 

Zaobserwowano istotną statystycznie różnicę (p<0,05) ekspresji mRNA PRLR po-

między rdzeniem guza u mężczyzn, a rdzeniem guza u kobiet (Rycina 21B), z wyższą 

ekspresją u mężczyzn średnio o 723%. Nie zaobserwowano różnic między ekspresją 

w poszczególnych strukturach guza zarówno ogólnie jak i z uwzględnianiem płci (Rycina 

21A i 21B). Średni poziom ekspresji mRNA PRLR wynosił 0,00014 [PRLR/GAPDH]. 

Białko PRLR wyrażane było na podobnym poziomie we wszystkich strukturach guza 

(Rycina 21C) i pomiędzy płciami (Rycina 21D). Średni poziom ekspresji białka PRLR 

wynosił 205,24 pg/mg białka całkowitego. 

 

 

Rycina 21. Ekspresja mRNA genu PRLR (A, B) i białka PRLR (C, D) w poszczegól-

nych strukturach GBM (kora guza (K), niewzrastający rdzeń guza (R), obrzeże guza 

(O)) pozyskanych od pacjentów, pokazana łącznie (A, C) i z uwzględnianiem płci (B, 

D). Dane przedstawione są z zastosowaniem wykresu typu box plot. Analizę statystyczną 

przeprowadzono za pomocą test U Manna-Whitneya, *p<0,05. 



71 

 

W badaniu immunohistochemicznym, nie odnotowano ekspresji białka receptora 

PRLR w rdzeniu guza (Rycina 22A). W korze guza odnotowano występowanie ekspresji 

białka receptora ERα w cytoplazmie i jądrze komórek, można również rozróżnić ją na 

miejsca o wysokiej ekspresji i miejsca charakteryzujące się jej brakiem (Rycina 22B, zie-

lone i niebieskie strzałki). W przypadku obrzeża guza nie odnotowano ekspresji białka 

receptora ERα (Rycina 22C). 

 

 

Rycina 22. Reprezentatywne mikrofotografie pokazujące ekspresję białka PRLR 

w niewzrastający rdzeniu guza (A), korze guza (B) i obrzeżu guza (C, białą przery-

wana linią odznaczono obszar kory guza w lewym górnym rogu) zdiagnozowanego 

jako GBM. Pozytywny wynik reakcji IHC – brązowy odczyn zaznaczony strzałkami: 

niebieskimi – jądrową dodatnią reakcję barwną, zielonymi – cytoplazmatyczną dodatnią 

reakcję barwną. Mikrofotografie wykonano przy powiększeniu x40 i skali 100 µm. 
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5. Receptor folikulotropowy 

5.1.Ekspresja receptora folikulotropowego w modelu in vitro, w warunkach niedoboru 

składników odżywczych, hipoksji i nekrozy 

Wyniki analizy ekspresji mRNA FSHR były poniżej poziomu oznaczalności metody, 

w związku z tym danych nie przedstawiono.  

Ekspresja białka FSHR nie była istotnie statystycznie różna (Rycina 23). Średni po-

ziom ekspresji we wszystkich warunkach badanych wynosił 2,64 ng/mg białka całkowi-

tego. 

Zdjęcia wykonane z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej wykazały obecność 

receptora w komórkach, a świecenie w nich obecne zlokalizowane jest zarówno wokół, 

jak i w samej cytoplazmie (Rycina 24). 

 

 

Rycina 23. Ekspresja białka FSHR w komórkach linii U87 hodowanej w różnych wa-

runkach: kontrolnych (K), niedoboru składników odżywczych (G), hipoksji (H) i ne-

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

pii konfokalnej FV1000 (Olympus, Germany) pokazujące ekspresję białka FSHR 

w komórkach linii U87 hodowanej w poszczególnych warunkach: kontrolnych (K), 

niedoboru składników odżywczych (G), hipoksji (H) i nekrozy (N). Mikrofotografie 

wykonano przy powiększeniu x20 (N) x40 (K, G, H) i skali 30µm. 
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5.2.Ekspresja receptora folikulotropowego w niewzrastającym rdzeniu, korze i obrzeżu 

glejaka wielopostaciowego 

Ekspresja mRNA FSHR (Rycina 25A) i białka FSHR (Rycina 25C) nie różniła się 

w poszczególnych strukturach guza. Po uwzględnieniu płci w analizie, również nie od-

notowano różnic w ekspresji mRNA FSHR (Rycina 25B), jak i białka FSHR (Rycina 

25D). Średni poziom ekspresji mRNA FSHR wynosił 0,14 [FSHR/GAPDH], natomiast 

białka FSHR 2,29 ng/mg białka całkowitego. 

 

 

 

Rycina 25. Ekspresja mRNA genu FSHR (A, B) i białka FSHR (C, D) w poszczegól-

nych strukturach GBM (kora guza (K), niewzrastający rdzeń guza (R), obrzeże guza 

(O)) pozyskanych od pacjentów, pokazana łącznie (A, C) i z uwzględnianiem płci (B, 

D). Dane przedstawione są z zastosowaniem wykresu typu box plot. 
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W analizie immunohistochemicznej odnotowano obecność białka FSHR w ko-

mórkach nabłonka naczyń krwionośnych (Rycina 26, czerwone strzałki). Zaobserwo-

wano również dodatnią ekspresję tego receptora w cytoplazmie i jądrach komórkowych 

komórek GBM (Rycina 26 zielone i niebieskie strzałki). Ekspresja nie różniła się pomię-

dzy poszczególnymi strukturami. W związku z powyższym postanowiono przedstawić 

najbardziej reprezentatywne mikrografie wizualizujące rozmieszczenie białka FSHR za-

równo w guzie GBM, jak i w nabłonku naczyń krwionośnych guza. 

 

 

Rycina 26. Reprezentatywne mikrofotografie pokazujące ekspresję białka FSHR 

w guzie GBM. Pozytywny wynik reakcji IHC – brązowy odczyn zaznaczony strzałkami: 

niebieskimi – jądrową dodatnią reakcję barwną, zielonymi – cytoplazmatyczną dodatnią 

reakcję barwną. Czerwonymi strzałkami zaznaczono nabłonek naczyń krwionośnych. 

Mikrofotografie wykonano przy powiększeniu x20 i skali 200 µm (A) oraz x40 i skali 

100 µm(B). 
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PODSUMOWANIE WYNIKÓW 

 

Porównanie ekspresji mRNA i białek receptorów zależnych od hormonów płcio-

wych uzyskanych z komórek linii U87, hodowanych w warunkach kontrolnych, niedo-

boru składników odżywczych, hipoksji i nekrozy przedstawiono w Tabeli 3. Warunki 

niedoboru składników odżywczych wywołały wzrost ekspresji mRNA AR i spadek eks-

presji mRNA ERβ. Warunki hipoksji spowodowały spadek ekspresji mRNA AR, ERβ, 

PRLR i wzrost ekspresji mRNA ERα. Warunki nekrotyczne nie wywołały natomiast 

zmian w ekspresji badanych receptorów. 

 

Tabela 3. Podsumowanie ekspresji mRNA i białek receptorów zależnych od hormonów 

płciowych w modelu in vitro. 

  Warunki badane przyrównane do kontroli 

  

Niedoboru 

składników 

odżywczych 

Hipoksja Nekroza 

Receptor 

androgenowy 

AR mRNA ↑ ↓ = 

AR białko = = = 

Receptor 

estrogenowy α 

ERα mRNA = ↑ = 

ERα białko = = = 

Receptor 

estrogenowy β 

ERβ mRNA ↓ ↓ = 

ERβ białko = = = 

Receptor 

progesteronowy 

PGR mRNA = = = 

PGR białko = = = 

Receptor 

prolaktynowy 

PRLR mRNA = ↓ = 

PRLR białko = = = 

Receptor 

folikulotropowy 

FSHR mRNA = = = 

FSHR białko = = = 
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Podsumowanie porównania ekspresji mRNA i białek receptorów zależnych od 

hormonów płciowych uzyskanych z niewzrastającego rdzenia (R), kory (K) i obrzeża (O) 

guzów GBM przedstawiono w Tabeli 4. W obrzeżu guza GBM zaobserwowano wzrost 

ekspresji białek AR, ERβ, PGR w stosunku do rdzenia guza, a także wzrost białka PGR 

w stosunku do kory guza. W korze guza zauważono natomiast wzrost białka AR i mRNA 

ERβ w stosunku do rdzenia guza. Po uwzględnieniu podziału na kobiety i mężczyzn 

w analizach zaobserwowano, że guzy pochodzące od kobiet charakteryzowały się wzro-

stem białek AR, ERβ w obrzeżu guza w stosunku do rdzenia guza. Guzy pozyskane od 

mężczyzn cechowały się natomiast wzrostem mRNA ERβ w korze guza w stosunku rdze-

nia guza. Zauważono również, że guzy mężczyzn charakteryzowały się wzrostem białka 

PRLR w rdzeniu w stosunku do guzów kobiet. Nie zaobserwowano różnic w ekspresji 

PRLR, ERα, FSHR pomiędzy strukturami guza, a także różnic w ekspresji ERα, FSHR 

pomiędzy płciami. 

 

Tabela 4. Podsumowanie porównania ekspresji mRNA i białek receptorów zależnych od 

hormonów płciowych pomiędzy niewzrastającym rdzeniem (R), korą (K) i obrzeżem (O) 

guzów GBM pozyskanych od pacjentów. W nawiasach zaznaczono płeć pacjentów, wśród któ-

rych różnice się powtórzyły po uwzględnieniu płci w analizach. 

  Porównanie ekspresji struktur guza GBM 

  R : K K : O R : O 

Receptor  

androgenowy 

AR mRNA = = = 

AR białko ↑K = ↑O (↑O) 

Receptor  

estrogenowy α 

ERα mRNA = = = 

ERα białko = = = 

Receptor  

estrogenowy β 

ERβ mRNA ↑K (↑K) = = 

ERβ białko = = ↑O(↑O) 

Receptor  

progesteronowy 

PGR mRNA = = = 

PGR białko = ↑O ↑O 

Receptor  

prolaktynowy 

PRLR mRNA = = = 

PRLR białko = = = 

Receptor  

folikulotropowy 

FSHR mRNA = = = 

FSHR białko = = = 
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DYSKUSJA 

Receptor androgenowy w modelu in vitro 

Ekspresja AR w GBM i innych nowotworach (takich jak: rak prostaty [333], rak 

wątrobowokomórkowy [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. 

Ekspresję białka AR odnotowano w wielu liniach komórkowych GBM (A172, 

LN-18, LN-229, M059, T-98G, U87, U118-MG i U138-MG) [56]. W badaniu Wernera 

i wsp. [336] połowa testowanych linii komórkowych wykazała ekspresję AR zarówno na 

poziomie białka, jak i mRNA. Badania Yu i wsp. [56] przedstawiły pośrednią rolę sygna-

lizacji AR w indukcji proliferacji komórek linii U87. Aktywacja szlaku AR znosiła bowiem 

częściowo działanie antyproliferacyjne wywołane aktywacją TGF-β. Badania Rodríguez-

Lozano i wsp. [346] dowiodły również, że aktywacja AR może powodować zwiększenie 

możliwości proliferacyjnych, migracyjnych i inwazyjnych komórek GBM. 

Przedstawione w przekładanej pracy badania potwierdziły, ekspresję AR w linii 

U87. Głównym celem badań było jednak sprawdzenie, jak na ekspresję omawianego re-

ceptora mają wpływ wybrane czynniki, takie jak niedobór składników odżywczych, hipok-

sja i warunki nekrotyczne. Otrzymane wyniki pozwoliły stwierdzić, że warunki hipoksji 

sprzyjają zmniejszeniu ekspresji AR na poziomie mRNA. Na poziomie białka nie wyka-

zano takiej zależności. 

Zestawienie powyższych obserwacji z doniesieniami literaturowymi o roli AR 

w komórce GBM, umożliwia powiązanie niedotlenienia ze spadkiem proliferacji komórek 

w obszarze wykazującym niedotlenienie. Hamujący wpływ hipoksji na transkrypcję AR 

może przyczynić się do ograniczenia proliferacji komórek nowotworu w niesprzyjającym 

środowisku i wzrostu guza w obszarach normooksji. Przedstawiany mechanizm wzrostu 

tłumaczy powstawanie obszarów martwicy wewnątrz GBM i intensywny jego rozrost na 

obrzeżach obserwowany w GBM [337]. Badania Huang i wsp. [338] dowiodły, że niewiel-

kie guzy o znacznym stopniu niedotlenienia charakteryzują się szybkim wzrostem i krót-

kim czasem przeżycia pacjenta. Powyższy mechanizm można nazwać skokowym wzro-

stem guza indukowanym niedotlenieniem [339].  

Należy zaznaczyć, że niedotlenienie zastosowane w niniejszym modelu, wywo-

łane chlorkiem kobaltu, ma cechy niedotlenienia przewlekłego, charakterystycznego dla 

centrum guza, którego mechanizmy różnią się 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, którego poziom jest zwiększony w niedotlenieniu. W niedotlenie-

niu przewlekłym pierwotnie (pierwsze 4 godziny) wzrasta ekspresja HIF1-α, a następnie 

HIF2-α i HIF3-α [340]. Dowiedziono, że w raku wątrobowokomórkowym ekspresja AR na 

poziomie mRNA jest hamowana przez HIF2-α [341], który wykazuje ekspresję w komór-

kach GBM narażonych na hipoksję przewlekłą [341]. 

W niniejszej pracy przedstawiono również wyniki uzyskane z modelu hodowli 

komórek U87 prowadzonej w warunkach niedoboru składników odżywczych. Odnoto-

wano wzrost ekspresji mRNA AR w warunkach niedoboru składników odżywczych. Uzy-

skane rezultaty były przeciwne do odnotowanych w warunkach hipoksji, co tłumaczyć 

można szerokim udziałem AR w metabolizmie energetycznym komórki. 

Dowiedziono, że AR w komórkach raka prostaty: promuje glikolizę i utlenianie 

pirogronianu, uczestniczy w syntezie i utlenianiu kwasów tłuszczowych (FA), reguluje ka-

tabolizm aminokwasów zwiększając ekspresję ich transporterów [342]. Należy również 

zauważyć, że w warunkach niedoboru składników odżywczych wzrasta ekspresja białka 

grupy o wysokiej mobilności 1 (HMGB1, ang. high mobility group box 1) [343], które 

zwiększa wiązanie AR do DNA. Tym samym ułatwia transkrypcję genów regulowaną 

przez AR [344]. Guz w ten sposób niejako omija problem niewystarczającej podaży skład-

ników odżywczych dla zwiększonej masy komórkowej, w stosunku do unaczynienia. Pro-

ces ten jest prawdopodobnie prowadzony do momentu pojawienia się niedotlenienia 

i spadku ekspresji AR, a przez to zahamowania rozwoju guza w danym obszarze. 

Należy zaznaczyć, że zależności zaobserwowane w modelu in vitro, pokryły się 

z rezultatami analizy struktur guzów GBM przedstawionymi poniżej. Region guza charak-

teryzujący się znacznym niedotlenieniem (rdzeń guza) również wykazał obniżoną ekspre-

sję AR w stosunku do pozostałych struktur. 

 

Receptor androgenowy w guzach pobranych od pacjentów 

Dane literaturowe sugerują istotną rolę AR w rozwoju GBM, dowiedziono bo-

wiem, że pierwotne guzy GBM wykazują ekspresję AR [336]. Odnotowano również 

zwiększoną ekspresję mRNA tego receptora w tkance guza GBM w stosunku do zdrowej 

tkanki mózgu [211]. Ponadto zauważono, że ekspresja białka AR również jest wyższa 

w GBM, niż w zdrowej tkance mózgowej [56]. Stwierdzono także, że ekspresja białka tego 
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receptora wzrasta wraz ze stopniem złośliwości glejaka [345], a jej poziom pokrywa się 

z tym obserwowanym w raku prostaty [336]. 

W badaniach opisanych w przekładanej pracy sprawdzono poziom ekspresji AR 

w poszczególnych strukturach guza GBM. Założono, że wybrany model badawczy może 

pomóc w zrozumieniu roli tego receptora w progresji GBM. 

W niniejszej pracy zauważono wzrost ekspresji białka AR w korze guza (w sto-

sunku do rdzenia guza) pozwalający przypuszczać, że ekspresja AR może mieć znaczenie 

dla progresji guza. W literaturze odnotowano bowiem wpływ szlaku sygnałowego AR na 

zwiększenie możliwości proliferacyjnych, migracyjnych i inwazyjnych komórek GBM 

[346]. Badania Hou i wsp. [347] dowiodły, że białko RANBP10 (białko wiążące RAN10 

ang. RAN binding protein 10) przyczynia się do wzrostu ekspresji genu AR i wywołuje 

w glejaku wzrost proliferacji, migracji i inwazyjności. AR może być jednym z wykładni-

ków działania tego białka i przyczyniać się do powyższych efektów. Wykazano również, 

że AR może promować nowotworzenie poprzez hamowanie sygnalizacji receptora TGF-β 

[56]. 

Wzrost ekspresji białka, został również zaobserwowany w obrzeżu guza (w sto-

sunku do rdzenia guza). Wzrost w tym regionie nie świadczy jednak o wzroście ekspresji 

AR w zdrowych tkankach pacjenta. Tkanki obrzeża pobierano z pogranicza guza, stąd 

część komórek nowotworowych może znajdować się również w tym obszarze, przyczy-

niając się do obserwowanego wzrostu ekspresji AR (w stosunku do rdzenia guza). Przed-

stawianą interpretację wyników popierają doniesienia o wyższej ekspresji AR w guzie, niż 

w zdrowej tkance, zgłaszane przez Yu i wsp. [56]. 

Przedstawiane w przekładanej pracy obserwacje o różnym poziomie ekspresji 

białka AR w poszczególnych strukturach guza GBM potwierdzono wynikami badania im-

munohistochemicznego. W zamieszczonej analizie w korze guza zaobserwowano najwyż-

szy poziom dodatniej reakcji barwnej, zarówno cytoplazmatycznej jak i jądrowej. Obrzeże 

guza prezentowało natomiast głównie jądrową dodatnią reakcję barwną. Przedstawione 

w pracy rezultaty pośrednio potwierdziły badania Orevi i wsp. Badacze w swojej publika-

cji przedstawili bowiem metodę obrazowej identyfikacji glejaków AR dodatnich. Na 

przedstawionych w pracy Orevi i wsp. [348] zdjęciach mikroskopowych widoczna jest 

zmienność ekspresji tego białka w różnych regionach guza. 

Przeciwstawnie do zróżnicowanej ekspresji białka AR w niniejszej pracy nie od-

notowano różnic w ekspresji mRNA AR w poszczególnych strukturach guza GBM. Brak 
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różnicy w ekspresji tego receptora pomiędzy strukturami na poziomie mRNA, może być 

jednak spowodowane różnicami w procesach interferencji mRNA AR w tych strukturach, 

takich jak wyciszenie ekspresji genu przez siRNA [349]. To założenie potwierdzają obser-

wację Zalcmana i wsp. [211] i Orevi i wsp. [348], ponieważ w ich badaniach również nie 

odnotowano korelacji pomiędzy zmianami ekspresji na poziomie mRNA AR i białka AR. 

W przedstawianej pracy nie odnotowano również różnicy w ekspresji mRNA jak 

i białka AR pomiędzy kobietami i mężczyznami. Wnioski wyciągnięte z przedstawianych 

analiz potwierdzają badania Wernera i wsp. [336]. Dowiedziono również, że ekspresja 

mRNA tego receptora jest zwiększona w GBM zarówno u kobiet, jak i u mężczyzn [211]. 

Dodatkowo wykazano, że linia komórkowa glejaka (U87) ma możliwość produk-

cji ligandów niezbędnych do aktywacji AR [350–353]. Dzięki ekspresji enzymów P450-

scc i 17α-hydroksylazy, komórki linii U87 mają możliwość syntezy androgenów (będą-

cych ligandami dla AR) z cholesterolu, znosząc tym samym efekt płci na działanie tego 

receptora. Sama synteza androgenów przez komórki GBM może wiązać się z migracją ko-

mórek RORC-Treg (regulatorowe limfocyty T z pokrewnym receptorem sierocym C) do 

niszy nowotworowej i tworzeniem przez to mikrośrodowiska immunosupresyjnego, dodat-

kowo ułatwiającego rozrost guza [354]. Niedotlenienie obecne w guzie GBM wspomaga 

dodatkowo przemianę limfocytów T (Th17) w RORC-Treg [355].  

Warto również wspomnieć o możliwości aktywacji tego receptora przez drogi 

niezależne od liganda (testosteronu lub dihydrotestosteronu), zaobserwowane w raku pro-

staty [218]. W 30% guzów GBM pobieranych od pacjentów odnotowano występowanie 

konstytutywnie aktywnego wariantu AR bez domeny wiążącej ligand (wariant 

ARV7/AR3) [211]. Aktywacja AR niezależna od liganda może odbywać się przez IGF-1, 

KGF i EGF, których wpływ pobudza szlak PI3K/AKT/mTOR (ang. mammalian target of 

rapamycin) [208]. 

Choć rola AR jako czynnika transkrypcyjnego w raku prostaty jest bardzo dobrze 

przebadana, w glejaku natomiast jest jeszcze słabo poznana [211] i wymaga dalszych ba-

dań, w celu szerszego poznania wpływu aktywacji tego receptora na progresję guza. 

 

Receptor estrogenowy α w modelu in vitro 

W piśmiennictwie naukowym dostępnych jest wiele sprzecznych doniesień doty-

czących ekspresji ERα w glejaku. Początkowo wykazano ekspresję mRNA ERα w liniach 

komórkowych: C6 (linia szczurzego GBM), U373MG i T98G (linie ludzkich GBM) 
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[356]. Kolejne doniesienia przeczyły poprzednim wykazując, że linie komórkowe U87, 

T98G, U251MG, U373MG, U138MG, WS1088 nie wykazują ekspresji mRNA ERα, ani 

ERβ [357]. Następne badanie linii komórkowych glejaka wykazało brak ekspresji białka 

ERα w T98G, U87, LN229, U138, M059J, M059K [358]. 

Najnowsze badania potwierdziły ekspresję ERα w liniach komórkowych U87 

i U251-MG [359–361]. Doniesiono jednak, że ekspresja mRNA ERα w liniach komór-

kowych ludzkiego GBM jest niższa niż w normalnych ludzkich astrocytach (linie GBM: 

U251, U87, T98G i LN229)) [362]. Odnotowano również zauważalnie wyższą ekspresję 

mRNA ERα w komórkach linii U251 [362]. Na poziomie białka ERα cechował się wyż-

szą ekspresją niż ERβ we wszystkich badanych liniach komórkowych [362]. 

Różnice w oznaczalności ekspresji ERα można tłumaczyć rozwojem technolo-

gicznym i wzrostem dokładności metod. W przedstawianej pracy potwierdzono wystę-

powanie ekspresji mRNA i białka ERα w linii komórkowej U87. Obecność białka wy-

kryto dwiema metodami badawczymi pozwalającymi nie tylko ilościowo określić stan 

ekspresji białka ERα, ale także zwizualizować jego rozmieszczenie w komórce. W przed-

stawianych analizach zauważono również wyższą ekspresję ERα niż ERβ zarówno pod 

względem ekspresji mRNA jak i białka. 

W literaturze można także znaleźć sprzeczne doniesienia o roli agonistów ERα na 

jego ekspresję oraz proliferację i żywotność komórek. Wykazano wpływ agonistów ER 

na wzrost proliferacji komórek, a także na wzrost ekspresji białek ERα i ERβ [359]. Inne 

badanie przedstawiło zmniejszenie ekspresji ERα w liniach komórkowych U87 i U251-

MG w wyniku podania 17β-estradiol [361]. Doniesiono również, że leczenie wysokimi 

stężeniami estradiolu powodowało niższą żywotność komórek GBM linii LN229 i LN18 

[360]. Udowodniono, że komórki prezentowały istotnie większą wrażliwość na temozo-

lomid (TMZ) po wstępnym leczeniu estradiolem [360]. Wykazano, że agonista ERα (triol 

propylopirazolu) indukował wzrost linii komórkowych gwiaździaka (U373 i D54) [363]. 

W badaniach z wykorzystaniem linii komórkowych U87 i U251 wykazano, że 

obie wyrażają ERα-36, z mocniejszą ekspresją odnotowaną w linii U87 [364]. W liniach 

komórkowych U87 i U251 ekspresja ERα była niższa niż ekspresja jego izoformy ERα-

36. Zaobserwowano, że izoforma ERα-36 wyrażana jest w obu liniach zarówno na pozio-

mie genu jak i białka, w przypadku ERα ekspresja białka jest znikoma, natomiast mRNA 

wyrażane jest tylko w linii U251 [365]. 
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W świetle powyżej opisanych badań trudno jest jednoznaczne przypisać ERα rolę 

receptora proonkogennego w GBM. Do przedstawianych wniosków skłaniają jednak do-

niesienia o udziale ERα w transkrypcji genów związanych z proliferacją komórek (IGF1, 

gen cykliny D1, c-Myc i TRIM25 (ang. tripartite motif containing 25)) [366]. Istotnymi 

wydają się również doniesienia o uczestnictwie ERα w aktywacji przejścia nabłonkowo-

mezenchymalnego, zaangażowanego w złośliwość GBM [362]. 17β-estradiol oraz selek-

tywny agonista ERα wywołały bowiem wzrost ekspresji markerów mezenchymalnych, 

takich jak wimentyna i N-kadheryna, a także zwiększyły migrację i inwazję komórek 

GBM [362].  

W badaniach prezentowanych w przekładanej pracy wykazano, że warunki hipoksji 

mogą zwiększać ekspresję ERα, a tym samym przypuszczalnie zwiększać proliferację 

komórek w niedotlenionym regionie guza. Wyniki te są zgodne z danymi literaturowymi 

[367]. 

ERα może jednak przyczyniać się do aktywacji szlaku degradacji HIF-1 [368], zno-

sząc tym samym efekt niedotlenienia na komórkę i blokując aktywację mechanizmów 

obronnych związanych ze statusem niedotlenienia. Należy również zaznaczyć, że obser-

wowany wzrost ekspresji ERα w prezentowanych analizach występuje tylko w mRNA. 

Powyższą obserwację można tłumaczyć możliwą autokontrolą ekspresji poprzez mecha-

nizmy kompensacyjne lub też zbyt krótkim okresem inkubacji z czynnikiem wywołują-

cym hipoksję. Przedstawiane analizy należałoby zatem powtórzyć w innych punktach 

czasowych, w celu potwierdzenia postawionych hipotez. 

 

Receptor estrogenowy α w guzach pobranych od pacjentów 

W GBM i glejakach o niskim stopniu złośliwości obserwowano niższe poziomy 

ekspresji ERα w porównaniu ze zdrową tkanką [362]. Ponadto wykazano wyższą ekspre-

sję ERα w GBM niż w glejakach o niskim stopniu złośliwości [362]. 

Według Dueñas Jiménez i wsp. gwiaździaki charakteryzowały się podobnym po-

ziomem ekspresji ERα u mężczyzn i kobiet. Wykazywały również ujemną korelację eks-

presji ERα ze stopniem złośliwości guza oraz dodatnią korelację z czasem przeżycia pa-

cjentów. Ekspresja odnotowywana w guzach GBM była niższa niż ta obserwowana 

w gwiaździakach [369]. 

Wykazano, że guzy GBM różnią się między sobą pod względem wielkości ekspre-

sji ERα [360]. W badaniach Hernández-Vega i wsp. wyższe poziomy ekspresji ERα 
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i ERβ w GBM wiązały się ze złym rokowaniem dla pacjenta, co jest zastanawiające 

w świetle niższej ekspresji ERα w komórkach guza niż w zdrowej tkance [362]. Wysoka 

ekspresja ERα i aromatazy w próbkach tkanek GBM wiązała się ze znacznie dłuższym 

czasem przeżycia pacjentów z GBM, niezależnie od płci i wskaźnika masy ciała [360]. 

W przedstawianych wynikach nie zauważono również różnic w ekspresji ERα pomiędzy 

płciami, co stanowi potwierdzenie poprzednich danych literaturowych [370]. 

W prezentowanych analizach guzów GBM pochodzących od pacjentów, nie prze-

prowadzono porównania ze zdrową tkanką pacjenta, ze względu na brak możliwości jej 

pozyskania. Przeprowadzone analizy statystyczne nie wykazały różnic pomiędzy ekspre-

sja ERα w poszczególnych strukturach guza zarówno na poziomie genu, jak i białka. 

W związku z powyższym, należy zastanowić się czemu, wynik wpływu niedotlenienia na 

wzrost ekspresji ERα (uzyskany w modelu in vitro) nie manifestuje się tak wyraźnie 

w wynikach uzyskanych z materiału pochodzącego od pacjentów. 

Powyższa obserwacja może wynikać z mechanizmu kompensacji i ciągłego wza-

jemnego równania poziomów ekspresji białek HIF-1 i ERα. Może również wynikać ze 

zbyt ogólnego podejścia do puli tkanek uzyskanych od pacjentów. Być może poprawnym 

byłoby rozgraniczenie guzów GBM na różne grupy ze względu na poziom wyrażanej 

ekspresji ERα w sposób podobny do Hönikl i wsp. [360]. 

Wykazano, że jedna z izoform ERα: ERα-36 jest szczególnie wyrażana w komór-

kach guzów GBM i wykazuje ekspresję w 96% próbek glejaka III-IV stopnia, natomiast 

bardzo słabo wykazuje ekspresję w guzach glejowych I stopnia [364]. Izoforma ERα-36 

występuje najczęściej w całej objętości komórki, choć ekspresja lokalizuje się również 

tylko w samym jądrze, samej błonie komórkowej lub cytoplazmie [364]. Podobne obser-

wacje dla rozmieszczenia białka w całej objętości komórki poczyniono dla ekspresji ERα 

w przedkładanych analizach. 

 

Receptor estrogenowy β w modelu i in vitro 

ERβ jest szeroko badany w wielu nowotworach, w tym w glejowych liniach ko-

mórkowych (T98G, U87, LN229, U138, M059J, M059K), w których wykryto jego eks-

presję, zarówno w przypadku mRNA jak i białka [358]. 

W niniejszej pracy nie badano wpływu ekspresji ERβ na komórki GBM, jednak 

według literatury agoniści ERβ wywoływali spadek proliferacji linii komórkowych gle-
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jaka (T98G, U87, LN229, U138, M059J, M059K) [358, 371], a także hamowali cykl ko-

mórkowy w fazie G2/M [358]. Wykazano również, że agoniści ERβ hamują wzrost guza 

glejowego w modelu ksenoprzeszczepu [371, 372]. Dowiedziono, że stosowanie agoni-

stów ERβ i selektywnych modulatorów receptora estrogenowego hamuje wzrost guza 

glejowego i promuje śmierć komórek na drodze apoptozy [357, 372]. Rezultaty osiągano 

tylko w przypadku glejowych linii komórkowych wyrażających ERβ, a ekspresja samego 

receptora wzrastała w wyniku podania agonisty ERβ do hodowli komórkowych [372]. 

Przeciwstawnie do powyższych badań wykazano, że tibolon, będący selektyw-

nym tkankowym regulatorem aktywności estrogenowej, indukuje proliferację, ale nie mi-

grację i inwazję komórek linii komórkowych GBM poprzez ER oraz wpływa na wzrost 

ekspresji ERβ [359]. Zauważono również, że wzrost ekspresji ERβ i wyciszenie ERα przy-

czyniło się do wzrostu ekspresji akwaporyny drugiej, a tym samym do zmniejszenia zdol-

ności migracyjnych komórek GBM [373]. Wpływ agonistów ERβ przez ERβ na procesy 

takie jak proliferacja czy migracja potwierdzono oznaczając wzrost ekspresji genów doce-

lowych ERβ [358]. Zastosowanie siRNA lub shRNA specyficznych dla ERβ wywołało 

wyciszenie ekspresji białka ERβ i zniosło zdolność agonistów ERβ do zmniejszania proli-

feracji komórek glejaka [358]. 

Ponadto połączenie agonisty ERβ z TMZ zostało uznane za dobrą metodę ha-

mowania wzrostu guza glejowego. Prawdopodobnie poprzez wpływ agonisty ERβ na ha-

mowanie aktywność szlaku PI3K/AKT/MTOR, przyczyniającego się do ochronny komó-

rek guza przed cytotoksycznością wywołaną TMZ [374].  

Wykazano, że ERβ poprzez mechanizm niegenomowy obejmujący kaskadę sy-

gnalizacyjną RAF/MAP2K1/ERK/ELK-1 (RAF, kinazy Raf , ang. Raf kinases, ERK, ki-

nazy zewnątrzkomórkowe regulowane sygnałem, ang. extracellular signal-regulated ki-

nases, ELK, czynnik transkrypcyjny ETS, ang. ETS transcription factor), zwiększał eks-

presję supresorowego czynnika transkrypcyjnego EGR-1 (białko wczesnej odpowiedzi 

wzrostu 1 (ang. early growth response protein 1)), biorącego udział w regulacji wzrostu, 

różnicowaniu i apoptozie komórek [375]. 

W związku z powyższymi doniesieniami, można założyć supresorową rolę ERβ 

w rozwoju GBM. Odnotowany w przekładanej pracy spadek ekspresji mRNA ERβ w wa-

runkach hipoksji i warunkach niedoboru składników odżywczych jest sprzeczny z danymi 

literaturowymi. Doniesiono bowiem, że niedotlenienie, a także same czynniki HIF1α lub 

HIF2α, wywoływały zwiększenie ekspresji mRNA ERβ1, ERβ2 i ERβ5 w komórkach U87 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/estrogen-receptor
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[376]. Przeciwstawne wyniki mogą być częściowo spowodowane różnicami w protokole 

wywołania niedotlenienia. W cytowanej pracy zastosowano hodowlę w warunkach obni-

żonej zawartości tlenu, natomiast w prezentowanej pracy zastosowano inhibicję PDH. 

Zgodne z literaturą, rezultaty uzyskano natomiast w przypadku ekspresji białka ERβ, która 

nie różniła się pomiędzy warunkami badanymi. Wyniki przedstawiane w przedkładanej 

pracy, potwierdza publikacja Habib i wsp., w której autorzy również nie zaobserwowali 

różnic w ekspresji białka ERβ w komórkach poddanych niedotlenieniu [367]. 

Opisane rezultaty wydają się sprzeczne, ponieważ poddanie komórek warunkom 

stresowym, jakimi są hipoksja i niedobór składników odżywczych, teoretycznie powinno 

wywoływać wzrost ekspresji czynnika hamującego proliferację. W pracy Attwood i wsp. 

udowodniono jednak, że wprowadzenie do hodowli komórkowych selektywnego modu-

latora ER, raloksyfenu, opóźniało rozpuszczanie granulek stresu. Powstające w wyniku 

warunków stresowych dla komórek GBM, granulki stresowe, są skupiskami mRNA i bia-

łek potrzebnych do funkcjonowania w warunkach normoksji. Translacja omawianych 

mRNA rozpoczyna po ustąpieniu warunków stresowych. Rozpuszczenie granulek stresu 

jest potrzebne do ponownej adaptacji komórki do warunków normoksji [377]. Przy zało-

żeniu, że aktywacja ER przyczyniać się może do wydłużenia czasu powrotu komórki do 

inwazyjnego fenotypu, spadek ekspresji ERβ w warunkach stresowych jest wytłuma-

czalny. 

 

Receptor estrogenowy β w guzach pobranych od pacjentów  

Występowanie ERβ opisano w glejakach astrocytarnych [378] i w oligodendro-

gliomach [379]. Zauważono, że pacjenci z ERβ dodatnim wykazywali dłuższe przeżycie 

[379]. Dowiedziono, że ERβ występuje również w zdrowych astrocytach, a wraz ze 

wzrostem złośliwości guza ekspresja tego receptora spada [358, 370, 378–380]. Wyka-

zano również, że ekspresja w zdrowych astrocytach jest niższa niż w guzie glejowym 

[370].  

Cytowane doniesienie jest niejako sprzeczne z uzyskanymi przez nas wynikami. 

Odnotowano bowiem niższą ekspresję białka ERβ w rdzeniu guza niż w jego obrzeżu, 

które częściowo stanowiła zdrowa tkanka. Należy zwrócić oczywiście uwagę, że uzy-

skany wynik, może być spowodowany występowaniem części guza o wysokiej ekspresji 

białka ERβ w obrzeżu guza, która być może zaburza odczyt dla tkanek prawidłowych. 

Poparciem dla przedstawianej tezy są niedawno opublikowane badania opisujące wyższy 
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poziom ekspresji ERβ w GBM w porównaniu ze zdrową tkanką i glejakami niskiego 

stopnia [362]. Powyższy wynik może być również uzyskany przez oznaczenie ekspresji 

wszystkich izoform łącznie. Dowiedziono bowiem, że główną izoformą ERβ w glejaku 

jest ERβ5, a jej ekspresja jest wyższa w guzie niż w zdrowej tkance [376]. Wykazano 

również, tendencje wzrostu ekspresji tej izoformy wraz ze stopniem złośliwości guza 

[376]. Funkcja supresorowa ERβ wykazywana w innych typach raka, występuje również 

w przypadku glejaka. Za supresorową rolą ERβ przemawia doniesienie sugerujące, że 

ERβ nie bierze udziału w procesie przejścia nabłonkowo-mezenchymalnego, które jest 

charakterystyczne dla GBM [362]. 

Wyniki ekspresji białka ERβ przedstawione w niniejszej pracy, wskazują na 

wzrost ekspresji w obrzeżu guza w stosunku do jego rdzenia. Powyższe wyniki są zgodne 

z założeniem supresyjnej funkcji ERβ, a także z faktem, że w obrzeżu guza komórki mają 

niższy potencjał proliferacyjny niż w korze guza. Uzyskane wyniki opisują ekspresję 

ERβ, bez podziału na izoformy. W świetle przedstawianej aktualnie literatury, może to 

utrudniać interpretację, szczególnie zważywszy na niepełną zgodność publikowanych do-

niesień.  

Stwierdzono bowiem dotychczas, że ERβ5 hamuje szlaki onkogenne takie jak 

PI3K/AKT/mTOR i MAPK/ERK w sposób niezależny od liganda [376]. Odkrycia po-

czynione przez Liu i wsp. przeczą tym doniesieniom, przedstawiając izoformę ERβ1 jako 

supresorową w guzie GBM, a izoformę ERβ5 jako proonkogenną w GBM [381]. Wyka-

zano, że zastosowanie epigenetycznego modulatora ekspresji ERβ, inhibitora deacetylaz 

histonowych, wywołało wzrost ekspresji izoformy ERβ1, która działała jako supresor 

guza, ale nie izoformy ERβ5, która napędzała funkcje onkogenne [382]. Stosowanie in-

hibitora deacetylaz histonowych w połączeniu z agonistą ERβ, wywołało natomiast silne 

zmniejszenie żywotność komórek, inwazji, tworzenia kolonii, a także zwiększoną apop-

tozę [382]. Powyższe badania stanowią potwierdzenie, że GBM cechuje się niską ekspre-

sją ERβ, prawdopodobnie wywołaną wyciszeniem genu ERβ przez hipermetylację [369]. 

Ekspresja ERβ przedstawiona w niniejszej pracy, wskazuje natomiast na wzrost 

ekspresji mRNA w korze guza, w stosunku do jego rdzenia. Przedstawione wyniki po-

twierdzają dane pozyskane z modelu vitro, warunki stresowe takie jak niedotlenienie 

i niedobór składników odżywczych obecne w rdzeniu guza, mogą przyczyniać do spadku 

ekspresji mRNA ERβ.  
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W badaniach Sareddy i wsp. zaobserwowano, że lokalizacja białka ERβ w ko-

mórce również różni się w zależności od stopnia złośliwości guza glejowego. W guzach 

II stopnia zlokalizowana była głównie w jądrze komórkowym, natomiast w guzach o wy-

sokim stopniu złośliwości, białko ERβ zlokalizowane było głównie cytoplazmatyczne. 

Wraz ze stopniem złośliwości spadał odsetek komórek z wybarwieniem jądrowym [358]. 

W analizach przestawianych w niniejszej pracy ekspresja ERβ zauważalna była zarówno 

w jądrze komórkowym, jak i w cytoplazmie. Jednak zgodnie z literaturą, zauważalnie 

więcej komórek wykazywało cytoplazmatyczną dodatnią reakcję barwną charaktery-

styczną dla guzów glejowych wysokiej złośliwości, do których należy GBM. 

Ponadto w badaniach Kefalopoulou i wsp. wykazano, że wraz ze wzrostem zło-

śliwości guza wzrasta ekspresja koaktywatorów ERβ, takich jak AIB1 (koaktywator re-

ceptora jądrowego 3, ang.amplified in breast 1), TIF2 (pośredni czynnik transkrypcyjny 

2 ang. nuclear receptor coactivator 2) i PELP1 (modulator niegenomowych działań re-

ceptora estrogenowego, ang. modulator of non-genomic activity of estrogen receptor), 

zaangażowanych w inicjację, progresję i potencjał przerzutowy w różnych typach nowo-

tworów [383]. Opisana ekspresja koaktywatorów ERβ, była jednak odwrotnie skorelo-

wana z ekspresją ERβ [383]. 

W przedstawianych analizach nie zauważono różnic w ekspresji ERβ pomiędzy 

kobietami i mężczyznami, co stanowi potwierdzenie danych literaturowych. W guzach 

glejowych (24 gwiaździaków i 8 glejaków) nie wykryto bowiem różnic w ekspresji białka 

ERβ pomiędzy płciami [370]. W ogólnej analizie guzów glejowych, wykryto według au-

torów granicznie istotną statystycznie wyższą ekspresję białka ERβ u kobiet (nie podano 

wyniku dla samego GBM) [380]. Wartość p dla powyższej analizy to jednak 0,058, które 

według ogólnie przyjętych standardów, również w przekładanej pracy, stanowi wartość 

nieistotną stycznie. Nie można tu oczywiście odmówić przejawiania pewnego trendu, 

który w pewnym stopniu może potwierdzać, zauważoną w niniejszej pracy różnice 

w ekspresjach ERβ po uwzględnieniu płci. Zaobserwowana rozbieżność w ekspresji 

mRNA ERβ pomiędzy korą, a rdzeniem guza, po uwzględnieniu płci, utrzymała się tylko 

u mężczyzn. W przypadku kobiet natomiast, utrzymywała się tylko różnica w ekspresji 

białka ERβ pomiędzy centrum, a obrzeżem. Zauważone różnice są trudne do interpretacji 

z obecnym stanem wiedzy o ekspresji ERβ w GBM. Jednak mogą stanowić wyraz jesz-

cze nieopisanych zależności, co pozwala stwierdzić, że określenie szczegółowej roli ERβ 

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

Ekspresję białka PGR wykryto w liniach gwiaździaka III i IV stopnia, a także 

w liniach komórkowych GBM [384–386]. Progesteron (P) indukował proliferację linii 

komórkowych ludzkiego gwiaździaka III i IV stopnia poprzez PGR [384]. Po zbadaniu 

wpływu antagonisty PGR (RU486, mifepriston) na wzrost komórek, dystrybucję cyklu 

komórkowego i apoptozę, dowiedziono, że P wpływa na wzrost komórek poprzez kla-

syczny mechanizm genomowy [384]. 

Wykazano, że P indukuje inwazję i migrację komórek ludzkiego gwiaździaka 

(U373) wszczepionych w korę ruchową szczura [385] oraz komórek ludzkiego GBM 

(D54, U251 i U87) hodowanych i testowanych in vitro [386, 387].W przedstawianych 

badaniach antagonista PGR znosił powyższe efekty [385, 386]. Udział sygnalizacji 

P/PGR w tych mechanizmach, został potwierdzony poprzez oznaczenie ekspresji 

i wpływu genu docelowego PGR, jakim jest czynnik blokujący indukowany progestero-

nem (PIBF, ang. progesterone induced blocking factor) [387]. Dowiedziono, że PIBF za-

angażowany jest w szlak IL-4Rα /JAK1 /STAT6 [388], a także indukuje produkcję EGF, 

przez co promuje transkrypcję genów metaloproteinaz macierzy pozakomórkowej 

(MMP, ang. matrix metalloproteinases) a tym samym inwazję i migracje komórek [389, 

390]. Wykazano również, że ekspresja PIBF wzrastała po wystawieniu komórek na dzia-

łanie P, a zastosowanie RU486 blokowało indukcyjne działanie hormonu [387]. Proge-

steron może również hamować proliferację i migrację komórek ludzkiego glejaka, jednak 

efekt ten występuje przy niefizjologicznie wysokich stężeniach. Przy niższych stężeniach 

efekt jest tożsamy do obserwowanego we wcześniej omawianych badaniach [391]. Udo-

wodniono, że połączenie wysokich dawek P z temozolomidem dodatkowo wzmocniło 

hamowanie proliferacji i migracji komórek GBM [392]. Wpływ na proliferację i migrację 

wykazał również metabolit P wytwarzany w mózgu: 5-alfa-dihydroprogesteron (5α-

DHP, ang. 5α-dihydroprogesterone) również działający przez PGR [393]. Kolejny meta-

bolit P, powstający z 5α-DHP: allopregnanolon (3α-THP, ang. allopregnanolone) rów-

nież zwiększał proliferację ludzkich komórek glejaka (U87), oraz przyczyniał się do pro-

mocji ekspresji genów istotnych w rozwoju GBM: TGF-β1, EGFR, VEGF i cykliny D1 

[394].  



90 

 

Wykryto również, że kwas lizofosfatydowy (LPA, ang. lysophosphatidic acid), 

którego aktywność wykazano w wielu nowotworach, indukuje aktywację kinazy białko-

wej C (PKC, ang. protein kinase C), która katalizuje fosforylacje PGR zwiększając tym 

samym jego aktywność transkrypcyjną [395]. W wyniku aktywności transkrypcyjnej 

PGR dochodzi natomiast do zwiększenia ekspresji VEGF [395]. Mechanizm został po-

twierdzony poprzez oznaczenie zwiększonej ekspresji VEGF, po leczeniu komórek GBM 

LPA [395]. 

Rola sygnalizacji P/ PGR w rozwój guzów glejowych stanowi zainteresowanie 

wielu badaczy, a wpływ P na komórki glejowe jest szeroko sprawdzany. W pracy posta-

nowiono przedstawić wpływ poszczególnych warunków występującym w guzie na eks-

presję PGR. Opisano ekspresję PGR na poziomie białka w linii komórkowej U87. Eks-

presja białka PGR została sprawdzona i przedstawiona poprzez zastosowanie dwóch me-

tod badawczych. Obie metody wykazały ekspresję PGR nie różniąca się między warun-

kami badanymi. Dane literaturowe pozwalają zakładać dużą rolę sygnalizacji P/RGP na 

procesy wzrostu i rozwoju GBM. Według przeprowadzanych analiz sygnalizacja nie jest 

jednak regulowana, na poziomie ekspresji receptora, badanymi czynnikami takimi jak: 

niedotlenienie, niedobór składników odżywczych czy warunki nekrozy. Przedstawiane 

dane są zgodne z odkryciami doniesionymi przez Habib i wsp. Wykryli oni bowiem brak 

różnic ekspresji białka PGR (izoformy A) w astrocytach korowych szczurów poddanych 

warunkom normoksji i hipoksji [367].  

Zauważyli jednak zwiększenie ekspresji mRNA PGR (izoformy A) w warunkach 

niedotlenienia [367]. W przedstawianej pracy ekspresja mRNA PGR nie została opisana 

ze względu na występowanie poziomu ekspresji poniżej progu oznaczalności metody. 

Różnica w odnotowaniu wyników ekspresji mRNA PGR może być wywołana różnicą 

między linią nowotworową astrocytów, a zdrową tkanką, różnicą gatunkową lub różni-

cami w protokole wywołania niedotlenienia. Występowanie niezgodności ekspresji genu 

z ekspresją białka w GBM jest często odnotowywane [396, 397]. Stwierdzono to również 

w przypadku samego PGR, którego ekspresja białka wzrastała wraz ze złośliwością guza, 

chociaż poziom mRNA zmniejszał się wraz ze stopniem guza [395, 398]. 

Przedstawiane analizy należałoby powtórzyć z zastosowaniem dłuższego czasu 

inkubacji komórek, co mogłoby wpłynąć na zmiany w ekspresji PGR po dłuższej ekspo-

zycji na czynniki badane. 
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Receptor progesteronowy w guzach pobranych od pacjentów 

Ekspresję PGR wykazano również w guzach glejowych pochodzących od pacjen-

tów. Ekspresja wykrywana była zarówno w guzach niższego stopnia jak i GBM [399–

402]. Zauważono, że w GBM jest jednak więcej komórek PGR dodatnich, niż w gwiaź-

dziakach o niskim stopniu złośliwości czy gwiaździakach anaplastycznych, a wyższa 

ekspresja PGR skorelowana jest z wyższym wskaźnikiem proliferacji [399]. Kolejne ba-

dania również potwierdziły występowanie PGR w guzach GBM [400] i jego wyższą eks-

presję w guzach o większej złośliwości [401].  

Według analiz przedstawianych w pracy badani pacjenci również wyrażali eks-

presję mRNA i białka PGR. Nie różnili się ekspresją mRNA PGR pod względem struk-

tury guza czy płci. Ekspresja mRNA PGR odnotowywana w GBM jest na niskim pozio-

mie, w związku z powyższym różnice mogą być nie odnotowywane przy obecnym progu 

oznaczalności metody i zbadanej liczbie próbek.  

Ekspresja białka PGR wykrywana jest na wyższych poziomach, a według wyko-

nanych analiz jest najniższa w rdzeniu guza i wzrasta kolejno w korze i obrzeżu guza. 

Powyższe obserwacje potwierdziła analiza immunohistochemiczna, wykazując szczegól-

nie wzrost ekspresji jądrowej białka PGR w obrzeżu guza. 

Powyższe obserwacje mogą być jedną z przyczyn różnicy w stopniu proliferacji 

poszczególnych regionów guza. PGR indukuje bowiem szlaki proliferacji i migracji ko-

mórek GBM in vitro. Ksenotransplantacja ludzkich komórek glejaka U87 w korze mó-

zgowej szczura indukowana P, wykazała wzrost wzrostu i infiltracji guza poprzez inte-

rakcję z wewnątrzkomórkowym PGR [403]. Prace prowadzone na ortotopowym mysim 

modelu GBM (U118MG) nie wykazały wzrostu guza w wyniku podawania niskich da-

wek P [404]. Autorzy sugerują tu równie nieistotne co prawda statystycznie, hamowanie 

wzrostu guza przez P w niskich dawkach, a także istotne statystycznie zahamowanie 

wzrostu guza przy zastosowaniu wysokich dawek P [404]. 

W przedstawianych analizach, po uwzględnieniu płci, różnica w ekspresji powiela 

się tylko pomiędzy korą, a otoczeniem guza i to tylko u kobiet. Może to wskazywać na 

różny sposób regulacji ekspresji PGR w GBM pomiędzy kobietami i mężczyznami. 

W świetle różnej odpowiedzi komórek GBM na indukcję P w zależności od dawki, istot-

nym wydaje się badanie różnicy w odpowiedzi komórek guza na stężenia P występują-

cych zarówno u mężczyzn i kobiet w różnych stanach fizjologicznych. 
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Receptor prolaktynowy w modelu i in vitro 

Dotychczas PRLR wykryto w cytoplazmie linii komórkowych glejaka U251-MG, 

U87 i U373, które różniły się między sobą pod względem ekspresji badanego białka 

[405]. Białko PRLR wyrażane było również w liniach komórkowych ludzkiego GBM 

(U251-MG, LN229), mysiego GBM (GL26) i szczurzego GBM (C6). Wśród nich pod-

stawowa, długa izoforma występowała we wszystkich liniach, natomiast pozostałe izo-

formy występowały tylko w ludzkich GBM [406]. W analizach przedstawianych w pracy 

również wykryto ekspresję PRLR zarówno na poziomie genu jak i białka w linii komór-

kowej U87. 

Nasilenie ekspresji PRLR było obserwowane w okolicy okołojądrowej komórek 

[405], co potwierdzają analizy przedłożone w niniejszej pracy. Podobną lokalizację sub-

komórkową PRLR określono również wcześniej w innych typach komórek, takich jak 

hepatocyty szczurów [407]. 

PRL nie wpływał na żywotność komórek linii U87 i U373-MG [406]. Zauważono 

jednak, że indukował proliferację i wzrost linii komórkowych ludzkiego glejaka G28, 

G55 i U87 w sposób zależny od dawki [408, 409], a także przy dawce 100 ng/ml w przy-

padku linii U251-MG i U373-MG GBM [406]. Obserwacji tych nie potwierdzono jednak 

w innym układzie badanym, gdzie komórki linii U251-MG, U87 i U373 nie wykazały 

zwiększonej proliferacji po poddaniu ich wpływowi PRL [405]. Mogło być to jednak 

spowodowane dobraniem warunków doświadczalnych, na co zwracają uwagę sami auto-

rzy. Wykazano również, że antagoniści PRLR (PRLRA, ang. prolactin receptor antago-

nist) zmniejszali szybkość proliferacji komórek U373-MG i U251-MG, a także żywot-

ność komórek U87, U373-MG i GL26 [406].  

W niniejszej pracy przedstawiono wpływ hipoksji na zmniejszenie ekspresji 

mRNA PRLR. W świetle danych literaturowych może to być mechanizm zabezpieczenia 

komórki przed nadmierną proliferacją w miejscu z niedostateczną podażą tlenu. Należy 

jednak zwrócić uwagę, że ekspresja PRLR wymagana do pośredniczenia w działaniach 

proliferacyjnych PRL w liniach komórkowych raka sutka jest bardzo niska [385]. Nale-

żałoby, w związku z powyższym sprawdzić wpływ PRL na proliferację komórek wysta-

wionych na warunki hipoksji, by móc w pełni wnioskować o jej wpływie na proliferację 

poprzez PRLR.  

Wykazano również, że PRL zwiększa zdolności inwazyjne komórek U251-MG 

(ale nie U87 i U373), natomiast PRLRA znoszą ten efekt [405]. Mechanizm ten może 
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być wywołany wpływem PRL (poprzez PRLR) na zwiększenie ekspresji MMP (MMP-2 

i MMP-9), a przez to zintensyfikowaniem zdolności migracyjnych komórek GBM. Po-

twierdziła to obserwacja hamowania tych zdolności przez PRLRA [406].  

W przedstawionym układzie badanym odnotowano spadek ekspresji mRNA 

PRLR, który może się wiązać z hamowaniem zdolności migracyjnych komórek, czyli 

możliwości ucieczki w inną bardziej sprzyjającą niszę. W badanych warunkach hipoksji 

(inhibicja PDH przez CoCl2) obserwujemy zmiany charakterystyczne dla niedotlenienia 

występującego w rdzenia guza [340]. W przypadku niedotlenienia cyklicznego podczas, 

którego ekspresja HIF-1α wzrasta silniej i dłużej niż w przypadku niedotlenienia ciągłego 

[410] ekspresja PRLR może być wyrażana na wyższym poziomie umożliwiającym mi-

grację komórek. W związku z powyższym, należałoby sprawdzić czy w przypadku nie-

dotlenienia cyklicznego charakterystycznego dla kory guza ekspresja mRNA PRLR rów-

nież prezentowałaby się na podobnym poziomie. 

Wykazano, że w komórkach U251-MG i U87 PRL indukuje wewnątrzkomór-

kową fosforylację STAT5, a PRLRA znosi ten efekt [405]. Ekspresja PRLR może być 

regulowana przez drugi supresor sygnalizacji cytokin (SOCS2, ang. suppressor of cyto-

kine signaling 2)[411], który reguluje również szlak JAK/STAT, a STAT wykazuje 

zwiększoną aktywność w GBM [412, 413]. 

PRL wyrażana jest w komórkach ludzkich linii GBM (U251-MG, U87, U373-

MG) na niskim poziomie (graniczącym z poziomem wykrywalności) [406]. Jest to jednak 

charakterystyczne w przypadku tkanek pozaprzysadkowych wytwarzających PRL, któ-

rych to linie komórkowe są ciągłością [414]. PRL może być dostarczana do guza nie tylko 

przez jego produkcję przez guz, ale również przez wsteczny przepływ krwi od przedniego 

płata przysadki do podwzgórza [278]. PRL stymuluje proliferację, różnicowanie i migra-

cję neuronalnych komórek macierzystych, a także proliferację prekursorów komórek gle-

jowych [415]. PRL osłabia również właściwości cytotoksyczne cisplatyny oraz temozo-

lomidu, a właściwie zwiększa na nie odporność ludzkich komórek GBM U251-MG. Na-

tomiast PRLRA zwiększa cytotoksyczne działanie cisplatyny w komórkach U251-MG 

[406]. Indukcja nadekspresji PRL w komórkach U251-MG GBM wywołuje wzrost ży-

wotności komórek i spadek chemowrażliwości (na cisplatynę), natomiast indukcja na-

dekspresji PRLRA zmniejsza żywotność komórek GBM i zwiększyła wrażliwość na ci-

splatynę [406]. 
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Receptor prolaktynowy w guzach pobranych od pacjentów 

Ekspresję białka PRLR wykryto w 66% przypadków guza GBM. Poziom wyra-

żanej ekspresji różnił się pomiędzy przypadkami, a 50% pacjentów wyrażało ekspresję 

powyżej progu odcięcia wyznaczonego przez autorów (25% ekspresji w tkance badanej) 

[405]. Ekspresję PRLR wykryto również w różnym stopniu w tkance sąsiadującej z gu-

zem [405]. Analizy przedstawiane w niniejszej pracy potwierdzają występowanie ekspre-

sji PRLR w guzach GBM. Pośrednio potwierdzają również dane literaturowe o braku 

różnic pomiędzy guzem, a zdrową tkanką, nie odnotowano bowiem różnic w ekspresji 

PRLR pomiędzy guzem właściwym (rdzeń i kora guza), a obrzeżem guza, stanowiącym 

pogranicze między guzem, a tkanką sąsiadującą. 

Dane transkryptomiczne z bazy danych TCGA (ang. The Cancer Genome Atlas) 

wykazały, że mRNA PRLR wykrywane jest również w próbkach glejaków od II do III 

stopnia (również w GBM) [406]. Ekspresja mRNA PRL wykrywana jest natomiast 

w większym stopniu w GBM [406]. Odnotowano również pozytywną korelację pomię-

dzy ekspresjami PRLR i PRL w GBM, a także pomiędzy PRL, a MMP-2 [406]. Ekspre-

sja MMP jest natomiast skorelowana inwazyjnością guza GBM [416]. Nie stwierdzono 

różnic w przeżywalności pacjentów pod względem ekspresji mRNA PRL i PRLR [406]. 

Zaobserwowano jednak, że wśród pacjentów (zarówno glejak II- III stopnia jak i GBM) 

z długim czasem przeżycia, większe odsetki charakteryzują się niską ekspresją mRNA 

PRLR lub brakiem ekspresji mRNA PRL [406]. 

Pacjenci po uwzględnieniu płci nie różnili się pod względem ekspresji mRNA 

PRLR i PRL [406]. Mężczyźni z GBM i wysokim poziomem ekspresji mRNA PRLR 

mieli gorszy wskaźnik przeżywalności, a mężczyźni z glejakiem II-III stopnia i wysokim 

PRLR mieli lepszy wskaźnik przeżywalności (w obu przypadkach w porównaniu do pa-

cjentów z niskim PRLR) [406]. U kobiet natomiast wysoki poziom ekspresji PRLR 

w GBM poprawiał wskaźnik przeżywalności [406]. 

Dane te częściowo są sprzeczne z obserwacjami przedstawionym w pracy, bo-

wiem według przedstawianych analiz ekspresja mRNA PRLR była w znacznym stopniu 

wyższa w rdzeniu guza u mężczyzn niż u kobiet. Zależność tą zaobserwowano tylko 

w rdzeniu guza i tylko na poziomie mRNA. Brak potwierdzenia uzyskanych wyników 

w literaturze może być spowodowany traktowaniem guza w innych badaniach jako ho-

mogennej całości, bez uwzględnienia struktur guza. Dodatkowo zaobserwowany wpływ 
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ekspresji mRNA PRLR na przeżywalność w sposób zależny od płci, sugeruje wpływ płci 

na ekspresję PRLR w guzie GBM, który wymaga dalszych badań. 

Występowanie receptora folikulotropowego w glejaku wielopostaciowym 

Powszechne przekonanie o występowaniu FSHR tylko w tkankach i organach 

związanych z układem rozrodczym zostało w ostatnim dziesięcioleciu przełamane [417]. 

Obecnie nie zaprzecza się występowaniu tego receptora również w innych tkankach, tak 

jak wcześniej wspomniano (kościach [312], monocytach [313], wątrobie [314], rozwija-

jącym się łożysku [315], komórkach śródbłonka z żyły pępkowej [316]). Potwierdzono 

również występowanie tego receptora w naczyniach krwionośnych złośliwych guzów 

[317, 318] i przerzutów [319], a także w komórkach linii komórkowej raka gruczołu kro-

kowego [322]. 

W literaturze brakuje jednak danych o ekspresji receptora folikulotropowego 

w guzie GBM. W przedstawianych w pracy badaniach zaobserwowano występowanie 

ekspresji tego receptora zarówno w linii komórkowej U87 glejaka, jak i w guzach pocho-

dzących od pacjentów. Obserwacje potwierdzono dwiema metodami, metodą ELISA 

i odpowiednio dla komórek mikroskopią konfokalną, a dla tkanek analizą immunohisto-

chemiczną. Wszystkie metody potwierdziły występowanie białka FSHR. W przypadku 

komórek FSHR zlokalizowany był w cytoplazmie z nasileniem w okolicach jądra komór-

kowego. W przypadku badań immunohistochemicznych zaobserwowano obecność re-

ceptora zarówno w cytoplazmie, jak i w jądrze komórkowych w dużym odsetku komó-

rek. Zauważono również ekspresję receptora w komórkach nabłonka naczyń krwiono-

śnych, co jest zgodne z danymi literaturowymi w przypadku innych nowotworów. W li-

teraturze odnotowano bowiem niejednokrotnie ekspresję tego receptora w komórkach 

śródbłonka naczyń guzów złośliwych [317, 318]. Na podstawie samej analizy ilościowej 

przeprowadzonej metodą ELISA można by było twierdzić, iż obserwowana ekspresja po-

chodzi właśnie ze śródbłonka naczyń. Jednak odnotowana ilość (średnio około 2 ng/mg 

białka całkowitego) białka FSHR i wyniki analiz immunohistochemicznych pozwalają 

stwierdzić obecność tego receptora również w komórkach guza GBM. 

Analizy ekspresji białka FSHR w komórkach mózgu szczurów wykazały, że ko-

mórki glejowe [418] (w tym astrocyty [419]) nie wyrażają ekspresji FSHR w przeciwień-

stwie do neuronów. Podobne informacje przekazuje ogólnodostępna baza danych: The 

Human Protein Atlas (Atlas białek ludzki), według którego FSHR nie jest wyrażany 
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w astrocytach, oligodendrocytach czy też komórkach mikrogleju, natomiast jest wyra-

żany w neuronach [420]. 

Prezentowane wyniki wykazujące ekspresję FSHR w guzie GBM wydają się więc 

bardzo istotnym spostrzeżeniem, jednakże należy przeprowadzić dodatkowe, ponowne 

analizy na większej liczbie guzów pobranych od pacjentów oraz zastosować dodatkowe 

metody badawcze jak np. metoda Western Bloot, w celu potwierdzenia uzyskanych re-

zultatów.  

Rola FSHR i jego liganda FSH jest bardzo istotna w nowotworze raka jajnika, 

gdzie, jak wykazano przyczynia się do wielu mechanizmów kancerogenezy. Zaobserwo-

wano, że w linii komórkowej raka jajnika FSH stymuluje ekspresję czwartego czynnika 

transkrypcji wiążącego oktamer (OTC4, ang. octamer-binding transcription factor 4), 

który prawdopodobnie przyczynia się do hamowania apoptozy w tych komórkach [421]. 

Wykazano również, że białko OCT4 zwiększa ekspresję genów Notch (neurogenne 

białko 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 proliferację i różnicowanie komórki no-

wotworowej [421]. Dowiedziono, że białko OTC4 jest nadmiernie wyrażane również 

w guzie GBM [422], a FSHR aktywowany przez FSH indukuje proliferację komórek na-

błonka powierzchniowego jajnika poprzez szlak MAPK/ERK (najprawdopodobniej 

przez FSHR3) [325]. Ponadto wykazano, że nadekspresja FSHR wywołuje wzrost eks-

presji HER-2 (receptor kinazy tyrozynowo-białkowej erbB-2, ang. receptor tyrosine-pro-

tein kinase erbB-2), C-Myc i EGFR w raku jajnika [423]. Aktywacja FSHR przez FSH 

zwiększa potencjał migracyjny komórek raka jajnika poprzez szlak PI3K/Akt [424]. FSH 

poprzez swój receptor i wiele innych szlaków sygnałowych komórki wywołuje ekspresję 

HIF1α, co może pozwalać osiągnąć profil ekspresji genów charakterystyczny dla hipoksji 

w stanie normoksji [425]. 

Zważywszy na konsekwencje molekularne wynikające z ekspresji FSHR w raku 

jajnika, przedstawiane wyniki ekspresji FSHR w guzie GBM, a także wzrost występowa-

nia guza GBM u kobiet w okresie pomenopauzalnym (wzrost poziom FSH), dalsze bada-

nia nad ekspresją i rolą FSHR w GBM powinny stanowić punkt zainteresowania szer-

szego grona badaczy. 
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WNIOSKI 

Na podstawie przeprowadzonych badań wysunięto następujące wnioski: 

1. Niewzrastający rdzeń guza GBM, obejmujący obszar martwicy, charakteryzował się 

obniżonym lub niezmienionym poziomem ekspresji badanych receptorów zależnych 

od hormonów płciowych w porównaniu do strefy guza rosnącego (kora guza) i obrzeża 

guza. 

2. Strefa silnego wzrostu guza (kora guza) GBM cechowała się obniżonym lub niezmie-

nionym poziomem ekspresji badanych receptorów zależnych od hormonów płciowych 

w porównaniu do obrzeża guza. 

3. Ekspresja badanych receptorów w poszczególnych strukturach guza nie różniła się 

u kobiet i mężczyzn, z wyjątkiem ekspresji receptora PRLR w rdzeniu guza, która była 

niższa u kobiet. 

4. Mężczyźni charakteryzowali się niższą ekspresją mRNA receptora ERβ w rdzeniu 

guza w porównaniu do kory guza GBM. 

5. Kobiety cechowały się niższą ekspresją białka receptorów AR i ERβ w rdzeniu guza 

w porównaniu do obrzeża guza GBM. 

6. Warunki panujące w guzie GBM (hipoksja i niedobór składników odżywczych) były 

czynnikami, które wywarły wpływ na zmiany w ekspresji badanych receptorów w wa-

runkach in vitro. 

7. Za udziałem receptorów zależnych od hormonów płciowych w zmianie biologii ko-

mórek glejaka wielopostaciowego mogą przemawiać stwierdzone zmiany w ekspresji 

badanych receptorów u kobiet i mężczyzn. Jednakże dostępne dane nie pozwalają jed-

noznacznie określić roli tych receptorów w progresji glejaka wielopostaciowego. 
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STRESZCZENIE 

 

Wstęp: Glejak wielopostaciowy (GBM) jest nowotworem, którego charakterystyczny 

sposób wzrostu może wywierać wpływ na tworzenie się w jednym guzie różnych linii 

komórkowych. GBM podczas naciekania zdrowych tkanek tworzy swego rodzaju dłu-

gie wypustki. Ograniczony dostęp do składników odżywczych i tlenu w niektórych 

częściach guza, wpływa na powstanie w guzie obszarów martwicy. W wyniku czego 

w samym guzie powstają różniące się od siebie struktury. Za udziałem receptorów 

zależnych od hormonów płciowych w zmianie biologii komórek glejaka przemawia 

fakt, iż występowanie tych nowotworów różni się istotnie pomiędzy płciami. Znacznie 

częściej chorują mężczyźni, a kobiety w wieku przed menopauzalnym charakteryzują 

się wyższą przeżywalnością w stosunku do kobiet w wieku po menopauzalnym, czy 

mężczyzn. Receptory zależne od hormonów płciowych pełnią istotną rolę w progresji 

wielu nowotworów. Wpływają na regulację szlaków indukujących proliferację i mi-

grację komórek glejaka wielopostaciowego. 

Cel: Celem przeprowadzonych badań było określenie ekspresji receptorów zależnych 

od hormonów płciowych w poszczególnych strukturach guza GBM, a także sprawdze-

nie wpływu warunków panujących w guzie na ekspresję receptorów zależnych od hor-

monów płciowych in vitro. Cele szczegółowe obejmowały: (1) Sprawdzenie ekspresji 

genów i białek oraz lokalizacji komórkowej białek receptorów zależnych od hormo-

nów płciowych (receptora androgenowego (AR), progesteronowego (PGR), estroge-

nowego α (ERα), estrogenowego β (ERβ), prolaktynowego (PRLR), folikulotropo-

wego (FSHR)) w poszczególnych strukturach guza (rdzeń, kora, obrzeże guza). 

(2) Sprawdzenie różnic w ekspresji genów i białek receptorów zależnych od hormo-

nów płciowych (AR, PGR, ERα, ERβ, PRLR, FSHR) w poszczególnych strukturach 

guza (rdzeń, kora, obrzeże guza) u kobiet i mężczyzn. (3) Sprawdzenie ekspresji ge-

nów i białek oraz lokalizacji komórkowej białek receptorów zależnych od hormonów 

płciowych (AR, PGR, ERα, ERβ, PRLR, FSHR) w różnych warunkach występują-

cych w guzie (warunki nekrozy, hipoksji, niedoboru składników odżywczych) w mo-

delu in vitro z wykorzystaniem hodowli komórek glioblastoma astrocytoma (U87). 

Materiał i metody: W badaniu zastosowano dwa modele badawcze. Pierwszy wyko-

rzystywał materiał pochodzący z różnych struktur guza GBM od pacjentów hospitali-
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zowanych w Klinice Neurochirurgii PUM. Do projektu włączonych zostało 28 pacjen-

tów, w tym 16 mężczyzn i 12 kobiet, w wieku od 36 do 81 lat. Materiał stanowiły 

próby pobrane z trzech obszarów guza: niewzrastającego rdzenia guza obejmującego 

głównie obszary martwicy, kory guza, czyli strefy guza rosnącego i obrzeża guza. 

Drugi model badawczy, model in vitro, został stworzony w celu sprawdzenia, czy ana-

lizowane czynniki wpływają na ekspresję badanych receptorów. Hodowle komórkowe 

linii U87 poddano wpływowi warunków: nekrozy, hipoksji i niedoboru składników 

odżywczych, imitujących warunki panujące w guzie. W badanym materiale określono 

ekspresję genów badanych receptorów metodą reakcji łańcuchowej polimerazy w cza-

sie rzeczywistym (qRT-PCR). Ekspresję białek badanych receptorów określono przy 

użyciu testów immunoenzymatycznych. Obecność i lokalizację białek receptorów za-

leżnych od hormonów płciowych w badanym materiale dodatkowo wykazano meto-

dami mikroskopii konfokalnej (w komórkach linii U87) i analizy immunohistoche-

micznej (tkanki guza pochodzące od pacjentów). 

Wyniki: W obrzeżu guza GBM zaobserwowano wzrost ekspresji białek AR, ERβ, 

PGR w stosunku do rdzenia guza, a także wzrost białka PGR w stosunku do kory guza. 

W korze guza zauważono natomiast wzrost białka AR i mRNA ERβ w stosunku do 

rdzenia guza. Po uwzględnieniu podziału na kobiety i mężczyzn w analizach zaobser-

wowano, że guzy pochodzące od kobiet charakteryzowały się wzrostem białek AR, 

ERβ w obrzeżu guza w stosunku do rdzenia guza. Guzy pozyskane od mężczyzn ce-

chowały się natomiast wzrostem mRNA ERβ w korze guza w stosunku do rdzenia 

guza. Zauważono również, że guzy mężczyzn charakteryzowały się wzrostem białka 

PRLR w rdzeniu guza w stosunku do guzów kobiet. Nie zaobserwowano różnic w eks-

presji PRLR, ERα, FSHR pomiędzy strukturami guza, a także różnic w ekspresji ERα, 

FSHR pomiędzy płciami. Warunki niedoboru składników odżywczych wywołały 

wzrost ekspresji mRNA AR i spadek ekspresji mRNA ERβ. Warunki hipoksji spowo-

dowały spadek ekspresji mRNA AR, ERβ, PRLR i wzrost ekspresji mRNA ERα. Wa-

runki nekrotyczne nie wywołały natomiast zmian w ekspresji badanych receptorów. 

Wnioski: Niewzrastający rdzeń guza GBM, obejmujący obszar martwicy, charaktery-

zował się obniżonym lub niezmienionym poziomem ekspresji badanych receptorów 

zależnych od hormonów płciowych w porównaniu do strefy guza rosnącego (kora 

guza) i obrzeża guza. Strefa silnego wzrostu guza (kora guza) GBM cechowała się 

obniżonym lub niezmienionym poziomem ekspresji badanych receptorów zależnych 
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od hormonów płciowych w porównaniu do obrzeża guza. Ekspresja badanych recep-

torów w poszczególnych strukturach guza nie różniła się u kobiet i mężczyzn, z wy-

jątkiem ekspresji receptora PRLR w rdzeniu guza, która była niższa u kobiet. Męż-

czyźni charakteryzowali się niższą ekspresją mRNA receptora ERβ w rdzeniu guza 

w porównaniu do kory guza GBM. Kobiety cechowały się niższą ekspresją białka re-

ceptorów AR i ERβ w rdzeniu guza w porównaniu do obrzeża guza GBM. Warunki 

panujące w guzie GBM (hipoksja i niedobór składników odżywczych) były czynni-

kami, które wywarły wpływ na zmiany w ekspresji badanych receptorów w warunkach 

in vitro. Za udziałem receptorów zależnych od hormonów płciowych w zmianie bio-

logii komórek glejaka wielopostaciowego mogą przemawiać stwierdzone zmiany 

w ekspresji badanych receptorów u kobiet i mężczyzn. Jednakże dostępne dane nie 

pozwalają jednoznacznie określić roli tych receptorów 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 α receptor (ERα), estrogen β receptor (ERβ), 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, ERα, ERβ, 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, ERα, ERβ, 

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, 

ERβ, 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 ERβ 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 ERβ 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 ERβ 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, ERα, and FSHR between 

tumor structures, and no differences in the expression of ERα, and FSHR between sexes. 

Nutrient-deficient conditions increased AR mRNA expression and decreased ERβ mRNA 

expression. Hypoxic conditions resulted in a decrease in AR, ERβ, and PRLR mRNA 

expression and an increase in ERα 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 ERβ in the tumor core compared to the GBM-

enhancing tumor region. Women were characterized by lower AR and ERβ 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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