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STRESZCZENIE

Glejaki sg najczestszymi pierwotnymi nowotworami osrodkowego uktadu nerwowego, stanowigc 70%
z nich. Glejak wielopostaciowy (GBM), najczestszy i najgorzej rokujgcy nowotwér wywodzacy sie z gleju,
moze rozwijac sie de novo (pierwotny GBM) lub poprzez transformacje z gwiazdziakéw Il stopnia zfosliwo-
éci lub anaplastycznych. Te dwa rodzaje GBM stanowig odrebne jednostki chorobowe réznigee sie za-
rowno pod wzgledem rokowania, jak i zmian genetycznych. Na przykiad, niemal wszystkie wtérne GBM
cechujg sie mutacjami genu IDH1, podczas gdy w pierwotnych GBM mutacje te wystepuijg bardzo rzad-
ko. Pierwotne GBM sg bardzo heterogennymi glejakami i charakteryzujg sie réznorodnymi zmianami ge-
netycznymi. Jedng z nich jest ekspresja zmutowanej formy genu EGFR. Najczesciej spotykang mutacjg
jest EGFR-vlll aktywujgca nieprawidiowy receptor. Postepy, jakie osiggnieto w biologii molekularnej gleja-
kow, moga takze pomaoc w doborze chorych lepiej reagujgcych na konwencjonalng chemioterapie. Zmniej-
szenie ekspresji genu MGMT poprzez hipermetylacje jego promotora obserwowane u 45% chorych na
GBM wigze sie z diuzszym czasem przezycia po zastosowaniu temozolomidu. Kodelecja 1p/19q jest
korzystnym czynnikiem prognostycznym u chorych na skapodrzewiaki, a takze wskazuje na mozliwosc
uzyskania lepszej odpowiedzi na chemioterapie PCV. Jednak dotad nie poznano krytycznych celow dla
nowych lekéw ukierunkowanych molekularnie w leczeniu chorych na glejaki.

Stowa kluczowe: glejaki, metylacja MGMT, kodelecja 1p/19q, mutacje IDH1, EGFR-vIIl

ABSTRACT

Gliomas are the most common of all primary tumours of the central nervous system and account for 70%
of them. Glioblastoma (GBM), the most frequent and the most lethal of all gliomas may develop de novo
(primary GBM) or by progression from grade Il or anaplastic astrocytoma. Those two types of GBM are
distinct disease entities with clear differences in clinical outcome and molecular genetics. For example,
almost all secondary GBMs harbor mutations in IDH7 gene, whereas in primary GBMs these mutations are
very rarely seen. Primary GBMs form a very heterogenous group of tumours and are characterized by
many genetics alterations. One of such alteration is the expression of mutated EGFR gene. The most
common mutation is EGFR-vIIl that constitutively activates the receptor. Advances in molecular biology of
gliomas may also help to select patients who better respond to conventional chemotherapy. Silencing of
MGMT gene by methylation of its promoter observed in 45% of GBMs is associated with better outcome of
patients treated with temozolomide. 1p/19q codeletion is a favourable prognostic factor in oligodendro-
gliomas and also predicts response to PCV chemotherapy. However, so far in gliomas critical molecular
targets for novel drugs have not been recognized.
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Wigkszos¢ pierwotnych guzéw mdzgu stanowia no-
wotwory wywodzace si¢ z komoérek glejowych. Obec-
nie obowiazujaca klasyfikacja Swiatowej Organizacji
Zdrowia (WHO, World Health Organization) grupuje
glejaki w zaleznoSci od pochodzenia (m.in. gwiazdzia-
ki, skapodrzewiaki i glejaki mieszane) oraz stopnia zto-
Sliwosci (I-IV) [1]. Najczestsze rodzaje nowotworow
glejowych przedstawiono w tabeli 1.

Jednym z najgorzej rokujacych nowotwordw czto-
wieka i jednocze$nie najczestszym z glejakéw, stano-
wiacym potowe z nich i 12-15% wszystkich pierwot-
nych nowotworéw mozgu, jest glejak wielopostaciowy
(GBM, glioblastoma multiforme). Rokowanie w GBM
jest dramatycznie zte — mediana czasu przezycia wy-
nosi tylko 5 miesiecy, ponad 80% chorych umiera
w ciagu roku od rozpoznania, a 2 lata przezywa zaled-
wie okoto 3% chorych [2]. Przebieg innych rozlanych
glejakow zwykle réwniez nie jest pomySlny, chociaz czas
przezycia chorych jest znacznie dtuzszy niz w przypad-
ku GBM i zalezy od stopnia zlo§liwosci guza.

Powszechne jest zjawisko progresji stopnia ztosli-
woSsci glejakéw w trakcie przebiegu choroby, czyli
transformacji nowotworéw o mniejszej ztosliwoSci
w guzy charakteryzujace si¢ III stopniem zto§liwosci
wedtug WHO, a zwlaszcza w GBM. Sredni czas,
w ktérym dochodzi do przeksztalcenia si¢ w GBM,
wynosi dla glejakéw II stopnia ztoSliwoSci nieco po-
nad 5 lat, a dla anaplastycznego gwiazdziaka okoto
1,5 roku [3].

W niniejszej pracy przedstawiono najwazniejsze
zagadnienia dotyczace biologii molekularnej glejakéw
ze szczegbdlnym uwzglednieniem tych, ktére juz maja
badz wkrétce moga miec¢ znaczenie praktyczne.

Tabela 1. Najczestsze rodzaje glejakow

Table 1. The most common gliomas

Molekularne czynniki predykcyjne
i prognostyczne

Metylacja MGMT

Chemioterapie z wykorzystaniem lekéw alkilujacych
od dawna stosuje si¢ u chorych na nawrotowe glejaki
III stopnia ztoSliwosci oraz GBM. Nie uwzgledniajac
nawet dos¢ ztozonych zagadnien zwigzanych z réznica-
mi w penetracji poszczegdlnych lekow przez bariere
krew-mozg (a wlasciwie krew—guz), jej skutecznosé
i tak jest niewielka. Tradycyjnie w terapii glejakow sto-
sowano pochodne nitrozomocznika (karmustyna, lomu-
styna i fotemustyna) i prokrabazyne. Ostatnio podsta-
wowym lekiem, zwlaszcza u chorych na GBM, staje si¢
temozolomid. Temozolomid po przeksztatceniu si¢
w pochodna karboksamidu — monometylotriazenoimi-
dazolokarboksamid (MTIC) — wykazuje aktywnos¢
leku alkilujacego i przytacza grupy metylowe do DNA,
przede wszystkim w pozycji N7 lub O6 guaniny. Takie
addukty metylowe, laczac ze sobg obie nici DNA, unie-
mozliwiaja replikacje [4].

Jednym ze sposob6éw naprawy uszkodzeni DNA wy-
wotanych przez leki alkilujace, a szczeg6lnie temozolo-
mid, jest dziatanie enzymu metylotransferazy O6-mety-
loguaniny (MGMT). Przywraca ona prawidtowa struk-
ture DNA, odlaczajac grupe metylowa z pozycji O6 gu-
aniny i przylaczajac ja do swojej czasteczki. Proces ten
powoduje trwalg inaktywacje MGMT, co prowadzi do
koniecznosci syntezy nowych czasteczek enzymu.

Skutecznos$¢ demetylacji DNA w pozycji O6 guani-
ny zalezy przede wszystkim od stezenia enzymu w ko-
moérce. Komoérki GBM, w ktérych stwierdza si¢ duze
stezenie MGMT, sg mato wrazliwe na te uszkodzenia
DNA wystepujace po zastosowaniu temozolomidu, kt6-

Stopien ztosliwosci

Pochodzenie

wedtug WHO
Glej Glej Glej Mieszane
gwiazdzisty skapowypustkowy wysciotkowy (glej gwiazdzisty
i skapowypustkowy)
| Gwiazdziak Nie ma Podwysciotczak Nie ma
wtosowatokomorkowy
Il Gwiazdziak Skapodrzewiak Wyscidtczak Glejak mieszany
1] Gwiazdziak Skapodrzewiak Wyscidtczak Glejak mieszany
anaplastyczny anaplastyczny anaplastyczny anaplastyczny
I\ Glejak wielopostaciowy Nie ma Nie ma Nie ma

WHO (World Health Organization) — Swiatowa Organizacja Zdrowia
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re polegaja na metylacji guaniny w pozycji O6 [5]. Ilo§¢
enzymu z kolei zalezy przede wszystkim od ekspresji
genu MGMT. Najwazniejszym mechanizmem regula-
cji ekspresji MGMT jest odwracalna hipermetylacja
wysp CpG promotora tego genu. Przylaczenie grup
metylowych do promotora zmniejsza ekspresje MGMT,
a odlaczenie ja zwigksza. Komoérki GBM, w ktorych
promotor MGMT jest zmetylowany, sa zatem bardziej
wrazliwe na dzialanie temozolomidu. Taka sytuacja
dotyczy okoto 45% chorych na GBM [6]. U pozosta-
lych os6b terapia jest bardzo mato skuteczna.

Hipermetylacje MGMT cz¢sciej stwierdza si¢ u ko-
biet niz u mezczyzn (53 vs. 39%) oraz we wtérnych GBM
w poréwnaniu z pierwotnymi (73 vs. 43%). Sugeruje
si¢ istnienie zwigzku pomiedzy hipermetylacja a wyste-
powaniem niektoérych wariantéw polimorficznych do-
tyczacych pojedynczych nukleotydéw w obrebie pro-
motora tego genu, ktére moga mie¢ znaczenie rokow-
nicze [7].

W przeciwienstwie do GBM, w ktorym warto$¢ pre-
dykcyjna stanu MGMT nie budzi wigkszych watpliwo-
Sci, w przypadku anaplastycznych skapodrzewiakow
ostatnio wykazano, ze hipermetylacja MGMT nie jest
czynnikiem predykcyjnym odpowiedzi na uzupehiajaca
chemioterapi¢ PCV (prokarbazyna, lomustyna, winkry-
styna), ale wptywa korzystnie na rokowanie, by¢ moze
ze wzgledu na jej zwiazek z wystegpowaniem kodelecji
1p/19q lub polimorfizméw rejonu promotora [8].

Kodelecja 1p/19q

Jednym z najwazniejszych zaburzen chromosomal-
nych obserwowanych w skapodrzewiakach II stopnia
zto§liwosci, dotyczacym okoto 80% chorych, jest utra-
ta krotkiego ramienia chromosomu 1. skojarzona
z utrata dhugiego ramienia chromosomu 9. Aberracja
ta wystepuje takze, chociaz z nieco mniejszg czgstoscia,
w anaplastycznych skapodrzewiakach.

Najprawdopodobniej do kodelecji 1p/19q prowa-
dzi niezréwnowazona translokacja t(1;19) (q10;p10) [9].
Wystepowanie tej aberracji wiaze si¢ z wigksza wraz-
liwoscig na powszechnie stosowang u chorych na na-
wrotowe skapodrzewiaki anaplastyczne chemiotera-
pia wedlug programu PCV [10]. Wykazano jednak, ze
rokowanie chorych, u ktérych wystepuje kodelecja
1p/19q, jest lepsze niezaleznie od zastosowanego le-
czenia [10, 11].

Dotychczas nie ustalono, dlaczego utrata heterozy-
gotyczno$ci w obrebie 1p i 19q jest tak charaktery-
styczna cecha molekularng skapodrzewiakéw i wiaze
si¢ z wickszg wrazliwoScia na chemioterapig i lepszym
rokowaniem. By¢ moze w tych fragmentach chromo-
somow znajduja si¢ istotne geny lekoopornosci i/lub
geny supresorowe, ktérych utrata prowadzi do kance-
rogenezy [12].

Mutacje IDH1

Dehydrogenaza izocytrynianowa 1 (IDH1) jest en-
zymem cyklu Krebsa stanowigcego koncowy szlak utle-
niania biatek, kwaséw ttuszczowych i weglowodandw
w organizmie. Katalizuje ona przeksztatcenie izocytry-
nianu w a-ketoglutaran i odgrywa role regulujaca ak-
tywnos$¢ tancucha kolejno po sobie nastepujacych fos-
forylacji oksydacyjnych, ktérych koncowym efektem
jest powstanie ATP, GTP i prekursoréw istotnych zwiaz-
kéw chemicznych. W eksonie 4 genu IDHI opisano
mutacje polegajace na substytucji pojedynczego nu-
kleotydu. Dotycza kodonu 132., w ktérym w przewa-
zajacej wigkszosci przypadkéw zamiast guaniny znaj-
duje si¢ adenina (sekwencja CAT zamiast CGT) [13].
Mutacje IDHI obserwuje si¢ w ponad 80% glejakow
IT i IIT stopnia ztoSliwosci i wtornym GBM, a bardzo
rzadko (< 5%) w pierwotnym GBM, wyscidtczakach
i gwiazdziaku wlosowatokomérkowym. Uwaza si¢
obecnie, ze mutacje IDHI powstaja bardzo wczesnie
w trakcie kancerogenezy i kieruja ja w stron¢ powsta-
wania gwiazdziakéw, skapodrzewiakow oraz, w kon-
sekwencji, wtornych GBM [14].

Nastepstwem wystapienia mutacji IDH1 jest zmniej-
szenie aktywnoS$ci enzymu i zmniejszenie st¢zenia
a-ketoglutaranu, ktory jest substratem dla hydroksylaz
prolylowych. Hyroksylazy te w warunkach prawidtowe-
go stezenia tlenu w komorce rozktadaja podjednostke
a czynnika indukujacego hipoksje 1 (HIFL, hypoxia in-
ducible factor I). Nie dochodzi wéwczas do tworzenia
si¢ HIF1 w komorce, co sprawia, ze komodrka ta nie
jest poddawana biologicznym efektom dziatania HIF1
przeciwdziatajacym w warunkach fizjologicznych skut-
kom hipoksji. W sytuacji niedoboru substratu, jakim
jest a-ketoglutaran, komdrka zachowuje si¢ tak, jak
gdyby byta niedotleniona (ryc. 1). Efekt biologiczny
mutacji IDHI zalezy zatem, przynajmniej cze¢§ciowo,
od indukcji HIF1 [16]. Oczywiscie, najprawdopodob-
niej mutacje te sa jedynie czynnikiem sprzyjajacym kan-
cerogenezie, ktora zalezy od kumulacji wielu innych
wydarzefi molekularnych.

Pomimo tego wykazano, ze obecno$¢ mutacji IDH1
jest korzystnym czynnikiem prognostycznym u chorych
na gwiazdziaka anaplastycznego lub GBM [13]. Dotych-
czas nie ustalono, czy mutacje IDHI majq znaczenie
predykcyjne, na przyktad w przewidywaniu odpowie-
dzi na terapi¢ antyangiogenna.

Biologia molekularna GBM

Okoto 95% GBM to nowotwory pierwotne wywo-
dzace si¢ bezposrednio z komérek prekursorowych
gleju. Pozostaly cz¢$¢ stanowia glejaki wtérne stano-
wigce koncowy etap procesu transformacji nowotwo-
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Mutacje IDH1

A 4

Zmniejszenie stezenia a-ketoglutaranu

y

Zmniejszenie aktywnosci
hydroksylaz prolylowych

y

Zwiekszenie stezenia HIF1«
pomimo braku hipoksji

A 4

Efekty dziatania HIF1:
zwigkszenie przepuszczalnosci naczyn,
rozszerzenie naczyn,
proliferacja i migracja komorek srodbtonka,
zwiekszenie aktywnosci metaloproteinaz
macierzy zewngtrzkomoérkowej,
inaktywacja genéw supresorowych,
aktywacja onkogendw,
uwalnianie czynnikdw wzrostu

Glejak

Rycina 1. Zwigzek pomiedzy mutacjami IDH17 a kancero-
genezg [15]. HIF1 — czynnik indukujacy hipoksje 1
Figure 1. Relationship between IDH1 mutations and cance-
rogenesis [15]. HIF1 — hipoxia-inducible factor 1

rowej prowadzacej wezesniej do powstania gwiazdzia-
kéw o IT Tub IIT stopniu ztosliwosci. Wtérne GBM wy-
stepuja u os6b srednio o 15 lat mtodszych niz nowo-
twory pierwotne, czesciej u kobiet niz u mezczyzn,
a rokowanie w ich przypadku jest nieco lepsze (me-
diana czasu przezycia wigksza o 3 miesiace). Zabu-
rzenia molekularne we wtérnych GBM rdznig si¢ za-
sadniczo od tych, ktdére stwierdza si¢ w guzach pier-
wotnych, najlepiej ilustruje to stan genu IDH1, o czym
wspomniano juz wczesniej. We wtérnych GBM bar-
dzo rzadko dochodzi do mutacji w obrebie EGFR lub
PTEN, a czgsto w obrebie TP53 [17].

W tej czesci niniejszej pracy ogdlnie oméwiono bio-
logie pierwotnych GBM.

Pierwotny GBM jest nowotworem o niezwyklej he-
terogennos$ci morfologicznej (stad jego nazwa), ale tak-
ze i genetycznej. Poznano juz bardzo wiele réznorod-
nych zmian molekularnych dotyczacych szlakéw prze-
kazywania sygnalu, proceséw proliferacji, kontroli cy-
klu komérkowego itd. Oméwienie ich wszystkich jest
zupelnie niecelowe, poniewaz wiedza ta w zasadzie
dotychczas nie znajduje przetozenia na praktyke kli-
niczna. W zwiazku z tym zasygnalizowano jedynie pew-
ne kluczowe elementy biologii molekularnej GBM.

Szlak sygnatowy receptora EGFR

Ocenia si¢, ze nieprawidtowosci dotyczace szlaku
przewodzenia sygnatu z receptora naskérkowego czyn-
nika wzrostu (EGFR, endothelial growth factor recep-
tor) do jadra komdrkowego wystepuja niemal u 90%
chorych na GBM [14].

Zwigkszona liczba receptorow EGFR dotyczy 60%
pierwotnych GBM i w wigkszosci (70-90%) przypad-
kéw jest wynikiem amplifikacji, czyli zwielokrotnie-
nia liczby kopii genu EGFR [14]. Na ogoét amplifika-
cja EGFR jest skojarzona z mutacjami w obrgbie tego
genu. Opisano pie¢ rodzajéow mutacji polegajacych na
wystgpowaniu utraty fragmentu genu czesci koduja-
cej zewnatrzkomérkowa albo wewnatrzkomérkowa
domene receptora (EGFR-vI-EGFR-vV) [18]. Muta-
cja EGFR-vIII jest wsrdd nich najczestsza i obserwuje
si¢ ja w 60% przypadkéw. EGFR-vIII polega na utra-
cie eksonéw 2-7 kodujacych fragment domeny zewna-
trzkomoérkowej receptora. Jej skutkiem jest powsta-
nie nieprawidtowej formy receptora o mniejszej ma-
sie czasteczkowej zawierajacego o 268 aminokwasow
mniej. EGFR-vIII mimo tego, ze ze wzgledu na utra-
te czeSci domeny zewnatrzkomérkowej nie moze
w ogdle przytaczy¢ ligandu, znajduje si¢ w stanie per-
manentnej aktywacji, stanowigc zZrodto i pierwszy etap
transmisji patologicznego sygnatu proproliferacyjne-
go do jadra komdrkowego. EGFR-vIII jest zatem mu-
tacja o charakterze aktywujacym (gain-of-function mu-
tation). Wykazano, ze zaréwno amplifikacja EGFR,
jak i obecno$s¢ EGFR-vIII wiaza si¢ z gorszym roko-
waniem [19].

Drugim czgstym zjawiskiem molekularnym dotycza-
cym szlaku przewodzenia sygnalu z EGFR jest utrata
czynno$ci genu supresorowego PTEN. Mutacje unie-
czynniajace PTEN obserwuje si¢ u okoto 30% chorych
na pierwotne GBM i w wigkszoSci towarzysza one am-
plifikacji EGFR [20]. Skojarzenie tych zaburzen mole-
kularnych przyczynia si¢ do utrudnienia zahamowania
transmisji nieprawidtowego sygnatu z EGFR na pozio-
mie przekaznikéw wewnatrzkomodrkowych.
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Kompleks TP53

Nieprawidlowosci kompleksu tworzonego przez
biatko supresorowe TP53 stwierdza si¢ u okoto potowy
chorych na pierwotne GBM [14]. Poza mutacjami do-
tyczacymi samego genu 7P53 (okoto 30% pierwotnych
GBM) zaburzenia te polegaja przede wszystkim (50%)
na zmniejszeniu stezenia biatka P14(ARF) kodowane-
go przez gen inhibitora cyklinozaleznej kinazy 2A
(CDKN2A). Rzadziej (15%) dochodzi do amplifikacji
genu MDM?2. Biatko P14(ARF) taczy si¢ z biatkiem
MDM2, nie dopuszczajac do zahamowania przez nie
czynnoéci TP53. Efektem koficowym wymienionych
zaburzen molekularnych jest zmniejszenie antyonko-
gennych wiasciwosci TP53.

Kompleks RB1

Biatko RB1 (retinoblastoma protein) odgrywa istotna
role w kontroli cyklu komérkowego. Zaburzenia doty-
czace kompleksu RB1 stwierdza si¢ przynajmniej
u potowy chorych na pierwotne GBM [21]. Rzadko jed-
nak (10%) nieprawidtowosci dotycza samego genu RBI.
Najczesciej wystepuja mutacje inaktywujace lub dele-
cje dotyczace CDKN2A warunkujace niedobor P16NKA
(inhibitora cyklu komérkowego).

Podsumowanie

Z powodu wzglednie duzej i wciaz rosnacej cze-
stoéci wystepowania oraz ztego rokowania GBM sta-
nowi gtéwny temat zainteresowan badaczy zajmuja-
cych si¢ biologia molekularna glejakéw. Postepy
w tej dziedzinie przyczyniaja si¢ do cze¢Sciowego zro-
zumienia mechanizméw prowadzacych do kancero-
genezy oraz progresji stopnia ztosliwoSci glejakow
w trakcie przebiegu choroby. Najprawdopodobniej
obecnos¢ niektérych zjawisk molekularnych moze
by¢ pomocna w okreSleniu rokowania réznych no-
wotwordéw wywodzacych si¢ z gleju. Poza znajdowa-
niem pojedynczych cech podejmuje si¢ takze proby
profilowania genetycznego glejakéw, ale informacje
prognostyczne w ten sposéb zdobywane moga sta-
nowi¢ co najwyzej uzupetnienie dla najistotniejszych
klinicznych czynnikéw rokowniczych [22].

Odkrycia dotyczace biologii glejakéw (stan MGMT
i obecnos§¢ kodelecji 1p/19q) juz teraz umozliwiaja wy-
odrebnianie chorych, ktdrzy lepiej reaguja na konwen-
cjonalne leczenie cytotoksyczne i to wlasnie ma — jak
dotychczas — najwigksze znaczenie praktyczne.

Wreszcie, w dobie gwaltownego rozwoju terapii
ukierunkowanych molekularnie w onkologii poznanie
zaburzen molekularnych charakterystycznych dla gle-

jakéw stanowi jedyny racjonalny sposéb poszukiwan
punktéw uchwytu dziatania dla nowych lekow. Nieste-
ty, heterogennos¢ biologiczna i jednoczesne wystepo-
wanie wielu réznorodnych zaburzen genetycznych
w glejakach, a zwlaszcza w GBM, sprawiaja, ze trudno
wyobrazi¢ sobie znalezienie uniwersalnego celu dzia-
tania dla lekéw ukierunkowanych molekularnie. Teo-
retycznie bardzo obiecujaca pod tym wzgledem jest
mutacja EGFR-vIII, ale jej dominacj¢ nad prawidlowa
forma genu stwierdza si¢ tylko u 10% chorych na GBM
[23]. Terapia antyangiogenna, ktéra w praktyce zaczy-
na si¢ stosowac, jak dotychczas jest leczeniem empi-
rycznym, dla ktérego nie znaleziono zadnych czynni-
kéw predykeyjnych.

Cze$¢ informacji zawartych w niniejszym artykule
przedstawiono podczas prezentacji wygloszonej przez
autora na konferencji ,,Biologia molekularna nowotwo-
réw w praktyce klinicznej”, ktora odbyta si¢ w Warsza-
wie w dniach 4-5 grudnia 2009 roku.
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