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Wstep

Promotory gendéw eukariotycznych sa krdétkimi odcinkami DNA, zwykle potoZonymi powyzej
sekwencji kodujacej gen, rozpoznawanymi przez czynniki transkrypcyjne. Czynniki te wiaza sie
z nicia DNA i umozliwiaja przytaczenie sie do niej polimerazy RNA. Skutkuje to rozpoczeciem
procesu transkrypcji, ktéry polega na przepisaniu informacji genetycznej z DNA na RNA. Promotory
gendéw eukariotycznych sa rozpoznawane przez rézne biatka, ktore reguluja intensywnosc
transkrypcji. Geny, ktorych promotory maja kilka sekwencji przylaczajacych sa transkrybowane
najszybciej [1].

Czynniki transkrypcyjne sa biatkami wigzacymi sie z DNA w obrebie promotora lub sekwencji
wzmacniajacej. Posiadaja one domene wiazaca DNA (ang. DNA-binding domain - DBD) i domene
efektorowa (ang. Effector domain - ED), ktéra posredniczy w aktywacji badZ represji ekspres;ji
docelowych genow. Czynniki transkrypcyjne wystepuja w komorce w niewielkiej liczbie (103-105
czasteczek/komoérke), moga by¢ selektywnie aktywowane lub dezaktywowane przez inne biatka,
najczesciej na ostatnim etapie przekazywania sygnalu w komoérce [1].

Zdecydowana wiekszos¢ onkogenow (geny nowotwordéw) zidentyfikowano jako
promotorowo-specyficzne czynniki transkrypcyjne. Podniesienie ich aktywnosci do nadmiernie
wysokiego poziomu moze prowadzi¢ do nowotworzenia. Onkogeny reguluja dziatanie kompleksu
transkrypcyjnego, obejmujacego polimeraze RNA II i czynniki inicjacji transkrypcji TFIIA, TFIIB,
TFIID, TFIIH, TFIIE, TFIIF. Ponadto kontroluja one przejScie pomiedzy nieaktywna/aktywna
chromatyna, stabilizuja kompleks transkrypcyjny potaczony z promotorem, przytaczaja inne czynniki
do kompleksu oraz posrednicza w przejsciu od inicjacji do elongacji transkrypcji. Zaburzenia
ekspresji wielu genow kodujacych czynniki transkrypcyjne oraz aktywnosci ich produktéw moga
prowadzi¢ do nieprawidtowej aktywacji szlakéw biochemicznych oraz rozwoju nowotworu. Jednymi
z takich czynnikéw sg geny Gli (ang. glioma-associated oncogenes). Wzrost ekspresji Glil prowadzi
do zmiany ekspresji okreslonych gendéw w procesie nowotworzenia [1].

Czynniki transkrypcyjne z motywem palcow cynkowych
Czynniki transkrypcyjne mozna zaliczy¢ do dwdch kategorii: czynnikow inicjujacych i efektorowych.

i rozpoczyna¢ procesy zmiany struktury chromatyny oraz transaktywacji. Natomiast czynniki
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efektorowe posiadaja dostep do sekwencji docelowej w chromatynie zalezny od czynnikow
inicjujacych i struktury nukleosomalnej. Czynniki transkrypcyjne moga zawiera¢ rézne motywy
biatkowe takie jak: helisa-skret-helisa (HTH), helisa-petla-helisa (HLH), zamek leucynowy czy palce
cynkowe. Motyw biatkowy HTH wiaze sie do gtéwnego rowka DNA, HLH odpowiada za dimeryzacje,
zamek leucynowy wiaze miedzy soba czynniki transkrypcyjne, natomiast palce cynkowe stanowia
strukturalna ptaszczyzne dla proceséw wiazania DNA. Na podstawie klasyfikacji motywow
strukturalnych stanowiacych domeny wiazace DNA wyodrebnia sie podtypy czynnikow
transkrypcyjnych. GLI1 (ang. glioma-associated oncogene 1) nalezy do czynnikow transkrypcyjnych
z motywem palcow cynkowych [1]. Domeny palcow cynkowych po raz pierwszy zidentyfikowano
w genie TFIIIA (ang. transcription factor IIIA), kodujacym czynnik transkrypcyjny zaby szponiastej
(Xenopus laevis). TFIIIA reguluje ekspresje genéw rybosomalnych RNA. Dotychczas odkryto istnienie
dziesieciu roznych klas motywow palcow cynkowych. Najlepiej poznana klasa jest C2H2
(TFIIIA/Kruppel). Ludzki genom posiada ponad 900 genéw kodujgcych czynniki z motywem palcow
cynkowych [1].

Domena palca cynkowego wystepuje w biatkach wigzgcych DNA i bierze bezposredni udziat
w wigzaniu czasteczki kwasu nukleinowego przez biatko. Domena ta jest zachowawczym regionem
biatka, posiadajacym zwiezta strukture globularna, w ktdérej dwie cysteiny i dwie histydyny wiaza jon
cynku (Zn+2) tetraedrycznym wigzaniem koordynacyjnym. Obecnos$¢ jonu cynku (Zn+2) jest
kluczowa dla stabilnosci domeny. W przypadku jego braku nie dochodzi do powstania wystarczajaco
duzej domeny posiadajacej hydrofobowy rdzen oraz utraty funkcjonalnosci. Dwudodatni jon cynku
latwo oddziatuje z DNA ze wzgledu na ujemny tadunek reszt fosforanowych kwaséw nukleinowych.
W domenie palca cynkowego mozemy wyrdznic¢ helise «, ktora przechodzi w helise 310 oraz dwa
antyréwnolegte fragmenty posiadajace strukture tancucha B, ktére tworza strukture typu ,spinka do
wlosow”. Prawdopodobnie do wiagzania DNA konieczna jest duza liczba zasadowych oraz polarnych
aminokwaséw, natomiast dla stabilnos$ci czasteczki istotna jest obecnos¢ aminokwasow
aromatycznych [2].

Aminokwasy w motywie palca cynkowego wystepuja w charakterystycznej sekwencji. Palce cynkowe
sa polaczone tacznikiem, ktory jest niezbedny do wtasciwego oddziatywania z DNA. Sekwencja
lacznika ulega fosforylacji i doprowadza do inaktywacji biatka. Taki motyw dos¢ czesto wystepuje
w zgrupowaniu palcéw cynkowych potozonych jeden za drugim tak, ze helisa a kazdego motywu ma
styczno$é z duza bruzda DNA. Uklad zlozony z wielu palcéw cynkowych tatwo rozpoznaje
odpowiednie sekwencje DNA [2].

Motywy palcéw cynkowych oddzialujg takze z innymi bialkami wplywajagcymi na zmiane
specyficznosci wigzania do DNA. Motywy C2H2majg mozliwos¢ oddzialtywania z RNA, hybrydami
DNA-RNA i innymi makroczasteczkami. Niektore biatka z domena palca cynkowego oddziatuja
z hybrydami DNA-RNA, gdy powinowactwo wiazania jest poréwnywalne badz wieksze anizeli
w przypadku wigzania z DNA [2].

Charakterystyka molekularna genu Glil

Po raz pierwszy gen Glil (ang. glioma-associated oncogene 1 - LOC2735) scharakteryzowano w 1987
roku. Wzrost liczby kopii tego genu zaobserwowano w wielopostaciowym glejaku zarodkowym (ang.
glioblastoma multiforme - GBM) [3].

Glil potozony jest na chromosomie 12 (12ql3.2-ql3.3) i ma diugos¢ 12,12 kpz. Wskutek
alternatywnego splicingu RNA powstaja trzy transkrypty, ktore koduja biatkowe izoformy.
Produktem genu Glil jest biatko o dtugosci 1106 aminokwasow i masie 117,9 kDa. Biatko to zawiera
pie¢ motywow palcow cynkowych miedzy aminokwasami 235-393, ktore sa kodowane przez egzony
7-10 (fragmenty kodujace DNA), a takze domene efektorowa sktadajaca sie z aminokwasow



1020-1091, kodowana przez egzon 12. Biatko rozmieszczone jest w jadrze komoérkowym i w
cytoplazmie [3].

Wykazano, ze w glejaku zarodkowym, kostniakomiesaku, ttuszczakomiesaku oraz potworniakoraku
wystepuje wzrost liczby kopii genu Glil. Locus Glil (obszar chromosomu zajmowany przez gen)
ulega translokacji w przypadku perycytomy, macicznego miesniaka gtadkiego, wielopostaciowego
gruczolaka gruczotu slinowego, ttuszczaka a takze sluzopodobnego ttuszczakomiesaka. Natomiast
w przypadku mies$niaka, raka piersi, cewiaka nerwowego, raka podstawnokomdérkowego Glil ulega
wysokiej ekspresji [4].

Funkcje GLI1

Dotychczas poznano niewielka ilo§¢ gendw, ktorych transkrypcja zalezy od GLI. W badaniach
wykorzystujacych mikromacierze wykazano, ze GLI1 przyczynia sie do wystepowania zaburzen
ekspresji 30 genow, okoto 11 z nich ulega wysokiej ekspresji. Naleza do nich geny cyklu
komoérkowego, adhezji komorkowej, transdukcji sygnaltu a takze regulujace apoptoze. Wpltyw na
ekspresje gendw kontrolowanych przez czynniki transkrypcyjne GLI w ludzkich keratynocytach
posiada receptor czynnika wzrostu epidermy (ang. epidermal growth factor receptor - EGFR).
Poznano 19 gendéw, ktérych transkrypcja jest indukowana GLI1, czynnikiem EGF i 11 innymi genami,
gdzie tylko od GLI1 zaleze¢ bedzie ich transkrypcja. Wykazano, ze GLI1 i EGF wspdlnie reguluja
ekspresje 200 do 300 genow [5].

Aktualnie poznano siedem miejsc wigzania sie GLI z promotorem genu bcl-2 (ang. B-cell leukemia /
lymphoma-2), jedno z nich (pozycje -428 do -420) jest istotne dla regulacji transkrypcji.
W epidermalnych keratynocytach zréwnowazenie miedzy funkcja aktywatora GLI1 oraz represora
GLI3 kontroluje poziom ekspresji bcl-2 [6]. Posrod genow docelowych dla GLI1 znajduje sie HIP (ang.
hedgehog interacting protein), ktérego produkt ma mozliwo$¢ wiazania wszystkich trzech bialek
hedgehog (SHH, DHH, IHH). GLI1 doprowadza do wzrostu ekspresji genu Foxml (ang.
forkheadbox), ktérego produkt spelnia wazna role w regulacji ekspresji gendow bioracych udziat we
wzroscie komorki, proliferacji, roznicowaniu, dtugowiecznosci komorek, a takze transformacji [7].

Analiza nowotwordw kosci i tkanek miekkich wykazata $cisty zwiazek pomiedzy poziomem ekspresji
GLI1, a stopniem zlosliwosci nowotworu. Zwiekszenie liczby kopi genu Glil w niektdérych
nowotworach i specyficzny obraz ekspresji sugeruja, ze GLI1 bierze udziat w powstawaniu, jak i w
normalnym rozwoju nowotworéw [4].

Czynniki transkrypcyjne GLI (GLI1, GLI2, GLI3) petnia istotna role w szlaku sygnalizacyjnym
hedgehog-GLI (HH-GLI), waznym w poczatkowych etapach organogenezy w centralnym systemie
nerwowym, ptucach, kosciach, prostacie, konczynach, miesniach, zebach oraz wtosach. Przede
wszystkim kontroluja one proliferacje prekursoréw komérek nerwowych w strukturach grzbietowych
modzgu oraz reguluja liczbe neuronalnych komoérek pnia w embrionalnych, okotonarodzeniowych
i dojrzatych segmentach mozgu [8].

Po raz pierwszy geny hedgehog (Hh) zostaly odkryte u Drosophila melanogaster. Pelnia one istotna
role w rozwoju embrionalnym. Do rodziny genow Hh u ssakow naleza: indian hedgehog (Ihh), desert
hedgehog (Dhh) oraz sonic hedgehog (Shh). Biora one udziat w tym samym szlaku sygnalizacyjnym,
lecz w réznych narzadach. Ihh dziala jako mitogen w chondrocytach, Dhh jest niezbedny do
prawidtowego rozwoju obwodowego systemu nerwowego. Natomiast Shh uczestniczy w rozwoju
endodermy, ektodermy i mezodermy. Ulega on ekspresji w wielu organach, takich jak mézg, skora,
prostata, ptuca, szkielet, przewdd pokarmowy, w ktérych odpowiada za ich ksztaltowanie oraz
wzrost [9].



Model sygnalizacji szlaku SHH u ssakéw jest oparty na wynikach badan genetycznych
i biochemicznych nad Drosophila. Zmodyfikowany HH moze zosta¢ zwigzany przez receptor PTCH1
badz PTCH2, ktdéry potozony jest na powierzchni komérki docelowej albo uwalniajacej sygnat.
Zwiazanie liganda prowadzi do endocytozy oraz transdukcji sygnatu do wnetrza komérki, co skutkuje
aktywacja czynnikéw transkrypcyjnych GLI. PTCH1 reguluje wlasna ekspresje na zasadzie
sprzezenia zwrotnego, co umozliwia zachowanie prawidtowego rozwoju réwnowagi miedzy
aktywnoscia SHH oraz PTCH1 [10].

W przypadku braku SHH, PTCH1 blokuje aktywnos¢ czasteczki efektorowej SMO i uniemozliwia
transdukcje sygnatu. SMO jest biatkiem transbtonowym, strukturalnie podobnym do receptoréw
taczacych sie z biatkiem G. Prawdopodobnie w przypadku braku liganda, PTCH1 przemieszcza przez
btone mate czasteczki, ktére przypominaja cholesterol i dziataja jak antagonisci SMO. Natomiast
w przypadku obecnosci SHH, PTCH1 dziata przez zwolnienie inhibicji SMO oraz poprzez
zmniejszenie zasiegu sygnalizacji liganda. Regulowanie wigzania SHH z PTCH nastepuje
w docelowej komorce przez co najmniej trzy odmienne, negatywne regulatory: proteoglikan HSPG
(ang. heparyn sulphateproteoglican), biatko HIP (ang. hedgehoginteracting protein) i megaline
(gp300). Wolny ligand moze by¢ wigzany przez wszystkie regulatory, co nie daje mozliwos¢
oddziatywania z receptorami PTCH [11].

Cytoplazmatyczne formy GLI (GLI2 badZz GLI3) przy braku SHH, ulegaja fosforylacji katalizowanej
przez PKA (ang. protein kinase A), kinaze kazeinowa 1 (ang. casein kinase 1 - CK1), a takze GSK3
(ang. glycogen synthase kinase 3). Umozliwia to angazowanie dodatkowych czynnikow, ktore
prowadza do ubikwitynacji oraz proteolizy GLI do form represorowych. Represor ulega translokacji
do jadra komorkowego, gdzie hamuje ekspresje genow [11].

W obecnosci biatka DISP (dispatched) nastepuje uwolnienie SHH z powierzchni btony komérki
sygnalizacyjnej. Struktura DISP jest podobna do PTCH i moze dziata¢ w podobny sposob jak
przenosnik matych czasteczek. Zwiazanie SHH przez PTCH1 powoduje aktywacje SMO i transdukgcje
sygnatu. PTCH1 ulega internalizacji do komdrki i jest degradowany [11].

SMO oddziatuje z wielobiatkowym kompleksem zwigzanym w cytoplazmie przez mikrotubule.
W sktad tego kompleksu wchodzi biatko regulatorowe SUFU (ang. suppressor of fused), biatko
pokrewne dynaminie COS2 (ang. costal-2), serynowo - treoninowa kinaza biatkowa FU (ang. fused)
oraz cytoplazmatyczna forma cztonka rodziny GLI. Aktywnos$¢ transkrypcji kierowanej przez GLI
zwieksza sie przez biatko MIM (ang. missing in methastasis) oddziatujace z GLI oraz SUFU [11].

W obecnosci SHH kompleks zawierajacy GLI odiacza sie od mikrotubul. Fosfataza PP2A katalizuje
usuniecie reszty fosforanowej z biatka. W efekcie zahamowana zostaje proteoliza GLI, a formy
aktywatorowe indukuja ekspresje genow w jadrze. Regulowanie aktywnosci GLI1 nastepuje przez
ruch wahadtowy pomiedzy jadrem a cytoplazma. Negatywnym regulatorem GLI1 jest SUFU. Posiada
on mozliwo$¢ zatrzymania biatka w cytoplazmie oraz bezposredniego oddzialywania z GLI1
zwigzanym z DNA [11].

W procesach nowotworzenia, gdzie podtrzymana sygnalizacja umozliwia wzrost i przezycie guza,
zasadnicza role odgrywaja zaburzenia funkcjonowania szlaku HH-GLI. Dos$¢ duza grupa $miertelnych
nowotworéw ma zwiazek z nadmierna aktywacja szlaku HH-GLI. Spowodowane jest to mutacja jego
komponentéw sygnalizacyjnych badz tez zwiekszona odpowiedzig komoérek na HH. Uwalniane
w zwiekszonej ilosci z komoérek rakowych ligandy HH, moga bezposrednio pobudzaé¢ wzrost innych
nowotworow [12].

Utrata funkcji genu Ptchl prowadzi do aktywacji GLI1. Zaobserwowano, ze u rozwijajacych sie
kijanek GLI1 indukowal nowotwory centralnego systemu nerwowego oraz skory. Przypadek ten



Swiadczy o tym, ze aktywacja szlaku HH-GLI jest niezbedna do inicjacji i rozwoju nowotworu. Szlak
SHH-GLI prowadzi do wzmozenia proliferacji poprzez aktywacje szlaku ERK (ang. extracellular
regulated kinase) oraz do zwiekszenia ekspresji cyklin fazy S. W przypadku cewiaka nerwowego,
wykryto mutacje w innych komponentach szlaku. Dzieci chorujace na ten nowotwor posiadaja
mutacje w genie SUFU. Produktem tego genu sa zmutowane biatka, nie majace zdolnosci do
transportu GLI1 z jadra komoérkowego do cytoplazmy, co przyczynia sie do trwatej aktywacji szlaku
SHH-GLI [8]. Na szlak HH-GLI majg wplyw szlaki sygnalizacyjne EGF (ang. epidermal growth factor)
i IGF (ang. insuline-like growth factor). Biatka RAS, AKT i MAP reguluja aktywnos$¢ GLI [7].

Inhibicje szlaku sygnatowego SHH-GLI moga powodowac antagonisci poprzez blokowanie szlaku na
réznych etapach. Cyklopamina jest roslinnym alkaloidem (3p-hydroksysteroidem), specyficznie
hamujacym szlak SHH-GLI. Wykazano, ze cyklopamina jak i inhibitor HhAntag hamuja wzrost
cewiaka nerwowego i glejaka. Zastosowanie inhibitora HhAntag prowadzito do zredukowania
ekspresji kilku gendw, zahamowania proliferacji, aktywacji proceséw apoptotycznych, a w wiekszych
dawkach do zupelego ustapienia nowotworu [8]

Transkrypcji Glil i Ptch1 moze zapobiega¢ podwyzszony poziom PTCH1. PTCH 1 moze bezposrednio
hamowac¢ dziatanie GLI bez udziatu kaskady szlaku SHH-GLI. Znaleziono dwie sekwencje sygnalne
niezbedne do destrukcji: GLI1 i DN (aminokwasy 51-116 przy kofnicu aminowym), a takze Dc
(aminokwasy DSGVEM przy koncu karboksylowym). Usuniecie tych sygnatow wptywa na stabilizacje
biatka oraz przyspiesza rozwdj nowotworu u transgenicznych myszy [10].

GLI2 wiaze sie w obszarze promotora Glil i indukuje jego ekspresje w ludzkich keratynocytach.
Estry forbolu przy udziale kinazy biatkowej C-6 i biatka MEK-1 stymuluja aktywnos$¢ biatek GLI, jak
rowniez indukuja ekspresje Glil orazPtch1l w linii komérkowej [12]. Na obraz ekspresji genow
zaleznych od biatek GLI ma wptyw aktywnos$¢ sygnalizacyjna EGFR (ang. epidermal growth factor
receptor). Prawdopodobnie przyczynia sie do tego bezposrednia modyfikacja aktywatoréw GLI czy
regulacja aktywnosci innych czynnikéw transkrypcyjnych badz kofaktoréw oddziatujacych z GLI1
albo GLI2 [6].

Wzrost ekspresji Glil moze prowadzi¢ do rozwoju nowotwordw o réznorodnym fenotypie, jednak
przyczyny tego zjawiska nie sa do konca poznane. Poziom ekspresji Glil wplywa na réznicowanie
komoérek w cyklu komdrkowym jak i podczas tworzenia mieszkéw wlosowych. Niskie stezenie GLI1
prowadzi do wzmozenia proliferacji oraz rozwoju trichoblastomy (rak podstawnokomdrkowy).
Wieksza ilos¢ biatka przyczynia sie do réznicowania mieszka wilosowego i rozwoju raka
podstawnokomoérkowego, trichoepiteliomy oraz oblaka. Czynniki transkrypcyjne GLI funkcjonuja
zaleznie od otoczenia, w jakim dziataja [5]. Z kolei do powstania specyficznego wzorca - kodu GLI
w komorce, majacego wpltyw na udziat form aktywatorowych oraz represorowych, prowadzi
ekspresja jak i potranslacyjna stabilizacja cztonkéw rodziny GLI [7].

Brak jest danych na temat wplywu wzrostu ekspresji Glil w nowotworach na zwiekszenie liczby kopii
genu, aktywacji szlaku SHH-GLI, badz tez wspotdziatania obu tych czynnikéw. Nie wyjasniono tez,
w jaki sposob stan komorki i status szlaku SHH-GLI oddziatuje na aktywnos$¢ biatek GLI
w nowotworach, w ktérych zaburzona jest regulacja ekspresji genéw GLI. Rozstrzygniecie
watpliwosci utatwi zrozumienie roli tych czynnikéw w kancerogenezie i doprowadzi do odkrycia
strategii leczniczych [1].

Wielopostaciowy glejak zarodkowy

Wielopostaciowy glejak zarodkowy (ang. glioblastoma multiforme - GBM) jest bardzo ztosliwym
nowotworem, charakteryzujacym sie szybkim rozrostem, rozwijajacym sie w moézgu. Pacjenci
z rozpoznanym GBM sporadycznie przezywaja 12 miesiecy. Jednym z wielu genow zwiazanych



z wystepowaniem wielopostaciowego glejaka zarodkowego jest Glil. Zwiekszenie liczby kopii genu
Glil, a takze jego nadmierna ekspresja wspétuczestnicza w powstawaniu glejakdw. Ze wzgledu na
réznorodne zachowanie biologiczne, histopatologie i stopien ztosliwosci, glejaki sa podzielone na
cztery stopnie (Tab. 1) [13].

Tabela 1. Klasyfikacja glejakow ze wzgledu na stopien ztosliwosci nowotworu.

I Gwiazdziak wlosokomorkowy

I1 Gwiazdziak

I11 Gwiazdziak plastyczny

IV Wielopostaciowy glejak zarodkowy

Charakterystyczna cecha glejakéw wszystkich stopni jest specyficzna prognoza, ukierunkowujaca
dalsze leczenie. Przyktad moga stanowi¢ pacjenci z diagnoza skapodrzewiaka, nowotworu
pochodzacego ze specyficznych komoérek glejowych tzw. skapogleju, ktérym po jego catkowitym
usunieciu prognozuje dlugos¢ zycia na okoto 10 do 15 lat. Natomiast chorzy na wielopostaciowego
glejaka zarodkowego po zdiagnozowaniu choroby umieraja w ciggu roku. Nawroty GBM nawet po
chirurgicznym usunieciu wystepuja bardzo czesto, a mutacje drugorzedowe sa inne od pierwotnych.
Glejak wielopostaciowy jest najbardziej ztosliwa odmiang glejaka. Do glejakow zalicza sie takze
prymitywne guzy neuroektodermalne, ktérych przedstawicielem jest rdzeniak zarodkowy
wystepujacy u dzieci [13].

Strategie terapeutyczne

Konwencjonalne metody leczenia glejaka obejmuja chirurgiczne usuniecie, radioterapie oraz
chemioterapie. Metody te posiadaja dziatanie tagodzace chorobe, a jej nawroty sa nieuniknione.
Catkowite usuniecie guza jest w zasadzie niemozliwe, a pozostatosci chorej tkanki przyczyniaja sie
do wznowienia choroby. Wynika to ze specyfiki lokalizacji i duzej inwazyjnosci nowotworu (Tab. 2).
Postep medycyny, nie daje mozliwosci dtugiego przezycia, po diagnostyce i operacji okres przezycia
wynosi okolo 6 miesiecy, jedynie 7-8% pacjentéw zyje do dwdch lat po diagnozie. Radioterapia
i chemioterapia wydtuzaja ten czas do okoto 9-12 miesiecy [14].

Tabela 2. Cechy charakterystyczne glejakow i osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) oraz ich
znaczenie dla skutecznosci terapii.

Proliferacja komoérek guza w srodowisku nie dzielacych sie komorek

gospodarza (mozliwos¢ zastosowania wektoréw wirusowych pozytywne
namnazajacych sie w komdrkach proliferujacych)

Miejscowa zlosliwos¢ (rzadko wystepuja odlegle przerzuty) pozytywne
Heterogennos¢ sktadu komorkowego negatywne

Ochrona przed uktadem immunologicznym

. o . negatywne
(immunouprzywilejowanie)
Rozproszenie komorek guza na duzym obszarze (inwazyjnosc) negatywne
Bariera krew-mozg i/lub krew-mézg-guz (trudnosé¢ dostarczenia
negatywne
terapeutyku)
Zroznicowanie genetyczne i cytogenetyczne negatywne

Do zniszczenia guza prowadzi wprowadzanie do glejaka nieszkodliwych enzyméw, w ktérym po
ogolnoustrojowym wprowadzeniu nieaktywnego leku, dochodzi do jego konwersji do



cytotoksycznego produktu. W ztosliwych glejakach zachodzi zwiekszenie ekspresji genow kodujacych
powierzchniowe receptory komoérkowe, ktore wiaza ligandy i wprowadzaja do komoérki, co umozliwia
projektowanie specyficznych metod dostarczenia do komoérek rakowych radioizotopéw badz toksyn.
Posréd ligandéw zastosowanie znalazta interleukina 4, interleukina 13, transformujacy czynnik
wzrostu a (TGF «) oraz transferryna. Natomiast czynnikiem przeciwnowotworowym jest egzotoksyna
Pseudomonas oraz toksyna dyfterytu. Zastosowanie inhibitora FAS (ceruleniny) powoduje
zatrzymanie cyklu komorkowego i obnizenie zywotnosci komorek glejakowych. Zwiekszenie ekspresji
genu RFT, w niektorych liniach komoérkowych, indukuje apoptoze komorek glejakowych [14].

Obiecujaca metode leczenia guzéw mozgu stanowi immunoterapia. Prowadzone sa liczne badania
nad nowymi specyficznymi antygenami glejakow. Badania przedkliniczne z zastosowaniem
znaczonych jodem 131I przeciwcial monoklonalnych przeciwko tenascynie wykazaly opdznienie
wzrostu guza [14,15].

Po raz pierwszy badania kliniczne terapii genowej ztosliwych glejakéw zrealizowano w latach 90. XX
wieku. Zastosowano wowczas strategie HSV-tk (ang. herpes-simplex-thymidine kinase gene therapy),
interleukiny, interferony, antysensowne oligonukleotydy, a takze wektory pochodzenia
adenowirusowego i z wiruséw herpes simplex. Zbyt mata efektywnos¢ wlaczania wprowadzonych
genow do genomu gospodarza, stanowi zasadnicza przeszkode w terapii genowej opierajacej sie na
wektorach wirusowych. Terapeutykami bedacymi w fazie badan klinicznych sa: inhibitory PDGFR
(ang. platelet-derived growth factor receptor), VEGF (ang. vascular endothelial growth factor),
EGFR, inhibitory kinaz, farnezylotransferaz, Akt (ang. v-akt marine thymoma Vidal oncogene), mTOR
(ang. mammalina target of rapamycin), Hsp-90 (ang. heatshock protein 90), PKC (ang. protein kinase
C), HDAC (ang. histone deacetylase). Zaliczy¢ tu takze nalezy czynniki majace wplyw na inwazyjnosé
nowotworu, radioaktywnie znakowane przeciwciala monoklonalne, toksyny skoniugowane
z cytokinami, jak rowniez czynniki wptywajace na odpowiedz apoptotyczna [14,16].

Metodami wprowadzania terapeutyku do guzéw mozgu sa systemy oparte na wektorach
adenowirusowych: AAV (ang. adeno-associated virus), herpeswirusowych i lentiwirusowych. Istnieja
takze nowatorskie strategie, ktdre wykorzystuja komoérki transportowe (ang. cerrier cell systems),
w tym komorki neuronalne i srédbtonkowe komorki progenitorowe [14,16]

W celu hamowania lub modulacji ekspresji, a takze aktywnosci biologicznej produktéw wielu genow
zostaly wykorzystane syntetyczne oligodeoksynukleotydy. Genami docelowymi dla terapii guzéow
modzgu sa: transformujacy czynnik wzrostu a (TGFa), podstawowy czynnik wzrostu fibroblastéw (ang.
basic fibroblast growthfactor - bFGF), receptor czynnika wzrostu fibroblastow (ang. fibroblast
growth factor receptor - FGFR), czynnik wzrostu srodbtonka naczyn (VEGF), podjednostka a
topoizomerazy II, kinaza biatkowa C « (ang. protein kinase C « - PKC «), telomeraza i zwigzane
z mikrotubulami biatko 1A (ang. microtubule-associated protein 1A - MAP1A) [14,16].

Poklada sie duze nadzieje nad zastosowaniem transplantacji komdrek pnia jako nosnikow czasteczek
toksycznych dla guza. Technika wykorzystywana w terapii genowej glejakow jest wszczepianie do
guza komorek pakujacych, nazywanych takze komdrkami produkujacymi wektory (ang.
vector-producing cells - VPCs). Wciaz prowadzone sa badania nad stworzeniem VPCs, majacych
zdolno$¢ migracji w OUN oraz docierania do rozlegtych naciekajacych komorek guza [14,16].

Zastosowanie interferencji RNA w terapii nowotwordéw

Interferencja RNA (ang. RNA interference- RNAIi) jest to naturalny mechanizm odpowiadajacy za
ochrone genomu, a takze kontrole ekspresji genow. Uczestniczace w tym procesie
niskoczasteczkowe RNA, prowadza do degradacji komplementarnego RNA. RNAi moze stanowic
metode terapeutyczng, gdyz nowotwory, zaréwno genetyczne jak i wirusowe, maja zwiazek



z nieprawidlowa ekspresja okreslonych gendéw. Mozliwos¢é ich wyciszenia przeswiadcza
o skutecznosci leczenia [14,17].

W celu wyciszenia ekspresji genu Glil jest stosowany siRNA (ang. short interfering RNA).
W komoérkach raka prostaty spowodowat on redukcje proliferacji o 60%. Zastosowanie siRNA
przeciw Glil w komdrkach NT2 réwniez przyczynito sie do obnizenia proliferacji. W celu wyciszenia
ekspresji genu EGFR zastosowano RNAi oraz siRNA. RNAi spowodowat inhibicje wzrostu ludzkich
komoérek glejaka zarodkowego in vitro. Natomiast siRNA nawet o 70-90% nie wystarczato do inhibicji
proliferacji glejakowych linii komérkowych U373, LN18 i MG. Sugeruje to o koniecznosci stosowania
w metodach leczenia kilku interferencyjnych RNA skierowanych przeciw réznorodnym genom
docelowym. Wyciszanie ekspresji genu FAS prowadzi do obnizenia zywotnosci komérek glejakowych.
Wykorzystanie wektora, ktory posiada hpRNA (ang. hairpin RNA) lub siRNA do indukcji procesu
interferencji ukierunkowanej przeciw genom MMP-9 oraz katepsynie B w linii komorkowej SNB19,
ktéra zostata wyprowadzona z glejaka zarodkowego, doprowadzito do zredukowania inwazyjnosci
komorek. Zastosowanie tego samego wektora in vivo wptyneto na zahamowanie wzrostu glejaka
i cofniecie na okoto 4 miesigce rozwoju nieustabilizowanego guza. shRNA przyczynia sie do
zwiekszenia wrazliwosci na chemioterapie, poprzez obnizenie poziomu mRNA MDRI1 (ang. multidrug
resistance homolog 1) oraz biatka glikoproteiny P (P-gp) w glejakowej linii komdrkowej. Wyciszanie
ekspresji genéw uPAR (ang. urokinase-type plazminogen activator receptor), uPA (ang.
urokinase-type plazminogen activator), a takze katepsyny B przyczynia sie do reaktywacji genow
proapoptotycznych, zmniejszenia inwazyjnosci oraz rozwoju naczyn w ludzkiej glejakowej linii
komoérkowej SNB19 oraz in vivo. Wyciszanie ekspresji genu Bcl2L12 (ang. Bcl2-like-12) ostabia
wzrost guza poprzez zwiekszenie apoptozy in vitro i in vivo. RNAi zastosowano rowniez do
wyciszania ekspresji genu tenascyny C (TN-C). Zwiekszona ekspresja TN-C w ranach i w stanach
zapalnych tkanek oraz w tkankach tgcznych otaczajacych guzy wplywa na mozliwos$¢ regulowania
morfologii, migracji oraz wzrostu komorek poprzez aktywacje zréznicowanych miedzykomoérkowych
szlakow sygnalizacyjnych [14,17].

Bariera krew-moézg stanowi podstawowe ograniczenie chemioterapii, terapii genowej oraz
wykorzystania interferencji RNA. Przeszkoda dla terapeutykdow sa $ciste polaczenia miedzy
komorkami srédbtonka wyscielajacego kapilary mézgu. Dla siRNA o sredniej masie czasteczek okoto
14 kDa (ok. 40 nuklotydéw) bariera krew-moézg jest nieprzepuszczalna. W celu zwiekszenia
przepuszczalnosci bariery krew-moézg stosuje sie czynniki osmotyczne, jak na przyktad mannitol.
Prowadzone sa rowniez proby zastosowania metod farmakologicznych za pomoca analogu
bradykininy RMP-7. Glejak wielopostaciowy nalezy do najtrudniejszych do leczenia nowotworéw
z powodu niekontrolowanej proliferacji, inwazyjnego wzrostu powodujacego naciekanie
sasiadujacych tkanek moézgu, dynamicznej angiogenezy oraz braku apoptozy. W zwigzku z tym,
przeprowadzono badania poréwnawcze odnosnie skutecznosci leczenia przy zastosowaniu
brachyterapii i interferencji RNA u pacjentow po reoperacji wznowy ztosliwego glejaka mézgu.
Opracowano metode bezposredniego podania dwuniciowego RNA o sekwencji homologicznej do
mRNA biatka tenascyny C(ATN-RNA) do mézgu nacieczonego nowotworem, ktéry nie mdgt by¢
usuniety operacyjnie. Po zastosowaniu metody interwencji z uzyciem interferencyjnego RNA nie
zaobserwowano powiktan zwiazanych z podaniem ATN-RNA. Wykazano, Ze ponowna wznowa
ztosliwego glejaka po powtdrnej operacji i podaniu ATN-RNA zostata zauwazona poza miejscem
podania ATN-RNA, a czas przezycia w poréwnaniu z chorymi poddanymi tylko brachyterapii
wydtuzyt sie o 3,5 tygodnia. Zatem udowodniono, ze interwencja interferencyjnym RNA (RNAI)
stanowi uzupetnienie leczenia neurochirurgicznego we wznowach ztosliwych glejakéw moézgu
[14,18].

Podsumowanie:



Etiologia choréb nowotworowych jest bardzo skomplikowana. Za nowotworzenie odpowiedzialnosé
biora zaréwno czynniki fizyczne i genetyczne, jak rowniez wirusy i substancje chemiczne. Dochodzi
do zaburzen funkcji komorkowych oraz niekontrolowanej proliferacji ze wzgledu na nagromadzenie
szkodliwych mutacji w genomie. Genetycznie zmieniona komdrka zapoczatkowuje cata populacje
nieprawidtowych komdrek. Terapia genowa jest nadzieja na wyleczenie wielu nowotworow,
uwazanych dzis za nieuleczalne. Catkowite wyeliminowanie efektéw ubocznych wydaje sie
niemozliwe do zrealizowania, jednak celem badan naukowcéw jest udoskonalanie metod przekazania
materialu genetycznego do komoérek pacjentow w taki sposob, aby staly sie bezpieczne w leczeniu.
Rozwdj inzynierii genetycznej, badania nad nowymi wektorami kwaséw nukleinowych pozwalaja
sadzi¢, ze w nadchodzacych latach terapia genowa bedzie szeroko dostepna, skuteczna i bezpieczna
forma leczenia nowotwordw jak i innych choréb. Czynnik transkrypcyjny Glil stanowi efektorowe
ogniwo szlaku sygnalizacji SHH-GLI, wplywa na ekspresje wielu potencjalnych onkogenodw, co
powoduje, ze jest on odpowiednim celem wielu strategii terapeutycznych.

Przypuszcza sie, ze w przysztosci od rozpoznania histopatologicznego i profilu zaburzen ekspresji
poszczegolnych gendw zalezeé¢ bedzie wybor strategii leczenia glejakéw. Wspdtczesne techniki
neurochirurgiczne w polaczeniu z metodami biologii molekularnej, jak rowniez wspoéldziatanie
lekarzy i naukowcow przyczynito sie do powstania nowej dziedziny nauki zwanej neurochirurgia
komoérkowa i molekularng.

Stowa kluczowe: czynniki transkrypcyjne, GLI1, onkogen, szlak SHH-GLI, wielopostaciowy glejak
zarodkowy, glejaki, terapia genowa, interferencja RNA, choroby nowotworowe.

Literatura:

1. Blancafort P., Segal D.]., Barbas III C.F. Designing tranacription factor architectures for drug
discovery. Mol. Pharmacol. 2004. 66, 1361-1371.

2. Ganss B., Jheon A. Zinc finger transcription factors in skeletal development. Crit. Rev. Oral. Biol.
Med. 2004. 15, 282-297.

3. Kinzler K.W., Vogelstein B. The Gli gene encodes a nuclear protein which binds specific
sequences in the human genome. Mol. Cell Biol. 1990. 10, 634-642.

4. Yoon J.W,, Kita Y., Frank D.]., Majewski R.R., Konicek B.A., Nobrega M.A. Jacob H., Walterhouse
D., lannaccone P. Gene expression profiling leads to identification of Glil-binding elements in
target genes and a role for multiple downstream pathways in Glil-induced cell transformation. J.
Biol. Chem. 2002. 227, 5548-5555.

5. Kasper M., Schnidar H., Neill G.W., Hanneder M., KlinglerS., Blaas L., Schmid C., Hauser-
Kronberger C., Regl G., Philpott M.P., Aberger F. Selective modulation of hedgehog/Gli target
gene expression by epidermal growth factor signaling in human keratinocytes. Mol. Cell Biol.
2006. 26, 6283-6299.

6. Bigelow R.L.H., Chari N.S., Unden A.B., Spurgers K.B., Lee S., Roop D.R., Toftgard R.,
McDonnell T.J. Transcriptional regulation of bcl-2 mediated by the sonic hedgehog signaling
pathway through Glil. J. Biol. Chem. 2004. 279, 1197-1205.

7. Robbins D.J., Hebrok M. Hedgehogs: la dolce vita. Workshop on hedgehog-Gli signaling in
cancer and stem cells. EMBO Rep. 2007. 8, 451-455.

8. Stecca B., Ruiz I., Altaba A. Brain as a paradigm of organ growth: hedgehog-Gli signaling in
neural stem cells and brain tumors. J. Neurobiol. 2005. 64, 476-490.

9. Dellovade T., Romer J.T., Curran T., Rubin L.L. The hegehog pathway and neurological disorders.
Annu. Rev. Neurosci. 2006. 29, 539-563.

10. Rahnama F., Shimokawa T., Lauth M., Finta C., Kogerman P., Teglund S., Toftgard R.,
Zaphiropoulos P.G. Inhibition of Glil gene activation by patched1. Biochem. J. 2006. 394, 19-26.
11. Lewis M. A general model of hedgehog signaling. www.breastcenter.tmc.edu.



12. Riobo N.A., Haines G.M., Emerson ]J.C.P. Protein kinase C-6 and mitogen - activated
protein/extarcellular signal-regulated kinase-1 control Gli activation in hedgehog signaling.
Cancer Res. 2006. 66, 839-844.

13. Belda-Iniesta C., de Castro Carpeno J., Casado Saenz E., Cejas Guerrero P., Perona R., Gonzalez
Baron M. Molecular biology of malignant glioma. Clin. Transl. oncol. 2006. 8, 635-641.

14. Gabryelska M., Wyszko E., Nowak S., Zukiel R., Barciszewski ]. Rola czynnika transkrypcyjnego
glil w ontogenezie i nowotworzeniu. Na pograniczu chemii i biologii. 2007. Tom XVII, 49-75.

15. Sathornsumetee S., Rich ]J.N. New approaches to primary brain tumor treatment. Anticancer
Drugs. 2006.17. 1003—1016.

16. Stowinski J., Mrowka R. Terapia genowa w leczeniu chorych z glejakami mézgu. Neurol.
Neurochir. Pol. 2004. 38, 45-50.

17. Lakka S.S., Gondi C.S., Dinh D.H., Olivero W.C., Gujrati M., Rao V.H., Sioka C., Rao ].S. Specific
interference of urokinase-type plasminogen activator receptor and matrix metalloproteinase-9
gene expression induced by double-stranded RNA results in decreased tumor growth and
angiogenesis ingliomas. J. Biol. Chem. 2005. 280. 21882-21892.

18. Preusser M., Haberler C., Hainfellner J.A. Malignant glioma: neuropathology and neurobiology.
Wien. Med. Wochenschr. 2006. 156, 332-337.

19. http://fineartamerica.com/featured/transcription-factor-and-dna-molecules-phantatomix.html

https://laboratoria.net/artykul/20821.html

Informacje dnia: Ile kraje OECD ja na stuzbe zdrowia? Fundacjq Orlen dla polskich
studentow za granica Bocian Bi Zwierzeciem Roku 2025” Uboéstwo nie musi nasila¢ problemow
ze zdrowiem psychicznym wsrod dzieci Skala wyzwan zwigzanych z imigracja w Polsce jest

wyolbrzymiona Najintensywniejszy letni roj ' h gwiazd juz aktywny Ile kraje OECD wydaja
na stuzbe zdrowia? Fundacjg Orlen dl Iskich ntow za granica Bocian Bialy ,Zwierzeciem
Roku 2025” Ubdstwo nie musi nasila¢ problemoéw ze zdrowiem hicznym wsrdd dzieci Skala
wyzwan zwigzanych z imigracja w Polsce jest wyolbrzymiona Najintensywniejszy letni roj

spadajacych gwiazd juz aktywny Ile kraje OECD wydaja na stuzbe zdrowia? Fundacjq Orlen dla
polskich studentéw za granica Bocian Bialy ,Zwierzeciem Roku 2025” Ubdstwo nie musi nasila¢
problemdéw ze zdrowiem psychicznym wsréd dzieci Skala wyzwan zwigzanych z imigracja w Polsce
jest wyolbrzymiona Najintensywniejszy letni réj spadajacych gwiazd juz aktywny

Partnerzy


http://fineartamerica.com/featured/transcription-factor-and-dna-molecules-phantatomix.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32554.html
http://laboratoria.net/edukacja/32553.html
http://laboratoria.net/edukacja/32553.html
http://laboratoria.net/edukacja/32552.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32551.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32551.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32550.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32550.html
http://laboratoria.net/edukacja/32549.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32554.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32554.html
http://laboratoria.net/edukacja/32553.html
http://laboratoria.net/edukacja/32552.html
http://laboratoria.net/edukacja/32552.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32551.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32550.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32550.html
http://laboratoria.net/edukacja/32549.html
http://laboratoria.net/edukacja/32549.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32554.html
http://laboratoria.net/edukacja/32553.html
http://laboratoria.net/edukacja/32553.html
http://laboratoria.net/edukacja/32552.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32551.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32551.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32550.html
http://laboratoria.net/aktualnosci/32550.html
http://laboratoria.net/edukacja/32549.html

