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W tym Zeszycie

Nagroda Nobla jest okazją do dyskusji zasług naukowych nagrodzonych. W roku 2004 Nagro
da z Chemii dotyczy osiągnięć w zakresie kontrolowanej, zależnej od ubikwityny degrada
cji białek w komórkach. Na stronie 3 przedstawiono sylwetki laureatów oraz przypomniano 
opisane przez nich i przez innych autorów funkcje ubikwityny, “znakującej” białka prze
znaczone w komórce do proteolizy w proteasomach.

Białka STAT są czynnikami transkrypcyjnymi biorącymi udział w przekazywaniu sygnałów w 
komórce, często z receptorów cytokin. W przebiegu raka jelita grubego szczególną rolę 
odgrywają białka STAT1 i STAT3. Więcej na ten temat znajdzie Czytelnik na stronie 23.

Przemiany nukleotydów podczas procesów morfogenetycznych u roślin: dojrzewania zarod
ków, kiełkowania nasion, rozwoju pędu i organów magazynujących opisano na stronie 37. 
Przedstawiono również wpływ czynników środowiska na ten metabolizm.

Czytelnik znajdzie dwa artykuły dotyczące leczenia nerwiaka zarodkowego, neuroblastoma 
(strony 59 i 97). Przedstawiono możliwości wykorzystania czynników molekularnych i 
cytogenetycznych w ustalaniu strategii leczenia i rokowania chorych na ten nowotwór. 
Omówiono również dane literaturowe dotyczące immunoterapii neuroblastoma.

Ludzki wirus cytomegalii (HCMV) ma zdolność do przetrwałego zakażenia (latencji) w komór
kach gospodarza. Wirus może podlegać reaktywacji, podczas której upośledza odpowiedź 
układu immunologicznego, np. przez blokowanie prezentacji antygenów, wpływ na sieć 
cytokin, hamowanie aktywności komórek NK. Więcej informacji na ten temat jest na stro
nie 77.

Część obecnego zeszytu (strony od 111 do 138) zajmują doniesienia przedstawione podczas 
32. Konferencji Biologii Komórki na temat Zaburzeń hematologicznych wieku podeszłego.

Prof. dr hab. M.Olszewska prosi o nie nadsyłanie prac w okresie maj-październik 2005 
(remont Zakładu).
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NAGRODA NOBLA Z CHEMII ZA 2004 ROK- 
DOCENIENIE KONTROLOWANEJ, ZALEŻNEJ 

OD UBIKWITYNY, PROTEOLITYCZNEJ DEGRADACJI 
BIAŁEK

NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY FOR 2004 - APPRECIATION
OF CONTROLLED, UBIQUITIN-DEPENDENT PROTEIN DEGRADATION

Barbara GRZELAKOWSKA-SZTABERT

Zakład Biochemii Komórki,
Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego, PAN

Streszczenie: W opracowaniu tym przedstawiono sylwetki i osiągnięcia laureatów nagrody Nobla w 
dziedzinie chemii w 2004 roku. Przypomniano pierwszą opisaną funkcję ubikwityny, czyli jej udział w 
kontrolowanej, zachodzącej przy udziale proteasomu 26S proteolizie białek. Zasygnalizowano też rolę 
tego wszechobecnego białka w regulacji innych procesów komórkowych.

Summary In the article three Nobel laureates in chemistry for 2004 and their achievements are presen
ted. Their discovery of the first described function of ubiquitin, namely its participation in the control
led protein degradation is shortly reviewed. Moreover, the role of ubiquitin in the regulation of other 
cellular processes is shown.

Degradacja białek i ich synteza, to dwa procesy niezmiernie istotne dla prawidłowego 
funkcjonowania komórek. W 2004 roku doceniono wieloletnie badania licznych grup 
badawczych zajmujących się problemem kontrolowanej proteolizy białek komórkowych 
i uhonorowano nagrodą Nobla z dziedziny chemii trzech badaczy - Avrama Hershko i 
Aarona Ciechanovera z Izraela oraz Irwina Rose z USA - „za odkrycie zależnej od 
ubikwityny degradacji białek?', procesu ściśle regulowanego i specyficznego w stosunku 
do białkowego substratu, jego lokalizacji komórkowej i momentu, w którym ma nastąpić 
degradacja.

Irwin Rose urodzony w 1926 w Nowym Yorku w USA, pod koniec II wojny 
światowej służył jako radiomechanik w marynarce wojennej USA. Po wojnie 
kontynuował na Uniwersytecie w Chicago rozpoczęte wcześniej studia w Washinghton
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4 B. GRZELAKOWSKA-SZTABERT

State College. N¡ 1952 roku uzyskał stopień doktora w dziedzinie biochemii, a następnie 
odbył staże podoktorskie w Zakładzie Medycyny Case-Western Reserve University w 
Cleveland i w Zakładzie Farmakologii Uniwersytetu w Nowym Yorku. W latach 1954— 
1963 pracował w Zakładzie Biochemii w Yale Medical School, a od 1963 roku aż do 
momentu przejścia na emeryturę w 1995 roku związany był z Fox Chase Cancer 
Center w Filadelfii. Obecnie kontynuuje swoje badania, jako emerytowany profesor, 
w Zakładzie Fizjologii i Biofizyki w Medical College na Uniwersytecie Kalifornijskim 
w Irvine. Od 1979 roku jest członkiem National Academy of Sciences, USA.

Avram Hershko urodzony w 1937 roku w Karcag na Węgrzech, od 1950 roku 
obywatel Izraela, doktoryzował się w dziedzinie medycyny ( 1965) i biochemii ( 1969) w 
Hadassah Medical School na Uniwersytecie Hebrajskim w Jerozolimie. Staż podoktorski 
odbył pod kierunkiem G. Tomkinsa w Zakładzie Biochemii i Biofizyki Uniwersytetu 
Kalifornijskiego w San Francisco, USA. Po powrocie do Izraela, od 1972 roku jest 
profesorem w Instytucie Badawczym Nauk Medycznych im. Rodziny Rappaportów w 
Izraelskim Instytucie Technologii (Technion) w Hajfie. W latach 1977-1978 pracował w 
laboratorium Rose'a w Filadelfii. Jest laureatem nagrody Weizmana ( 1987) oraz nagrody 
Izraela (1994), najwyższego cywilnego odznaczenia tego państwa. Wraz z A. 
Ciechanoverem i A. Varshavskim został w 2000 roku laureatem nagrody im. Alberta 
Laskera za pionierskie badania prowadzące do odkrycia zależnego od ubikwityny szlaku 
degradacji białek. Od 2003 roku jest członkiem National Academy of Sciences, USA.

Aaron Ciechanover urodzony w 1947 roku w Hajfie, uzyskał stopień doktora medycyny 
w 1981 roku pracując pod kierunkiem A. Hershko w Izraelskim Instytucie Technologii 
(Technion) w Hajfie. Staż podoktorski odbył w laboratorium H. Lodisha w Massachusetts 
Institute of Technology, USA, a od szeregu lat jest profesorem i dyrektorem Instytutu 
Badawczego Nauk Medycznych im. Rodziny Rappaportów w Izraelskim Instytucie Technologii 
w Hajfie. Od 1987 roku jest także wizytującym profesorem w Zakładzie Pediatrii w Washington 
University w St. Louis, USA. Jest laureatem nagrody Izraela oraz wraz z A. Hershko i A. 
Varshavskim nagrody im. Alberta Laskera.

Zasługą powyższych badaczy jest odkrycie i opisanie podstaw działania pozalizo- 
somalnego proteolitycznego systemu degradacji białek, w którym ulegająproteolizie, 
poza białkami uszkodzonymi bądź o nieprawidłowej strukturze, białka biorące udział 
w bardzo wielu procesach komórkowych, w tym w regulacji cyklu komórkowego, 
transkrypcji, reperacji DNA czy też odpowiedzi immunologicznej. Elementem wspólnym 
łączącym prace tegorocznych Noblistów jest ubikwityna. Niemniej jednak badania 
każdego z nich są ściśle ukierunkowane, o czym najlepiej świadczą tytuły wykładów 
noblowskich wygłoszonych na uroczystej sesji 8 grudnia 2004 roku.
♦ Irwin Rose „How ubiquitin chains are made and unmade",
♦ Avram Hershko „ The ubiquitin system for protein degradation and its roles in the 

control of cell division ”
♦ Aaron Ciechanover "Intracellular proteolysis - from a vaque idea into the patient bed”

W końcu lat siedemdziesiątych i początku osiemdziesiątych ubiegłego wieku Hershko 
i Ciechanover, pracując w laboratorium kierowanym przez A. Rose w Fox Chase 
Cancer Center w Filadelfii wykazali, że w lizatach z retikulocytów zachodzi zależna 
od ATP proteoliza białek, w której uczestniczy termostabilne niewielkie białko globulame, 
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NAGRODA NOBLA Z CHEMII ZA 2004 ROK 5

nazwane początkowo APF-1 (ATP-dependent proteolytic factor 7), które następnie 
okazało się identyczne z odkrytą kilka lat wcześniej ubikwityną. Ubikwityna, białko 
zbudowane z 76 aminokwasów jest, jak obecnie wiadomo, jednym z najbardziej 
konserwatywnych białek komórkowych i występuje w formie wolnej lub związanej z 
białkami we wszystkich organizmach eukariotycznych. W latach 1980-1983 Rosę, 
Hershko i Ciechanover zaproponowali i udowodnili hipotezę o udziale ubikwityny w 
zależnej od ATP proteolizie białek [13,14]. Udokumentowali konieczność kowalentnego 
dołączenia ubikwityny, a właściwie łańcucha zbudowanego z kilku ubikwityn, do białka 
mającego ulec degradacji oraz wyizolowali i scharakteryzowali trzy aktywności 
enzymatyczne El, E2 i E3, których sekwencyjne działanie jest niezbędne do skierowania 
białka do proteasomu 26S, wieloskładnikowego kompleksu białkowego, w którym ulega 
ono proteolizie. W etapie pierwszym działa enzym El, tzw. enzym aktywujący 
ubikwitynę, i wówczas w procesie wymagającym ATP zostaje utworzone wysoko
energetyczne wiązanie pomiędzy glicyną na C-końcu ubikwityny a cysteiną w centrum 
aktywnym El i powstaje intermediat El-S- ubikwityna. Następnie zaktywowana w 
ten sposób ubikwityna zostaje przekazana na białko E2 zwane białkiem przenoszącym 
bądź koniugującym ubikwitynę. Z białka E2 bezpośrednio lub częściej przy udziale 
białka E3, tzw. ligazy ubikwitylowej, cząsteczka ubikwityny zostaje przeniesiona na 
właściwy białkowy substrat. Powstaje wówczas wiązanie izopeptydowe pomiędzy 
zaktywowanym C-końcem ubikwityny i E-NH2 jednej z lizyn obecnych w białku. Proces 
ten powtarza się aż do momentu, gdy białko zostanie naznaczone połączonymi w łańcuch 
wieloma cząsteczkami ubikwityny. Tak oznakowane białko jest następnie rozpoznawane 
przez proteasom 26S, w którym po odłączeniu ubikwityny, dochodzi do rozfałdowania 
i ostatecznej degradacji białka. Zagadnienia te były od szeregu lat i są nadal omawiane 
w wielu opracowaniach przeglądowych [np. 3, 5, 31], w tym także w polskich 
czasopismach biologicznych [10, 26, 21,33].

Tak w szalenie uproszczonej postaci przedstawia się schemat ubikwitylacji białek, 
która w rzeczywistości jest jednak znacznie bardziej skomplikowana. Do dzisiaj bowiem 
poznano kilka enzymów E1, kilkanaście enzymów E2 i kilka klas ligaz ubikwitylowych 
E3, do których zalicza się już blisko tysiąc białek. W cząsteczce ubikwityny obecne są 
4 reszty lizynowe, na których mogą formować się łańcuchy poliubikwitylowe. Jeśli 
następuje to poprzez Liz-48, a także niekiedy Liz-29, to pociąga za sobą skierowanie 
białek do proteasomu 26S. Natomiast utworzenie łańcucha poliubikwitylowego w 
połączeniu z Liz-63 ubikwityny sprawia, że w ten sposób oznakowane białka nie są 
degradowane, a biorą udział w regulacji reperacji DNA, modulacji transkrypcji i 
translacji, aktywacji różnych kinaz białkowych czy też wewnątrzkomórkowego 
transportu białek [31], Co więcej wiadomo także, że podczas gdy do degradacji białka 
w proteasomie 26S konieczna jest obecność na nim łańcucha złożonego z co najmniej 
czterech reszt ubikwitylowych, to monoubikwitylacja białka lub modyfikacja przez 
białka ubikwityno-podobne skierowuje je do różnych kompartmentów komórkowych, 
w tym także do lizosomów, w których mogą być degradowane. Znane też są liczne 
enzymy deubikwitylujące, a co więcej wykryto w komórkach szereg białek pokrewnych 
ubikwitynie, zdolnych do modyfikowania białek i pełniących dzięki temu ważne funkcje 
regulacyjne [16, 23, 34 ].
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6 B. GRZELAKOWSKA-SZTABERT

1. UBIKWITYNO-ZALEŻNA DEGRADACJA BIAŁEK

Zainteresowanie zależną od ubikwityny degradacją białek zapoczątkowane ponad 
20 lat ternu trwa do dzisiaj. Wiele uwagi poświęca się poszukiwaniom i identyfikacji 
białek degradowanych w tym systemie. Szczególnie dużo badań, w których uczestniczą 
też omawiani Nobliści, dotyczy proteolizy białek regulatorowych cyklu komórkowego 
- cyklin, białkowych inhibitorów kinaz cyklino-zależnych, białek odpowiedzialnych za 
rozpoczęcie syntezy DNA czy też precyzyjną segregację chromatyd podczas mitozy. 
Ich nieodwracalna degradacja jest bardzo istotna, gdyż pociąga za sobą jednokie
runkowość przebiegu cyklu [np. 9-11]. Równie intensywnie badana jest degradacja 
białek supresorowch, różnych czynników transkrypcyjnych czy też wielu białek 
sygnałowych. Wiadomo bowiem obecnie, że wszelkie zaburzenia funkcjonowania 
systemu ubikwityna/proteasom 26S mogą leżeć u podłoża wielu schorzeń i być często 
przyczyną nieefektywności stosowanych terapii. Utrata funkcji systemu może prowadzić 
do niepożądanej stabilizacji produktów onkogenów (np. c-Myc, c-Fos, c-Jun, Src, białko 
wirusowe El A) i w efekcie promować transformację nowotworową. Natomiast 
podwyższona aktywność tego układu może powodować destabilizację białek 
kodowanych przez geny supresorowe (np. p53) czy inhibitory cyklu komórkowego 
(p21/WAF1, p27). Ostatnio opublikowany nawet został artykuł: „The ubiquitin system: 
from basic mechanisms to the patient bed” [4], w którym podsumowano dotychczasowe 
informacje o zaburzeniach tego układu w wielu nowotworach, chorobach neurode- 
generacyjnych oraz chorobach o podłożu immunologicznym i infekcyjnym. Wyzwaniem 
zatem staje się opracowanie metod farmakologicznej interwencji w funkcjonowanie 
układu ubikwityna/proteasom 26S, między innymi polegających na zastosowaniu 
specyficznych, niskocząsteczkowych inhibitorów proteasomu 26S [30] i enzymów 
przeprowadzających ubikwitylację [np. 28]. Myśli się też o precyzyjnym kierowaniu 
wybranych białek na drogę proteolizy przy użyciu syntetyzowanych chimerycznych 
białek adaptorowych [12].

Precyzyjna regulacja poliubikwitylacji może zachodzić na poziomie białkowych 
substratów podlegających ubikwitylacji, efektywności „maszynerii ubikwitylującej”, jak 
również zależeć od działania samego proteasomu 26S. W znakomitej większości białka 
degradowane w układzie ubikwityna/proteasom 26S charakteryzuje obecność na N- 
końcu cząsteczki tzw. degronów, czyli określonych sekwencji aminokwasowych 
pełniących funkcje destabilizujące i zawierających resztę/y lizynowe, do której dołączany 
jest łańcuch poliubikwitynowy. To zwrócenie uwagi na znaczenie składu aminokwa- 
sowego i struktury N-końca białek dla ich stabilności (tzw. reguła N-końca) jest zasługą 
A. Varshavskiego, jednego z współlaureatów nagrody Laskera w 2000 roku [27], bardzo 
zasłużonego badacza procesów ubikwitylacji, który zdaniem wielu biologów również 
powinien się znaleźć wśród laureatów nagrody Nobla.

Do precyzyjnego rozpoznania białkowych substratów przez enzymy ubikwitylujące 
przyczyniają się też liczne modyfikacje potranslacyjne, z których najczęściej opisywane 
są fosforylacja i hydroksylacja określonych reszt aminokwasowych. Ułatwia ona lub 
często jest wręcz niezbędna do ich rozpoznawania przez odpowiednie ligazy ubikwitylowe, 
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istotna jest także acetylacja lub metylacja reszt lizynowych. Inną modyfikacją białek 
przeznaczonych do degradacji w proteasomie może być też dołączanie do tych samych 
miejsc, z którymi wiąże się ubikwityna, białek pokrewnych ubikwitynie, takich jak np. 
SUMO {small ubiquitin-related modifier) [5, 23, 34], W efekcie doprowadza to do 
zmniejszenia podatności na ubikwitylację tak modyfikowanych białek i powoduje wzrost 
ich stabilności. Z kolei o efektywności „maszynerii ubikwitylującej”, czyli działaniu 
enzymów aktywujących ubikwitynę i dołączających ją do białkowych substratów decyduje 
poziom transkrypcji kodujących je genów, jak też różnego typu modyfikacje potranslacyjne, 
w tym również przez białka pokrewne ubikwitynie, np. RUB {related to ubiquitin, znane 
także jako NEDD8). Coraz lepiej też poznawana jest budowa i funkcjonowanie proteasomu 
26S oraz czynniki decydujące o jego sprawnym funkcjonowaniu. Badania te są bardzo 
istotne ze względu na częste upośledzenie działania proteasomu 26S w wielu stanach 
chorobowych, a także podczas starzenia się organizmów [2],

Czy poliubikwitylacja jest zawsze niezbędna do degradacji białek w proteasomie? 
Pytanie to staje się coraz bardziej aktualne w świetle wielu ostatnio pojawiających się 
danych, które wskazują, że w proteasomie 26S może również zachodzić degradacja 
białek nieoznaczonych uprzednio ubikwityną. Przez wiele lat sztandarowym przykładem 
takiego białka była dekarboksylaza omitynowa, kluczowy enzym w biosyntezie poliamin 
[ 17,29], ale wiadomo obecnie, że także dotyczy to np. inhibitora cyklu komórkowego 
(białka p21/WAFl), receptora limfocytów T ze zmutowanym (niezawierającym reszt 
lizynowych), polipeptydowym łańcuchem a, a także białka supresorowego p53, białka 
c-jun i wielu innych [19,29].

Pojawia się zatem pytanie o sposób rozpoznawania przez proteasom 26S białek 
przeznaczonych do degradacji. Badania tego zagadnienia są trudne przede wszystkim 
ze względu na niestabilność zzi vivo łańcuchów poliubikwitylowych ciętych przez obecne 
w ekstraktach komórkowych enzymy deubikwitylujące. Jak już wspomniano, łańcuch 
zbudowany z 4 reszt ubikwitylowych jest najkrótszym łańcuchem zdolnym do wiązania 
się z proteasomem 26S i stanowi wystarczający sygnał do proteolizy połączonego z 
nim białka. Sugeruje się, że odpowiednia trójwymiarowa struktura łańcucha i kombinacja 
hydrofobowych regionów w cząsteczkach tworzących go ubikwityn jest niezbędna do 
współdziałania z niezidentyfikowanymi jeszcze w pełni czynnikami rozpoznającymi 
{cognate recognition factors), obecnymi prawdopodobnie na podjednostce regulatorowej 
proteasomu 26S. Chociaż precyzyjnie nie wiadomo, w jaki sposób następuje rozpoznanie, 
to pewne jest, że łańcuch poliubikwitylowy jest czymś więcej niż sumą składowych 
ubikwityn. Niesiony przez niego sygnał jest bardziej trwały niż dawany przez 
pojedynczą ubikwitynę, a kolejne odszczepianie ubikwityn od łańcucha daje więcej 
czasu na rozfałdowanie „trudnych” białek czy też usunięcie przeszkód uniemoż
liwiających wejście polipeptydu do proteasomu. Zaczyna się doceniać enzymy 
deubikwitylujące i traktować je jako „czasowy regulator” degradacji [20].

Jak zatem są rozpoznawane i wiązane przez proteasom nieubikwitylowane białka? 
Problem ten jest szeroko dyskutowany i wysuwanych jest szereg przypuszczeń co do 
możliwych mechanizmów. Myśli się przede wszystkim o udziale specjalnych białek 
adaptorowych. W przypadku dekarboksylazy omitynowej jest to dobrze poznane i 
scharakteryzowane białko - antyzym [6, 17]. Postuluje się też możliwość bezpoś
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redniego oddziaływania nieubikwitylowanego białka z określoną podjednostką rdzenia 
proteasomu 26S (białko p21/WAFl), czy też sugeruje zmiany allosteryczne w obrębie 
samego proteasomu ułatwiające białku dotarcie do jego katalitycznego centrum [19]. 
Sprawa pozostaje nadal otwarta i jest przedmiotem intensywnych badań.

Ale dołączenie do białka ubikwityny nie zawsze oznacza, jak obecnie wiadomo, 
konieczność jej interakcji z proteasomem. Ten ubikwitynowy sygnał rozpoznaje też wiele 
innych białek, w których występują określone domeny - sekwencje aminokwasowe (np. 
UIM- ubiquitin-associated motif), poprzez które następuje bezpośrednie wiązanie mono- 
lub poliubikwitylowanych białek, przy czym zazwyczaj silniejsze jest ich powinowactwo do 
łańcucha poliubikwitylowego niż do pojedynczej ubikwityny. Do dziś opisano sześć takich 
domen o różnym składzie i strukturze, a sposób ich wiązania z ubikwitynąjest przedmiotem 
licznych badań [22]. Pojawiają się też doniesienia o obecności w białkach specjalnych 
sekwencji aminokwasowych odpowiedzialnych za wiązanie SUMO.

2. NIESPODZIEWANE FUNKCJE UBIKWITYLACJI - 
REGULACJA TRANSKRYPCJI IENDOCYTOZY

Udział ubikwityny w proteolizie białek zdominował dyskusję ojej innych funkcjach, 
a są one niezmiernie istotne dla prawidłowego funkcjonowania komórek. Dotyczą 
bowiem wielu ważnych procesów, w tym regulacji transkrypcji, endocytozy i różnego 
typu oddziaływań pomiędzy białkami. Niemożliwe jest omówienie w tym krótkim 
opracowaniu tak bardzo złożonych procesów, chcę tylko zwrócić uwagę na te etapy w 
ich przebiegu, w których dołączenie ubikwityny do określonych białek może mieć 
znaczenie regulacyjne.

Transkrypcja genów zachodzi w obrębie aktywnej euchromatyny, na stan której 
niebagatelny wpływ mają histony, o ubikwitylacji których wiadomo już od lat 
siedemdziesiątych ubiegłego wieku, a de facto, histon 2A był pierwszym opisanym 
ubikwitylowanym białkiem (1977). Jednak o znaczeniu ubikwitylacji w modulowaniu 
transkrypcji zaczęto myśleć później, gdy okazało się, że histon 2A występuje w 
nukleosomach w połączeniu z ubikwityną. Obecnie wiadomo, że i inne histony (H2B, 
H ł) sąubikwitylowane i znajdowane w aktywnych transkrypcyjnie rejonach chromatyny 
[15], Jest zatem niewątpliwe, że ubikwitylacja histonów może zmieniać ich strukturę i 
ich wzajemne oddziaływania, jak również oddziaływania z DNA i jest niezbędna do 
powstania i utrzymania właściwej,” rozluźnionej”, struktury chromatyny. W pewnych 
sytuacjach może także ułatwiać następczą metylację histonów i regulować w ten sposób 
wyciszanie niektórych genów.

Pośredni udział ubikwityny w regulacji transkrypcji wydaje się oczywisty, jeśli weźmie 
się pod uwagę jej wpływ na stabilność białek biorących udział w tym złożonym procesie 
[1,8, 18]. Polega on na „proteolitycznej obróbce” prekursorów różnych aktywatorów 
i inhibitorów tego procesu, a także przede wszystkim na promowaniu ich degradacji po 
spełnieniu przez nie funkcji regulatorowych, aktywacji lub hamowania transkrypcji w 
odpowiedzi na sygnał przesyłany przez określony szlak sygnalizacyjny. Co więcej 
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badania ostatnich lat wykazały, że w cząsteczkach bardzo wielu czynników 
transkrypcyjnych domeny odpowiedzialne za interakcję z promotorami (TAD - 
transcription activation domains) pokrywają się w dużym stopniu z regionami 
decydującymi o proteolizie (degronami) tych czynników, a mutacje w domenie biorącej 
udział w aktywacji transkrypcji stabilizują je. Niewątpliwie fakt ten ma znaczenie 
funkcjonalne, chociaż jego mechanizm nie jest jeszcze dzisiaj w pełni zrozumiały. 
Spekuluje się, że ubikwitylacja czynnika transkrypcyjnego po jego związaniu z 
promotorem może stanowić nie tylko sygnał do jego degradacji, lecz jest także niezbędna 
do pełnienia przez niego funkcji regulacyjnych [7].

Ubikwitylacji i degradacji w proteasomie 26S ulega także, przynajmniej w komórkach 
z uszkodzonym DNA, duża podjednostka polimerazy RNA II, jeden ze składników 
kompleksu transkrypcyjnego. Jej eliminacja umożliwia rekrutację do uszkodzonego 
miejsca, a następnie działanie systemu naprawczego i zatrzymanie transkrypcji aż do 
ukończenia naprawy [8]. Oznakowanie białek ubikwitynąnie zawsze jednak pociąga 
za sobą bezpośrednie skierowanie ich na drogę degradacji. Tyczy to także czynników 
transkrypcyjnych, których ubikwitylacja bądź sumoilacja decyduje w znacznym stopniu 
o ich cytoplazmatycznej lub jądrowej lokalizacji i dopiero późniejszej degradacji w 
tych subkompartmentach komórkowych [24].

Nie tylko ubikwityna, ale także niektóre podjednostki proteasomu 26S mogą brać 
udział w regulacji transkrypcji. Dotyczy to zwłaszcza podjednostek wykazujących 
aktywność ATP-az obecnych w podjednostce regulatorowej proteasomu 26S, które 
podejrzewa się o udział w regulacji funkcjonowania polimerazy RNA II. Wysuwane 
jest przypuszczenie, że mogą one brać udział w zależnym od ATP rozfałdowywaniu 
białek i wywoływać reorganizację kompleksu transkrypcyjnego w sposób ułatwiający 
jego działanie [7, 8].

Należy zdawać sobie sprawę, że udział ubikwityny w regulacji transkrypcji nie 
ogranicza się tylko do promowania proteolizy określonych białek. Przynajmniej w 
przypadku kilku czynników transkrypcyjnych udokumentowano bezpośrednią modulację 
przez ubikwitynę ich efektywności, dzięki czemu stało się możliwe ich wybiórcze 
ukierunkowanie na aktywację transkrypcji określonych genów, zależnie od składu 
środowiska hodowlanego. Klasycznym już przykładem tego typu regulacji jest modulacja 
przez ubikwitynę aktywacji transkrypcji przez drożdżowy czynnik Met4 [8]. Ponadto, 
aktywność PCNA, jądrowego antygenu proliferujących komórek, jest także związana 
z jego ubikwitylacją (poprzez Liz 63) bądź sumoilacją. W komórkach z uszkodzonym 
DNA jest on mono-, a następnie poliubikwitylowany i wchodzi w skład kompleksu 
reperacyjnego, natomiast w komórkach nieuszkodzonych jest sumoilowany i bierze 
udział w prawidłowej replikacji DNA [32].

Ubikwityna pełni także istotną rolę w endocytozie, złożonym procesie internalizacji 
wielu białek błonowych. Liczne ligazy ubikwitylowe przeprowadzają ubikwitylację wielu 
białek błonowych, w tym białek tworzących kanały jonowe czy też receptorów różnych 
sygnałów zewnątrzkomórkowych (czynników wzrostowych, hormonów) [12, 25]. 
Dołączenie do białek błonowych jednej lub dwóch cząsteczek ubikwityny (poprzez Liz 
63) jest wystarczającym sygnałem do ich internalizacji w pęcherzykach endocytamych.
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W przypadku białek przeznaczonych do degradacji następny etap polega na skierowaniu 
ich do lizosomów, w których ulegają proteolizie, natomiast białka predestynowane do 
ponownego wbudowania w błonę komórkowąpozostają w błonach endosomów. Szereg 
ostatnich badań wskazuje, że niektóre białka błonowe nie muszą być ubikwitylowane, 
żeby zostać przemieszczone do wnętrza komórki. Ich internalizacja staje się możliwa, 
dzięki interakcji z innymi ubikwitylowanymi białkami (np. epsynami czy arestynami) 
odpowiedzialnymi za prawidłowy przebieg endocytozy [ 15,25]. Ten typ modyfikacji 
ma szczególnie duże znaczenie w przekazywaniu sygnałów z receptorów takich 
czynników wzrostowych, jak: np. naskórkowy czynnik wzrostu (EGF), czynnik wzrostu 
hepatocytów (HGF), płytkowy czynnik wzrostu (PDGF) czy też hormon wzrostu (GH). 
Częste występowanie w komórkach nowotworowych mutantów ligaz ubikwitylowych 
pozbawionych aktywności powoduje, że w takich komórkach receptory błonowe nie 
ulegają degradacji, a tym samym przedłużony zostaje sygnał z receptora, co może 
przyczyniać się do niekontrolowanego wzrostu komórek.

Monoubikwitylacji ulegają też białka retrowirusów, jak również liczne antygeny, w 
tym białka głównego kompleksu zgodności tkankowej, MHC. Modyfikacja ta jest 
konieczna bądź do uwalniania wirusów z zakażonych komórek bądź też do usuwania 
białek antygenowych z błon komórkowych. Tak więc z każdym rokiem powiększa się 
liczba białek, których działanie regulowane jest przez ubikwitylację. Zagadnienie to 
jest bardzo skomplikowane i zasługuje na odrębne opracowanie.

PODSUMOWANIE

Kariera ubikwityny, jako jednego z istotnych regulatorów coraz większej liczby 
procesów komórkowych, rozpoczęła się niewiele ponad 20 lat temu. Okres ten przyniósł 
wiele odkryć, już pozwalających na docenienie znaczenia procesu ubikwitylacji, chociaż 
szereg zagadnień z tym związanych wymaga dalszych badań. Nie wiadomo na przykład 
dokładnie, jak dołączenie pojedynczej ubikwityny lub łańcucha poliubikwitylowego 
zmienia strukturę tak modyfikowanych białek, ich aktywność, współdziałanie z innymi 
białkami w kompleksach czy też lokalizację wewnątrzkomórkową. Zbyt mało też jeszcze 
wiadomo o procesach deubikwitylacji białek czy też o działaniu białek pokrewnych 
ubikwitynie. Nie mniej jednak wydaje się już niemal pewne, że ubikwitylacja stanowi 
równie ważną modyfikację białek jak ich fosforylacja lub metylacja.
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AUTOFAGIA - NARZĘDZIE PRZEŻYCIA 
CZY ŚMIERCI KOMÓRKI NOWOTWOROWEJ?

AUTOPHAGY - THE TOOL OF CANCER CELL SURVIVAL OR DEATH?

Monika LAMPARSKA-PRZYBYSZ, Tomasz MOTYL

Katedra Nauk Fizjologicznych, Wydział Medycyny Weterynaryjnej, 
Szkoła Główna Gospodarstwa Wiejskiego

Streszczenie: Ostatnia dekada przyniosła znaczący postęp w poznaniu mechanizmów kontrolujących 
śmierć komórki. Zgromadzone wyniki sugerują, że apoptoza nie jest jedynym typem programowanej 
śmierci komórki (PCD). Komórki mogą ulegać procesowi autodestrukcji w różny sposób. Obecnie 
wyróżnia się trzy typy PCD: typ I lub apoptoza, który zależny jest od aktywacji kaspaz, typ II czyli 
autofagia oraz typ III, który polega na rozpadzie komórki i jest niezależny od procesu kondensacji 
chromatyny oraz aktywacji lizosomów. Autofagia jest filogenetycznie bardzo starym procesem mają
cym na celu degradację białek o długim okresie półtrwania oraz usuwanie organelli komórkowych. 
Wyróżnia się jej trzy główne formy: makroautofagię, mikroautofagię oraz tzw. autofagię zależną od 
chaperonów. W komórkach ssaków proces ten jest regulowany przez geny AUT i ATG. Beklina 1, 
homolog drożdżowego białka ATG6 jest zaangażowana w transport substratów do wakuoli autofagicz- 
nych. Z kolei homolog białka Atg8 jest lekkim łańcuchem białka związanego z mikrotubulami (MAP 1 
LC3), które występuje na autofagosomach i jest obecnie uważane za jedyny wiarygodny biochemiczny 
marker autofagii. Autofagia jest z jednej strony procesem warunkującym zachowanie równowagi po
między biosyntezą a rozkładem makrocząsteczek, a przez to decydującym o przeżyciu komórki. Z dru
giej zaś strony autofagia jest narzędziem eliminacji komórek nowotworowych drogą programowanej 
śmierci komórki typu II, co wskazuje na jej rolę w hamowaniu nowotworzenia. Artykuł ten stanowi 
przegląd obecnej wiedzy na temat roli autofagii w komórkach nowotworowych oraz jej podwójnej 
funkcji jako narzędzia przetrwania lub śmierci komórki. Szczególną uwagę poświęcono molekularnym 
ogniwom łączącym ścieżki apoptozy i autofagii w komórkach nowotworowych oraz możliwościom ich 
sterowania na potrzeby terapii onkologicznej.

Słowa kluczowe: apoptoza, autofagia, beklina 1, katepsyna, BID, MAP I LC3, komórki nowotworowe. 

Summary: In the last decade a progress has been achieved in understanding the mechanisms which 
control the cell death. Accumulating evidence suggest that apoptosis is not the only one type of pro
grammed cell death (PCD). Cells use different pathways to active self-destruction process. There are 
three types of programmed cell death (PCD): condensation prominent, type I or apoptosis, dependent on 
the activity of caspases, type II - autophagy prominent and type III occurring through disintegration of 
cells into fragments without condensation and involvement of lysosomal system. Autophagy is a philo-

rcin.org.pl



14 M. LAMPARSKA-PRZYBYSZ, T. MOTYL

genetically very old process, usually considered as a route of cellular proteins degradation and organelle 
turnover, comprising macroautophagy, microautophagy and chaperone-mediated autophagy. APG and 
AUT genes regulate this process in mammalian cells. Beclin 1, a homolog of the yeast autophagy protein 
Atg6 is required for vacuolar transport and can induce autophagy in human cells. Another one homolog of 
yeast Atg8 gene codes the microtubule-associated protein I (MAP I) light chain 3 (LC3) which exists on 
the autophagosomes and is currently the only reliable biochemical marker of autophagosomes. Autopha
gy is beneficial for the maintenance of the balance between the biosynthesis and catabolism of macromo
lecules and cell survival. On the other hand, autophagy is also involved in elimination of cancer cells by 
triggering a non-apoptotic cell death program (PCD II), indicating its inhibitory role in tumor develop
ment. This article reviews current knowledge on the role of autophagy in cancer cells and its dual function 
as a tool of cell protecting or killing. Authors emphasized molecular links between apoptosis and autopha
gy in tumor cells and possibility of their control for progression in anticancer therapy.

Key words: apoptosis, autophagy, beclin 1, cathepsin, BID, MAP I LC3, cancer cells.

WPROWADZENIE

Jedną z głównych przeszkód dla efektywnej radio- czy chemioterapii nowotworów 
są mutacje genów supresorowych nowotworu i genów proapoptotycznych, które bardzo 
często występują w komórkach nowotworowych, szczególnie nowotworów złośliwych. 
Nowe trendy w lecznictwie onkologicznym, w postaci terapii genowej przywracającej 
funkcjonalność powyższych genów, wraz z wprowadzaniem nowych, mniej toksycznych 
dla zdrowych komórek leków cytostatycznych, budzą nadzieję skutecznej walki z 
nowotworami. Kolejną szansą w walce z rakiem jest poznawanie innych dróg, poza 
apoptozą, prowadzących do śmierci komórek nowotworowych. Alternatywną do 
apoptozy śmiercią komórki jest autofagia (autofagocytoza), tzw. programowana śmierć 
typu II [1-6]. Autofagia jest filogenetycznie starym procesem wykorzystywanym nie 
tylko jako narzędzie śmierci, ale również przeżycia. Proces autofagii jest znany przede 
wszystkim jako wewnątrzkomórkowy system degradacji składników cytoplazmy, 
szczególnie białek o długim okresie półtrwania przy udziale lizosomów. Efekt tego 
procesu jest zawsze ten sam - kompletna i nieodwracalna degradacja wielko
cząsteczkowych substratów do ich podstawowych składników przy udziale enzymów 
lizosomalnych [7-8]. Ponadto lizosomy w procesie autofagii biorą udział w usuwaniu 
organelli komórkowych, takich jak: mitochondria i peroksysomy czy też fragmentów 
aparatu Golgiego i siateczki śródplazmatycznej [9]. Proces ten może być także bezpoś
rednio zaangażowany w śmierć komórek [10], Wydaje się, że rozmiar autofagii decyduje 
ojej życiodajnej bądź śmiercionośnej roli w komórce.

Na podstawie różnych dróg kontaktu substratów z lizosomami wyróżniono trzy 
główne formy autofagii: makroautofagię, mikroautofagię oraz tzw. autofagię zależną 
od chaperonów [7]. W czasie makroautofagii, składniki cytoplazmy mające ulec 
degradacji zostają otoczone początkowo pojedynczą, a następnie podwójną, izolującą 
błoną, tworząc autofagosomy o 1 pm średnicy. Następnie autofagosomy ulegają 
fuzji z lizosomami, co prowadzi do powstania autofagolizosomów, w których zachodzi 
ostateczny proces niszczenia ich zawartości przy użyciu lizosomalnych hydrolaz 
[6,1-12], Natomiast w czasie mikroautofagii fragmenty cytoplazmy zostają bezpo
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średnio otoczone przez błonę lizosomalną i wnikają do ich wnętrza na zasadzie 
endocytozy. Trzeci typ autofagii wymaga obecności odpowiednich receptorów na błonie 
lizosomów, które to pośredniczą w transporcie cytozolowych białek do wnętrza lizosomów 
[1]. Selektywność wiązania z receptorem zależy od rozpoznania odpowiedniego 
fragmentu sygnałowego w sekwencji aminokwasowej białka poprzez cytozolowy 
chaperon. Kompleks chaperon-substrat wiąże się bezpośrednio z receptorem na błonie 
lizosomów. Natomiast drugi chaperon zlokalizowany wewnątrz lizosomu jest niezbędny 
do translokacji substratu [13].

ROLA AUTOFAGII

Proces ten spełnia trzy główne funkcje:
1. Autofagia jest mechanizmem adaptacyjnym w przypadku głodzenia. Usunięcie źró

deł aminokwasów z pożywienia indukuje autofagię w różnych narządach, np. w 
wątrobie. Ten sam efekt można obserwować w hodowlach komórkowych [3]. Roz
kład białek poprzez autofagię umożliwia podaż aminokwasów i innych składników 
niezbędnych do utrzymania metabolizmu. Dlatego też aminokwasy są głównymi 
regulatorami tego procesu. Po usunięciu aminokwasów z pożywki autofagia jest 
indukowana w ciągu kilku minut w komórkach wątroby. Po upływie zaledwie 7-8 
min można już obserwować powstawanie wakuoli degradujących. Całkowity czas 
upływający od formowania autofagosomów do degradacji w autofagolizosomach 
wynosi ok.20 min [3].

2. Autofagia umożliwia zachowanie homeostazy cytoplazmy, ponieważ kontroluje pro
ces usuwania peroksysomów, mitochondriów oraz reguluje wielkość siateczki śród- 
plazmatycznej [14].

3. Autofagia jest także zaangażowana w niektóre tkankowo-specyficzne procesy, ta
kie jak: wewnątrzkomórkowa biogeneza surfaktantu na powierzchni pneumocy- 
tów II, biosynteza neuromelaniny w dopaminergicznych neuronach czy też w pro
ces dojrzewania erytrocytów [3].

MOLEKULARNY MECHANIZM AUTOFAGII

Analiza ssaczych homologów białek drożdży o istotnym znaczeniu dla procesu 
autofagii (produkty genów Aut - Autophagocytosis i Atg - Autophagy), pozwoliła 
wyróżnić kilka białek bezpośrednio związanych z błonami, biorącymi udział w autofagii 
[7], Formowanie autofagosomów jest zależne od dwóch skoniugowanych systemów, 
będących pozostałością po proteosomalnej ścieżce ubikwitynacji białek [5,11]. Pierwszy 
z nich angażuje cztery białka Atg: 5, 7, 10, 12, gdzie Atg7 i Atg 10 odgrywają rolę 
podobną do tej, jaką pełnią enzymy El i E2 podczas ubikwitynacji. Ostateczny kompleks 
j est formowany przez Atg5- Atg 12, który jest niekowalentnie związany z białkiem Atg 16. 
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Multimeryzacja Atgló z kompleksem Atg5-Atgl2 jest wymagana, aby proces autofagii 
mógł się rozpocząć [15]. Produkt drugiego systemu koniugacyjnego jest wynikiem połączenia 
kompleksu Atg8/Aut7 z fosfatydyloetanoloaminą [16], Jednym z ludzkich homologów Atg8, 
który jest związany z systemem zależnym od Aut7, jest białko MAP I LC3 (Microtubule- 
Associated Protein I Light Chain 3). Białko to występuje na autofagosomach oraz błonach 
izolujących [7,17-19], Lekki łańcuch białka LC3 ulega modyfikacji potranslacyjnej, która 
prowadzi do odcięcia przez proteazę Atg4 22-aminokwasowego fragmentu na C-końcu. 
Następnie reakcje katalizowane przez Atg7 oraz Atg3 prowadzą do przekształcenia tego 
białka z cząsteczki o masie 18 kDa (forma LC3-1) do 16 kDa formy LC3-II, która wiąże się 
z autofagosomami. Ilość LC3-II jest bezpośrednio skorelowana z liczbą autofagosomów, a 
proces przekształcania formy LC3-I do LC3-II ulega wzmocnieniu po indukcji autofagii. 
Dlatego też białko to jest obecnie jedynym wiarygodnym markerem tego procesu [ 17,20- 
21]. Wzrost koncentracji tego białka w komórkach ludzkiego raka sutka linii MCF-7 
poddanych działaniu kamptotecyny przedstawiono na rycinie 1 a.

Powstawanie autofagosomów jest także zależne od enzymu kinazy trifosforanu- 
fosfatydyloinozytolu (PI3K klasa III). Kinaza ta pełni istotną rolę w czasie proliferacji 
komórek oraz wewnątrzkomórkowego przemieszczania elementów cytoszkieletu. Bierze 
także udział w sekwestracji materiału cytoplazmatycznego do wakuoli autofagicznych. 
Enzym ten jest hamowany przez 3-metyloadeninę (3-MA), co prowadzi do zablokowania 
tworzenia autofagosomów [22-23]. W komórkach ssaków PI3 kinaza jest również 
funkcjonalnie związana z białkiem bekliną 1 [24-25]. Beklina 1 jest funkcjonalnym 
homologiem drożdżowego białka Atg6 i indukuje autofagię w kulturach komórkowych 
raka sutka. Ludzki gen beclin 1 w 40-70% nowotworów sutka oraz jajnika ulega 
monoallelicznym delecjom, co prowadzi do zahamowania jego funkcji jako „genu 
autofagocytozy” [6,25]. Beklina 1 tworzy kompleksy z PI3 kinazą klasy III, które 
można odnaleźć w części trans aparatu Golgiego, co sugeruje, że kompleks ten kontroluje 
autofagię poprzez dostarczenie trifosforanu fosfatydyloinozytolu z aparatu Golgiego 
do błon izolujących [12].

Kontrolowanie poziomu trifosforanu fosfatydloinozytolu poprzez fosfatazy, należące 
do rodziny MTM (myotubularin family'), MTMR (myotubularin family related proteins) 
oraz homologi PTEN, może stanowić jeden z mechanizmów odpowiedzialnych za 
przebieg procesu autofagii [26]. Mutacje w obrębie genów MTM i MTMR powodują 
powstawanie miopatii miotubulamych [27]. Wykazano, że mutacje genu MTMR3, 
odpowiedzialnego za ekspresję białka hydrolizującego trifosforan fosfatydyloinozytolu, 
powodują akumulację wakuoli autofagicznych [28].

Formowanie i dojrzewanie wakuoli autofagicznych jest także związane z funkcją 
cytoszkieletu. Filamenty pośrednie tworzące sieć cytokeratynową w hepatocytach, 
prawdopodobnie pełnią istotną rolę w tworzeniu autofagosomów. Uszkodzenie sieci 
mikrofilamentów przez cytochalazynę D powoduje z kolei zmniejszenie liczby auto
fagosomów w komórkach nabłonkowych nerki [3]. To wskazuje, że różne elementy 
cytoszkieletu mogą być zaangażowane w formowanie autofagosomów.

Ostatnie badania wskazują, że ścieżka sygnałowa zależna od mTOR (mammalian 
Target OfRapamyciri) odgrywa kluczową rolę w kontrolowaniu autofagii indukowanej 
przez deficyt aminokwasów, ATP oraz sygnały hormonalne [6]. Tworzenie autofago-
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RYCINA 1. Wzrost stężenia białka MAP 1 LC3 (a) oraz aktywności katepsyny B (b) w komórkach 
ludzkiego raka sutka linii MCF-7 traktowanych kamptotecyną (inhibitor topoizomerazy DNA I). MAP 
1 LC3 wyznakowano przeciwciałami sprzężonymi z Alexa 488 (zielona fluorescencja), DNA wybarwiono 
7-aminoaktynomycynąD (czerwona fluorescencja). Aktywność katepsyny B badano przy użyciu substratu 
katepsyny B Magic Red firmy 1CN (czerwona fluorescencja)

somów jest także zależne od aktywności GTPaz. Połączenie cząsteczki GTP z trimerem 
białka Gi3 hamuje autofagię, natomiast związanie tego białka z GDP stymuluje 
sckwestrację składników cytoplazmy [3,6].

AUTOFAGIA W KOMÓRKACH NOWOTWOROWYCH

1. Autofagia jako mechanizm samoobrony

W odpowiedzi na niską radiację komórki nowotworowe kumulują kwasowe organelle 
pęcherzykowe (AVO -Acielic Vesicular Organelles'), które wskazująna proces autofagii. 
Formowanie AVO stanowi mechanizm samoobrony, który zwiększa przeżywalność 
napromienionych komórek. Zablokowanie aktywności H ATPazy, która odpowiada za 
utrzymanie kwaśnego pH w AVO, poprzez bafilomycynę Al, zwiększa wrażliwość 
komórek raka sutka na napromienianie. To wskazuje, że lizosomy mogą być zaanga
żowane w lekooporność komórek nowotworowych i zablokowanie autofagii może 
zwiększyć skuteczność terapii [29].
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2. Autofagia w apoptozie

Formowanie autofagosomów może być związane z apoptozą zależną od TNFoc, co 
zostało zaobserwowane w ludzkich komórkach białaczkowych. Zablokowanie tworzenia 
autofagosomów przez 3-MA hamuje fragmentację DNA oraz lizę komórki. Natomiast 
inhibicja autofagii na późniejszym etapie nie dajc efektu ochronnego, co wskazuje, że 
sekwestracja materiału cytoplazmatycznego jest konieczna w apoptozie indukowanej 
przez TNFoc. Komórki, które przeżywają mimo indukcji apoptozy przez TNFoc, 
wykazują obniżoną aktywność autofagiczną, co sugeruje, że redukcja autofagii przedłuża 
czas życia komórek nowotworowych [3].

Z drugiej strony selektywna sekwestracja mitochondriów w odpowiedzi na czynnik 
apoptogenny chroni komórki przed uwalnianiem czynników proapoptotycznych 
(cytochrom c, AIF, Smac/DIABLO, Omi/Htr2). W tym przypadku proces autofagii 
umożliwia komórkom ucieczkę przed apoptozą. Autofagię uważa się za wczesną i 
ochronną odpowiedź komórkową na czynniki apoptogenne i kiedy proces ten przestaje 
być skuteczny proapoptotyczne czynniki pochodzące z mitochondriów mogą aktywować 
apoptozę [30].

3. Autofagia-programowana śmierć komórki typu II

Autofagia jako programowana śmierć komórki typu II została po raz pierwszy 
opisana w komórkach ludzkiego raka sutka linii MCF-7 traktowanych tamoksy- 
fenem, w których zaobserwowano powstawanie wakuoli autofagicznych [31]. Anty- 
estrogen, jakim jest tamoksyfen, stymuluje ekspresję bekliny 1, co z kolei indukuje 
proces autofagii. Ten typ śmierci w komórkach MCF-7 charakteryzuje się redystry
bucją cytoszkieletu, przy jednoczesnej ochronie mikrofilamentów i filamentów po
średnich, nawet w komórkach wykazujących fragmentację jądra [32], Ten typ 
śmierci występuje także w komórkach, w których zablokowana zostaje aktywność 
kaspaz lub ekspresja białek z rodziny Bcl-2 ulega modyfikacji. Wykazano, że 
inhibicja kaspaz nie chroni komórek Jurkat T przed śmiercią indukowaną przez 
Bax, ponieważ komórki te przełączają się na śmierć drogą autofagii. Obecność 
Bax na powierzchni mitochondriów może sugerować udział tych organelli w śmierci 
typu II [3], Obniżenie aktywności białka Bcl-2 w komórkach HL-60 indukuje 
autofagię, która nie wynika ze śmierci zależnej od mitochondriów. W tym przypadku 
proces ten może być zależny od aktywności bekliny 1, która kontroluje autofagię 
poprzez klasę III kinaz PI3 i oddziałuje z Bcl-2 [33].

Manipulowanie śmiercią autofagolizosomalną może stanowić strategię w walce z 
nowotworami poprzez aktywację ścieżki sygnałowej zależnej od białek Ras, ponieważ 
geny ras praktycznie nie ulegają mutacjom. Wprowadzenie mutacji w obrębie tych 
genów indukuje autofagię komórek raka żołądka oraz glioblastoma w drodze niezależnej 
od kaspaz i nadekspresji Bcl-2 [10]. Apoptozą i autofagia są prawdopodobnie 
ewolucyjnie powiązanymi ze sobą procesami. Wskazuje na to udział kinaz DAPk i 
DRP-1 w kontrolowaniu śmierci za pomocą autofagii, jak i regulowaniu procesu 
„pączkowania” błon komórkowych w czasie apoptozy [34], Ponadto obydwa te procesy 
łączą podobne ścieżki aktywacji i inhibicji zależne od kinaz Akt/PKB i mTOR [35], 
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Autofagia jest procesem, który przebiega znacznie wolniej niż apoptoza. Własne obserwacje 
i dane literaturowe wskazują, że dominacja jednego bądź drugiego typu śmierci zależy od 
rodzaju czynnika, który działa na komórki. Apoptoza jest dominującym typem śmierci w 
komórkach linii MCF-7 po traktowaniu kamptotecyną [36,37], TNF-oc lub TRAIL [31]. 
Natomiast autofagia w tej linii komórkowej dominuje po traktowaniu komórek 
antyestrogenem - tamoksyfenem [4,38] czy też seskwiterpenowymi analogami taksolu 
[36].

Programowana śmierć komórki typu 1-apoptoza i typu Il-autofagia są kontrolowane 
i regulowane przez odmienne zestawy genów. Do kluczowych genów regulujących 
apoptozę należy zaliczyć geny z nadrodziny bcl-2, kontrolujące uwalnianie mediatorów 
apoptozy (cytochrom c, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, A1F) z mitochondriów. Genami 
kontrolującymi autofagię są geny z rodziny ATG (autophagy-related genes). Wspólnym, 
funkcjonalnym ogniwem łączącym obydwa typy programowanej śmierci komórki 
wydaje się być aktywacja enzymów lizosomalnych - katepsyn (rye. 1 b). Ich aktywność 
jest w apoptozie niezbędna dla aktywacji kaspaz, kalpain oraz białek promotorowych, 
takich jak: Bax i Bid. W autofagii aktywność katepsyn jest konieczna do degradacji 
białek w obrębie autofagolizosomów. Hamowanie aktywności katepsyn przez specyfi
czny inhibitor (E64d) prowadzi do zablokowania apoptozy, natomiast zwiększa ekspresję 
białka MAP I LC3 - biochemicznego wskaźnika autofagii w komórkach raka sutka 
linii MCF-7 poddawanych oddziaływaniu leku cytostatycznego-kampto-tecyny [39]. 
Wyniki te wskazują, iż katepsyny lub produkty ich aktywacji np. proapo-ptotyczne 
białko Bid mogą stanowić molekularny „przełącznik” z apoptozy na autofagię w komórce 
nowotworowej. Alternatywność autofagii w stosunku do apoptozy w komórkach 
nowotworowych ma szczególnie duże znaczenie w przypadku mutacji genów 
promotorowych apoptozy, kiedy autofagia może kompensować deficyt apoptozy. 
Wykazaliśmy to wyciszając kluczowy gen proapoptotyczny bid w komórkach raka 
sutka linii MCF-7, powodując przez to całkowite zahamowanie aktywności kaspaz 
wykonawczych (enzymy kluczowe w apoptozie) oraz wzrost ekspresji Bckliny 1 i MAP 
I LC3, białka, charakterystycznego dla błon autofagosomalnych [39], Rolę białka Bid 
jako molekularnego przełącznika pomiędzy apoptozą a autofagią komórki nowotworowej 
przedstawiono na rycinie 2. Na udział Bid w kontroli obydwu ścieżek PCD wskazują 
pośrednio ostatnie badania Yu i wsp. [40], którzy wykazali, że hamowanie kaspazy 8 
(aktywatora Bid) indukuje autofagię poprzez aktywację genów Atg7 i beklinyl. Kolejne 
własne obserwacje wykazały, iż autofagia jest nie tylko alternatywnym, lecz również 
komplementarnym w stosunku do apoptozy typem programowanej śmierci komórki, 
gdyż w tych samych komórkach raka sutka linii MCF-7 stymulowanych do apoptozy 
kamptotecyną występują charakterystyczne morfologiczne cechy zarówno apoptozy, 
jak i autofagii. Pomimo że procesy te zachodzą równolegle w komórkach raka sutka 
pod wpływem kamptotecyny, to wykazują one inną kinetykę. Apoptoza jest procesem 
szybkim, którego szczyt pojawia się już po 60 min ekspozycji na lek, natomiast autofagia 
narasta stopniowo przez 24 h w komórkach, które nie uległy apoptozie [39],

Biorąc pod uwagę powyższe spostrzeżenia oraz fakt różnej wrażliwości na apoptozę 
komórek rakowych, nawet w obrębie tego samego guza, skuteczniejszą może być terapia 
wykorzystująca kombinację leków cytotoksycznych, indukujących z jednej strony
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apoptozę a z drugiej autofagię, aby „sojusz” tych dwóch różnych typów śmierci 
przeistoczył się w skuteczną walkę z rakiem.
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ROLA BIAŁEK STAT W CHOROBACH ZAPALNYCH 
I KARCYNOGENEZIE JELITA GRUBEGO

ROLE OF STAT PROTEINS IN INFLAMMATORY BOWEL 
DISEASES AND COLON CARCINOGENESIS

Andrzej WINCEW1CZ, Mariola SULKOWSKA, Mariusz KODA, 
Bogusław MUSIATOWICZ, Stanisław SULKOWSKI

Zakład Patomorfologii Ogólnej, Akademia Medyczna w Białymstoku

Streszczenie: Mediatory STAT stanowią rodzinę siedmiu białek, które odgrywają kluczową rolę w prze
kazywaniu sygnałów wewnątrz komórek. Kontrolują one główne procesy zachodzące w komórkach, 
związane z ich różnicowaniem się, proliferacją i śmiercią. W artykule opisano budowę i funkcję białek 
STAT oraz ich udział w patologii układu pokarmowego, a w szczególności w procesach zapalnych i 
karcynogenezie w obrębie jelita grubego. W stanach zapalnych jelit dominującą rolę wydają się odgrywać 
białka STAT 1, STAT3 i STAT4. W przebiegu raka jelita grubego szczególną rolę odgrywają białka STAT 1 
i STAT3. Stwierdzono że STAT1 blokuje proliferację w liniach komórkowych raka, a zwiększona ekspre
sja STAT3 koreluje z wyższym stopniem zaawansowania klinicznego i zajęciem węzłów chłonnych. 
Przedstawione w pracy sugestie, że białka STAT mogą spełniać w raku jelita grubego analogiczne funkcje 
do tych, jakie opisano w innych nowotworach, powinny być poddane weryfikacji w przyszłych bada
niach. Zablokowanie funkcji białek STAT otwiera nowe perspektywy terapii przeciwnowotworowej. 
Zestawienie dotychczasowych osiągnięć i odkryć dowodzi, że białka STAT mogą współdziałać z innym 
czynnikami w rozwoju raka jelita grubego. Jakkolwiek dokładna charakterystyka tych reakcji jest kwestią 
przyszłości.

Słowa kluczowe: STAT, choroby zapalne jelit, karcynogeneza.

Summary: STAT mediators comprise a family of seven proteins, that play a key role in intracellular signaling. 
They are involved in cell differentiation, proliferation and cell death. This article presents a description of STAT 
proteins with a focus on their probable role in pathology of alimentary system, particularly inflammatory 
bowel disease and colon carcinogenesis. In inflammatory bowel disease action of STAT3, STAT1, STAT 4 
predominates. STAT1 and STAT3 play remarkable roles in colon carcinoma. It was discovered that STAT1 
blocks cell proliferation in cell lines of colorectal cancer. An increased expression of STAT3 correlates with 
clinical staging and nodal involvement. In other malignancies there are described actions of STATs, that analo
gously might occur in colorectal carcinoma, but that sort of suggestions should be verified in the future studies 
of this neoplasm. By means of inhibition of STATs proteins, new possibilities of anticancer therapy emerge. 
This review shows that STAT can interact with other factors in development of colorectal cancer. However, a 
precise definition of these reactions belongs to the future.
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Key words: STAT proteins, inflammatory bowel diseases, carcinogenesis.

Wykaz stosowanych skrótów'. ASON (ang. Antisense Oligonucleotides') - antysensowne oligonukle- 
otydy; Ba/F3 (murine pro-B cell-derived cell line) - linia mysich komórek różnicujących się w 
kierunku limfocytów B; Bcl-2 (B-cell leukemia/lymphoma-2) - gen Bcl-2\ Bcl-xl (B-cell leukemia/ 
lymphoma-xl) - białko Bcl-xl; BL41, BL30 (Burkitt’s Lymphoma) - linie komórkowe chłoniaka Bur
kina; BCR/ABL (Break Point Cluster Region/Abelson) - gen fuzyjny BCR i ABL, którego białkowy 
produkt warunkuje konstytutywną aktywność kinazy tyrozynowej białka ABL; C3 (Complement 
3) - składowa dopełniacza C3; edk (cyclin dependent kinases) - kinazy zależne od cyklin; EGER 
(Epidermal Growth Factor Receptor) - receptor dla nabłonkowego czynnika wzrostu; ERKI ,2 (Extra
cellular Regulated Kinase-1 vel Extracellular signal-Regulated Kinase) - zewnątrzkomórkowo regu
lowana kinaza; G-CSF (Granulocyte Colony-Stimulating Factor) - czynnik. wzrostu granulocytów; 
GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) - czynnik wzrostu granulocytów 
i makrofagów; H7-SK ( H-7-Sensitive Kinase) - kinaza wrażliwa na H7; HGF (Hepatocyte Growth 
Factor ) - wątrobowokomórkowy czynnik wzrostu; ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule) - 
międzykomórkowa cząstka adhezyjna typu 1; IL-4-R (Interleukin-4 Receptor) - receptor dla inter- 
leukiny 4; IRF-1 (Interferon Regulatory Factor 1) - czynnik regulujący interferon typu 1; IRF 9 
(Interferon Regulatory Factor 9, formerly calledp48) - czynnik regulujący interferon typu 9 wcze
śniej określany jako białko p48; IRS (Insulin Receptor Substrate) - substrat receptora insuliny; JAB 
proteins (JAK Binding proteins) - białka wiążące kinazy JAK; JAK (Janus Kinases) - kinazy typu 
Janus; JAK-P - fosforylowana forma kinazy JAK, JNK (c-Jun N-terminal/stress-activatedprotein 
Kinase) - kinaza Jun, LPS (Lipopolysaccharide) - liposacharyd, MAPK (Mitogen-Activated Protein 
Kinases) — kinazy aktywowane przez miogeny; Mcl-1 (Myeloid cell leukemia differentiationprotein- 
/) - białko różnicowania komórkowego białaczki szpikowej, NF-kappaB (Nuclear Factor-kappaB) 
- czynnik jądrowy kappa B; NIH 3T3 - nazwa linii komórkowej fibroblastów; p21 (protein 21) - 
białko 21 aktywujące szlak kinaz MAP; p21WAFl/CIPl - inhibitor cykliny Dl i białka p21; p53 
(protein 53) - białko 53; PDGFR (Platelet-Derived Growth Factor Receptor ) - receptor dla płytko
wego czynnika wzrostu; PI AS (Protein that Inhibit Activated STAT) - białka, które blokują aktywne 
STAT; pim-1 - gen kodujący jedną z kinaz scrynowo-treoninowych; PTP (Protein Tyrosine Pho
sphatase) - białkowa fosfataza tyrozynowa; SH2 (Src Homogy 2domain) - domena homologiczna 
do domeny aktywnej białek Src; SOCS (Suppressor Of Cytokine Signaling) - supresor sygnałowa- 
nia cytokinowego; Src (Rous sarcoma oncogene) - onkogen mięsaka Rousa; v-Src (viral Src) - 
onkogen wirusa RSV (Rous Sarcoma Virus)', c-Src (cellular Src) - ludzki homolog wirusowego 
onkogenu mięsaka Rousa v-Src, wysoce aktywny w raku jelita grubego; STAT (Signal Transducer 
and Activator of Transcription) - przekaźnik sygnału i aktywator transkrypcji; StlPl (Stress-Indu- 
ced-Phosphoprotein 1, formerly called Hsp70/Hsp90-organizingprotein) - fosfoproteina 1 indukowana 
stresem inaczej białko organizujące białka szoku termicznego 70 i 90; T-bet - czynnik transkrypcyjny T- 
box, specyficzny dla limfocytów Thl; TNFa (Tumour Necrosis Factor a) - czynnik nckrotyzujący 
guza alfa; Tyk2 - nazwa jednej z kinaz typu Janus; VEGF ( Vascular Endothelial Growth Factor) - 
naczyniowy śródblonkowy czynnik wzrostu.

WPROWADZENIE

Białka STAT stanowią ważne ogniwo przckaźnictwa wewnątrzkomórkowego. 
Nazwa (ang. signal transducer and activator of transcription) określa funkcje 
tych białek jako przekaźników sygnałowania i aktywatorów transkrypcji DNA w jądrze 
komórkowym. Dotychczas opisano siedmiu przedstawicieli białek STAT (STAT1, 
STAT2, STAT3, STAT5a i 5b, STAT6) [50], Ich nieaktywne formy występują w 
cytoplazmie w postaci monomerów. Po stymulacji receptora błonowego dochodzi do 
aktywacji białek STAT przez kinazy typu Janus (JAK) lub przez sam pobudzony 
receptor, jeśli wykazuje on aktywność kinazy tyrozynowej. W strukturze omawianego 
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białka reszta tyrozynowa ulega fosforylacji. Fosforylacja reszty tyrozynowej jest 
niezbędna do dimeryzacji białek STAT i ich wędrówki do jądra komórkowego, gdzie 
kompleksy STAT łączą się z odpowiednimi promotorami i uruchamiają transkrypcję 
określonych genów. Dochodzi również do fosforylacji reszty serynowej. Ta aktywacja 
umożliwia regulację czynności transkrypcyjnej w jądrze. W fosforylacji reszty serynowej 
uczestniczą kinazy z rodziny MAP [23], Białka STAT wykazują ścisły związek z 
różnicowaniem komórek, apoptozą i przekaźnictwem za pomocą czynników wzrostu. 
Cało i wsp. [12] dzielą białka STAT na dwie grupy. Do pierwszej z nich zaliczono 
STAT2, STAT4, STAT6. Tę grupę wyróżnia niewielka liczba zewnątrzkomórkowych 
aktywatorów, udział w różnicowaniu limfocytów T oraz w przekaźnictwie z udziałem 
interferonu gamma (IFN-y). STAT1, STAT3, STAT5 tworzą odrębną grupę, której 
przedstawiciele wpływają na kontrolę cyklu komórkowego, embriogenezę, apoptozę, 
rozwój gruczołów tarczycy, piersi i grasicy. Ponadto spełniają wiele innych funkcji w 
sygnałowaniu za pomocą szerszej gamy cytokin, hormonów i czynników wzrostu.

FUNKCJONALNA STRUKTURA BIAŁKA STAT

Począwszy od końca aminowego białka STAT wyróżniamy w nim domenę 
oligomeryzacyjną, która umożliwia tetrameryzację białek STAT [7,50]. Kolejną domeną 
w kierunku do końca karboksylowego jest domena coiled coil [12], Jej funkcja polega 
na przyłączaniu modulatorów typu IRF9 i StIP 1. Sąsiaduje z nią domena wiążąca DNA, 
która łączy się z jądrowym DNA. Następną domenę SH2 nazwano cytoplazmatyczną 
ze względu na funkcje, jakie pełni w cytozolu. Za jej pomocą białko STAT kontaktuje 
się z błonowymi receptorami. Ta domena zawiera też miejsca przyczepu dla innych 
cząsteczek białek z tej samej rodziny, odpowiadając za tworzenie dimerów STAT po 
uprzedniej fosforylacji [12,50]. Następnie w strukturze białka występuje domena łącząca. 
Przy końcu karboksylowym znajduje się domena aktywacji transkrypcyjnej oraz dwa 
aminokwasy w łańcuchu polipetydowym cząsteczki STAT, które ulegają fosforylacji. 
Tyrozyna w pozycji Tyr 701 w STAT1, Tyr 690 w STAT2, Tyr 705 w STAT3, Tyr 693 
w STAT4, Tyr 694 w STAT5 oraz Tyr 641 w STAT6 zostaje ufosforylowana, co jest 
równoznaczne z aktywacją przekaźnikową i transkrypcyjną białka STAT [12], Ta 
fosforylacja jest niezbędna do dimeryzacji białek STAT i ich wędrówki do jądra 
komórkowego [7, 12], W procesie przyłączania reszt fosforanowych biorąudział kinazy 
typu Janus: JAK 1-3 i TYK2. W przeciwieństwie do tego typowego sygnałowania 
przez cytokiny, receptory z wewnętrzną aktywnością kinazy tyrozynowej, np. aktywne 
receptory dla czynnika wzrostu, takie jak: EGFR i PDGFR, mogą pomijać etap aktywacji 
białek JAK i bezpośrednio fosforylować białko STAT [7,48], Przy końcu karboksylowym 
białka STAT dochodzi również do fosforylacji reszty serynowej z tym, że nie występuje 
ona w przypadku białek STAT2 i STAT6 [12]. W fosforylacji serynowej białka STAT 
uczestniczą kinazy z rodziny MAP (ERKI, ERK2, P38, JNK, H7-SK) [25]. Aktywna 
fosfoseryna, która należy do domeny aktywacji transkrypcyjnej, rekrutuje kofaktory 
transkrypcji.
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typu TRF9 i StIPl

-dimeryzacja Stat
łącząca

JAK-P JAK

-dimeryzacja Stat 
-przemieszczenie 
do jądra

domena coiled coil 
-wiąże się z modulator

-rekrutacja 
receptorów

domena wiążąca 
DNA

uuyjuii 
domena 

cytoplazmatyczna

1
domena transkrypcyjnej 

i aktywacji
COOH i ÍAPK-P ERKia 

p38, .JNK, H7-SK 

MAPK 
-rekrutacja kofaktorów transkrypcji

RYCINA 1. Budowa białka STAT

ROLA STAT W ZAPALENIACH

W zapalnych chorobach jelita (colitis ulcerosa, ileitis terminalis - choroba Crohna) 
odgrywają rolę szlaki IFN-/STAT-l/T-bet, IL-12/STAT-4 i IL-6/STAT3, które mogą 
stać się celem terapii tego rodzaju schorzeń [33]. W przebiegu zapalenia dochodzi do 
aktywacji komórek odpornościowych i ich rozrostu. Efekty działania białek STAT na 
procesy proliferacji mogą być odmienne i przeciwne w różnych typach komórek 
imunokompetentnych. Udział STAT3 w procesach zapalnych jest najszerzej opisany w 
porównaniu z innymi przedstawicielami rodziny białek STAT. STAT3 pobudza rozrost 
limfocytów B w drodze aktywacji antyapoptycznego genu bcl-2, natomiast w 
monocytach odpowiada za przeciwstawne działanie w postaci obniżenia ekspresji C- 
myc i C-myb oraz rekrutacji JunB i IRF-1, co prowadzi do różnicowania monocytów 
i zahamowania podziałów tych komórek [18]. STAT3 jest także niezbędna do 
zahamowania produkcji TNFoc w odpowiedzi na LPS po zadziałaniu IL-10 [45]. 
Stwierdzono, że myszy z ekspresją niefunkcjonalnych białek STAT3 były podatne na 
wstrząs endotoksyczny i wykazywały wzmożoną produkcję prozapalnych cytokin, takich 
jak: TNF-oc, IL-1 i IFN-y [2]. Produkcja tych związków przez makrofagi wykazujące 
niedobór STAT3 zwielokrotnia się pod wpływem liposacharydów LPS. Białko STAT3 
wywiera zróżnicowany pod względem natężenia wpływ na indukcję białek ostrej fazy 
w wątrobie [4]. We wcześniejszych pracach wykazano, że STAT3 pod wpływem 
IL-6 lub przy jednoczesnej ekspozycji na 1L-6 i IL-1, wzbudza syntezę białka C- 
reaktywnego CRP [39]. IL-6, silna, prozapalna cytokina, aktywuje białko STAT3.

domena
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Receptory dla 1L-6 występują w nabłonku jelitowym w spolaryzowanym ułożeniu. 
Podstawnoboczne receptory i w mniejszym stopniu szczytowe receptory błonowe 
dla IL-6 pobudzają centralny mediator zapalenia jelitowego NF-kappaB. IL-6 wyzwala 
spolaryzowaną ekspresję ICAM-1, ważnej cząsteczki adhezyjnej z racji wzajemnych 
oddziaływań między neutrofilami i nabłonkiem w przebiegu ileitis terminalis. Indukcja 
ICAM-1 przez IL-6 wymaga aktywacji NF-kB. Śluzówkowe limfocyty T u pacjentów 
z chorobą Crohna wykazują aktywację STAT3 i produkcję białek Bcl-2 i Bcl-lx [55]. 
Przypuszcza się, że STAT3 odgrywa kluczową rolę w patogenezie zapalnych chorób 
jelit, co potwierdzają obserwacje przeprowadzone na myszach pozbawionych białka 
STAT3, u których wraz z wiekiem rozwija się przewlekłe enterocolitis [2].

W chorobie Crohna stwierdza się stałą ekspresję STAT4 i supresora białka STAT 
SOCS, przy braku obecności tych białek w komórkach zdrowych ochotników [26]. 
IL-12 (induktor STAT4) hamuje apoptozę limfocytów T w nacieku zapalnym przez 
znoszenie aktywności kaspazy typu 3, ale nie wiadomo, czy STAT4 pośredniczy w 
tym procesie [42]. Przeciwciała przeciw IL-12 poważnie ograniczyły odczyn zapalny 
w chorobie Crohna, który zależy od odpowiedzi ze strony limfocytów pomocniczych 
Thl [49]. W miejscu tym należy przypomnieć, że STAT4 odgrywa rolę w patogenezie 
chorób autoimunologicznych przez modulację odpowiedzi Th 1 komórkowych [2], 
Zahamowanie szlaku STAT4 JAK przez lowastatynę, doprowadziło do spowolnienia 
różnicowania się limfocytów TO do Th 1, co z kolei wpłynęło na obniżenie produkcji 
IFN-y i TNF-a z następczym wzrostem poziomów cytokin (IL-4, IL-5 i IL-11) 
produkowanych przez limfocyty pomocnicze Th2. Statyny (inhibitory hydroksy- 
metylo-glutarylo-koenzymu A - HMG-CoA) zahamowały rozwój stwardnienia 
rozsianego u myszy {sclerosis multiplex - SM) [35], Wobec tego pojawia się 
pytanie, czy statyny mogą mieć wpływ na ograniczanie stanu zapalnego w chorobie 
Crohna.

Białko STAT1 warunkuje odporność antywirusową i anty bakteryjną, a myszy ze 
znokautowanym genem STAT1 (STAT1 KO) ujawniają wybiórcze defekty sygnałowania 
w odpowiedzi na interferony zarówno typu I, jak i II. Przejawia się to zwiększoną 
podatnością na infekcje [2], Równowaga między pro- i przeciwzapalnym cytokinami 
pochodzenia limfocytamego reguluje także zapoczątkowanie, jak i progresję zapalnych 
chorób jelit. We wrzodziejącym zapaleniu jelita grubego i chorobie Crohna czynny 
udział biorą TNF-a, interleukina 6 i IFN-y. W monocytach i neutrofilach błony śluzowej 
okrężnicy w nadmiarze występuje NFkB oraz fosforylowane białko STAT1, którego 
poziom spada po podaniu glikokortykosteroidów [2,47]. W szczególności równowaga 
między IFN-y i IL-4 oraz TGF-P reguluje przebieg choroby Crohna. TGF-£ blokuje 
ekspresję T-bet swoistego dla limfocytów Thl czynnika transkrypcyjnego rodziny T 
box. O jego kluczowej roli w tym schorzeniu świadczy to, że wprowadzenie genu t-bet 
za pomocą retrowirusa do komórek CD62L- i CD4-dodatnich zaostrzyło proces zapalny 
w przebiegu ileitis terminalis. Natomiast u myszy z niedoborem T-bet nie można było 
eksperymentalnie wywołać choroby Crohna, u której podstaw leży aktywacja 
limfocytów Thl z nadmierną ekspresją białka T-bet. Rozwój komórek Th-1 wiąże się 
z przekazywaniem bodźców przez IFN-y poprzez STAT1 i interleukinę 12 w drodze 
aktywacji STAT4. Ekspresja białka T-bet zależy od IFN-y i aktywacji STAT1 [1, 33].

rcin.org.pl



28 W1NCEW1CZ A. 1 IN.

Mazarella i wsp. [29] wykazali, że ilość STAT1 zwiększa się w enteropatiach 
glutenozależnych. Blokada STAT1 zapobiegła wywołaniu gliadyno-zależnej ekspresji 
cząsteczek adhezyjnych ICAM-1 i B7-2, co sugeruje, że nieprzerwana aktywacja STAT 
może przyczyniać się do powstawania i rozszerzania się miejscowego stanu zapalnego 
w przebiegu glutenozależnej enteropatii [29].

Białko STAT6 ulega aktywacji w przebiegu różnych procesów zapalnych. W jelitowej 
puli limfocytów IL-4 indukuje fosforylację JAKI, JAK2, JAK 3 i TYK z następczą 
aktywacją STAT6 i zwiększeniem przepuszczalności błony podstawnej nabłonka 
jelitowego [28,33]. Zatem i ten przekaźnik sygnałowania uczestniczy w rozwoju odczynu 
zapalnego w jelicie. Brak STAT6 owocuje gwałtownym spadkiem liczby limfocytów 
Th2 produkujących IL-4 oraz w zastępstwie promuje odpowiedź ze strony limfocytów 
Thl [33]. Białko STAT2 w limfocytach B dimeryzuje z białkiem STAT6 w odpowiedzi 
na IFN-oc [17]. STAT2 pośredniczy w aktywacji białka STAT6 przez receptor dla IFN- 
oc, a uszkodzenie białka STAT2 podobnie jak STAT1 uniemożliwia odpowiedź komórek 
na interferony typu I u zwierząt [2, 17].

ROLA BIAŁEK STAT W ONKOGENEZIE

Z całej rodziny białek STAT, STAT5 i STAT3 są głównymi białkami, które biorą 
udział w nowotworowych procesach rozrostowych. Białko STAT5 aktywują (poprzez 
JAK2) IL-2, IL-3, IL-5, IL-7, GH, GM-CSF, erytropoetyna, trombopoetyna, prolaktyna. 
Głównym genem docelowym białka STAT5 jest onkostatyna M, regulator produkcji G- 
CSF i GM-CSF, której nadmiar u myszy odpowiada za choroby rozrostowe krwi. Ponadto 
STAT5 indukuje ekspresję Bcl-x, warunkując przeżycie komórek i blokadę apoptozy 
[50], W hodowlach komórek prekursorowych erytrocytów STAT5 wywołuje 
transformację nowotworową (erytroleukemię) po stymulacji przez zmutowane receptory 
dla erytropoetyny [22], W linii komórek, różnicujących się w kierunku limfocytów B, 
Ba/F3 dochodzi do stałej aktywacji STAT5 z następczą proliferacją przez ekspresję 
pim-1 [38]. Natomiast gdy IL-3 pobudza te komórki, dochodzi do hiperfosforylacji 
STAT5 i uruchamiają się procesy przeciwstawne do rozrostu, w trakcie których działa 
białko p21WAFl/CIPl i zachodzi apoptozapod działaniem białek JAB [38]. STAT5a 
warunkuje tworzenie światła pęcherzyków gruczołowych przez indukcję kotransportera 
Na-Pi Npt2b i koneksyny 32 w gruczole piersiowym [31]. Eliminacja STAT5a owocuje 
brakiem jamek w nabłonku gruczołowym, w których przejściowo gromadzi się wydzielina 
tego nabłonka przy zachowaniu drożności przewodów wyprowadzających [31]. Nie 
jest natomiast poznany udział tego białka w zapewnieniu właściwej architektoniki krypt 
jelitowych. Wobec tego interesujące wydaje się pytanie, czy zwłaszcza w przebiegu 
nisko zróżnicowanych raków jelita grubego, w których nie obserwuje się tworzenia 
struktur gruczołowych, może dochodzić do zaburzenia ekspresji STAT5a. W przebiegu 
każdego nowotworu również raka jelita grubego niezwykle istotna jest prawidłowa funkcja 
limfocytów NK, które spontanicznie zabijają złośliwe komórki. STAT5b uczestniczy w 
proliferacji, różnicowaniu oraz zawiaduje cytolityczną zdolnością komórek NK zarówno w 
wymiarze podstawowym, jak i po indukcji przez IL-2 i IL-15 [21 ].
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W trakcie badań nad udziałem STAT3 w onkogenezie zwrócono szczególną uwagę 
na jego konstytutywną aktywację w komórce podczas transformacji v-Src oraz na 
indukcję przez STAT3 genów, takich jak: bcl-2, bcl-x, mcl-1, cyclin Dl, myc, VEGF, 
które warunkują przeżycie komórek [55, 9, 43], Białko STAT3 podlega aktywacji w 
komórkach z odblokowaną ekspresją onkogenów src, eyk, ret, lek, Guo, Npm-alk, co w 
efekcie przejawia się transformacją nowotworową i powstawaniem raka piersi, głowy 
i szyi, gruczołu krokowego, tarczycy oraz czerniaka i szpiczaka [10], Te nowotwory 
zawierają stale aktywowane STAT3 i ich rozwój zależy od obecności tego białka. Gdy 
białko STAT3 bez sprawnych domen wbudowane jest w złośliwy klon komórkowy, 
spowalniają się procesy metaboliczne. Ponadto wiele przemian wewnątrzkomórkowych 
nie zachodzi wcale, a komórka nowotworowa ulega apoptozie [2]. Pomimo braku białka 
STAT3 normalne, dzielące się komórki z jego niedoborem (limfocyty T, komórki 
nabłonkowe naskórka i sutka, makrofagi, fibroblasty) zachowują swoją żywotność [3].

Neuregulina-1 (NRG-1 ) jest mitogenem, który zlokalizowano w nabłonku płucnym i 
odpowiada przypuszczalnie za autokrynnąregulację wzrostu komórek nabłonkowych i 
ich różnicowania. Wspomniany czynnik wzrostu potęguje proliferację i warunkuje 
przeżycie komórek nabłonka płucnego w drodze aktywacji JAK.3, TYK.2, STAT3 i 
STAT5 przez swój receptor o wysokim powinowactwie (heterodimer HER2/HER3), 
który należy do rodziny receptorów dla substancji EGF-podobnych [25]. Białka HER2 
i HER3 zawierają w swojej strukturze wewnątrzkomórkową domenę kinazy tyrozynowej 
(TK), która współdziała z kinazami typu Janus. Białka HER występują w rakach 
płuca. Warto podkreślić, że w płucu człowieka przekaźnictwo sygnałów, indukujących 
rozrost komórkowy, objawia się głównie tworzeniem heterodimerów HER2/HER3 [25]. 
Podobnie w raku jelita grubego wykryto stale fosforylowane kompleksy białkowe HER2/ 
HER3, które gęsto występują w błonach złośliwych komórek nowotworowych [24, 
53]. Dotychczas nie potwierdzono, czy białka z grupy neuregulin działają na procesy 
rozrostowe jelita grubego w analogiczny sposób, w jaki oddziałują na nabłonek płucny.

Procesy regeneracyjne polegają na rozroście komórek odnawianej tkanki. Dochodzi 
wówczas do zwiększenia puli dzielących się komórek danego narządu, który ulega 
odbudowie. Analizowano, czy podobne białka uczestniczą zarówno w rozroście 
nowotworowym, jak i w proliferacji związanej z odnową tkanek po ich częściowym 
zniszczeniu. Po odkryciu roli STAT3 w regeneracji wątroby [15], w doświadczalnie 
wywołanym raku wątrobowo-komórkowym stwierdzono stałą aktywację białka STAT3 
i cykliny A oraz podniesiony poziom TGFa, co sugerowałoby związek między tymi 
białkami [46]. Zauważono także, że intensywnie przeobrażane otoczenie guza 
wątrobowego zawiera więcej STAT3 niż sam nowotwór. Podanie deksametazonu 
zahamowało ekspresję białka STAT3 i w konsekwencji proliferację nowotworowych 
hepatocytów, przy czym nie wpłynęło na poziom TGFa [46], Ponadto stwierdzono, że 
po stymulacji przez HGF, STAT3 wpływa na architektonikę nabłonka przez udział w 
tubulogenezie cytoszkieletu komórkowego [8]. Spośród wszystkich warstw naskórka 
największą ekspresję białka STAT3 wykazują komórki podstawne naskórka, co może 
wskazywać na rolę STAT3 w ich rozroście lub zahamowaniu różnicowania płasko- 
nabłonkowego w komórkach bazalnych [14], STAT3 uczestniczy w oddziaływaniach 
między naskórkiem a skórą właściwą w procesach regeneracyjnych, podczas gdy 
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inaktywacja STAT3 upośledza gojenie się ran i migrację komórek nabłonka płaskiego 
[2]. Prawidłowa struktura cytoszkieletu komórki prawdopodobnie warunkuje migrację 
komórek nabłonka płaskiego do ubytków naskórka. Nie wiadomo, czy białko STAT3 
uczestniczy w podobnych procesach reperacyjnych w jelicie grubym. Nie ustalono 
również, czy aktywność STAT3 jest potrzebna do przemieszczania się komórek raka 
okrężnicy w trakcie naciekania podścieliska, naczyń, nerwów i okolicznych tkanek. W 
raku okrężnicy STAT3 i produkty jego genów docelowych włącznie z cykliną D1 i bcl- 
xl występowały częściej w guzie niż okolicznej śluzówce [27]. Nadmierna ekspresja 
STAT3 korelowała z wyższym stopniem zaawansowania klinicznego i wzrostem produkcji 
cykliny Dl w komórkach raka okrężnicy. Na tej podstawie uznano, że jednym ze 
wskaźników złośliwości może być podwyższona ekspresja STAT3 i genów docelowych 
dla jego działania w gruczolakoraku jelita grubego [27]. Złą ze względu na rokowanie 
funkcję STAT3, która polega na stymulacji rozrostu komórkowego, potwierdzają badania 
interakcji tego białka z kinazą typu Fer po zadziałaniu IFN-y na komórki HT-29. IFN-y 
odpowiadał za spadek aktywności kinazy Fer następujący po przejściowym nasileniu 
działania tego enzymu w gruczolakoraku okrężnicy. To enzymatyczne białko promuje 
rozrost linii komórkowych nowotworów złośliwych. Wzrost i spadek aktywności Fer 
współistniał z aktywacją i inaktywacją STAT3. IFN-y powodował powstawanie 
kompleksów STAT3 i Fer, których trwałość była największa przy jednoczesnym spadku 
aktywności tych białek. Wskutek wytworzenia nieaktywnego kompleku STAT3 i Fer 
dochodziło do zwolnienia cyklu komórkowego i wzrostu liczby komórek zatrzymanych w 
fazie G1 cyklu komórkowego [40].

STAT3 pośrednio przez onkostatynę M aktywuje transkrypcję VEGF [43]. Warunkuje 
powstawanie nowych naczyń krwionośnych i wspomaga wzrost guzów szyjki macicy 
po pobudzeniu przez IL-6 [56], Należałoby się spodziewać podobnego wpływu białka 
STAT3 na angiogenezę w przebiegu gruczolakoraka okrężnicy. Jednak brak jest 
opracowań dotyczących tego zagadnienia. Wyniki przedstawionych badań świadczą o 
częstej aktywacji białka STAT3 w onkogenezie nabłonkowych guzów złośliwych. 
Pytanie, czy istnieją jakieś swoiste mechanizmy towarzyszące jego funkcji transkryp- 
cyjnej w poszczególnych typach nowotworów, pozostaje nadal otwarte.

Wzrost guzów pierwotnych i przerzutów jest spowolniony w komórkach bez STAT6 
[41]. Proces ten zachodzi przede wszystkim w drodze modulacji immunologicznej. 
STAT6 działa w komórce pod wpływem IL-4 i pełni wielorakie funkcje w regulacji 
systemu odpornościowego. Trzeba jednocześnie podkreślić, że STAT 6 bierze udział w 
powstawaniu odczynów zapalnych w każdym stanie związanym z wzmożonym 
działaniem IL-4. W liniach komórkowych gruczolakoraka okrężnicy (HT-29 i WiDr) 
IL-4 pobudzała JAKI, JAK2, Tyk2, ale w przeciwieństwie do komórek odpor
nościowych nie powodowała aktywacji JAK3 [7,13]. W badaniu in vitro IL-4 hamowała 
wzrost komórek w linii komórkowej raka okrężnicy niezależnie od współistniejącego 
pobudzenia STAT6 [13]. IL-13 prowadziła do fosforylacji kinaz aktywowanych przez 
IL-4 oraz 1RS-1, z wyjątkiem kinazy JAK3. Wskutek tego dochodziło do aktywacji 
białka STAT6 w komórkach nowotworowych [34]. Warto nadmienić, że w limfocytach 
B powstają połączenia podobne do ISGF-1, które składają się z STAT6, STAT2 i p48. 
Limfocyty B oporne na działanie IFN-oc wykazują obniżenie aktywacji STAT6 [17].
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Białko STAT1 hamuje proliferację i powoduje apoptozę w liniach komórkowych 
raka jelita grubego: HT29 i WiDr po stymulacji przez IL-4 i IFN-y prawdopodobnie w 
drodze nasilenia czynności kaspaz i wzrostu aktywności inhibitora cdk -p21WAFl/ 
CIP1 [2, 13]. Gdy występują razem w komórce zmutowane białka STAT1 i p53, ryzyko 
nowotworu gwałtownie rośnie [51]. Dowiedziono, że białko STAT1 bez reszty 
tyrozynowej w pozycji 701 - STAT1 CYF nie hamowało proliferacji komórkowej oraz 
nie indukowało ekspresji IRF-1 [13], Indukcja genu IRF-1 jest niezależna od JAK3 i 
może również spowalniać wzrost komórek. Poziom ekspresji STAT1 wzrasta razem z 
produkcją p21WAF1/CIP1, co prowadzi do zahamowania proliferacji. IL-4 wywiera 
odwrotny efekt w komórkach chłoniaka Burkitta BL30 i 41, ponieważ tam wzmaga 
rozrost komórkowy przez aktywację IRS [13], Gdy wprowadzono białko STAT1 
pozbawione domeny (Y701F), STAT1-CYF do komórek HT29, IL-4 nie wywierała 
hamującego wpływu na komórki HT29 przy braku funkcjonalnych egzemplarzy białka 
STAT1 Zatem aktywność STAT1 wiąże się bezpośrednio z działaniem IL-4.

Chociaż ostatnie badania [13] wykazały, że STAT1 może wywierać efekty 
przeciwrozrostowe, to spotyka się też doniesienia sugerujące, iż białko to może brać 
udział w unieśmiertelnianiu komórek. Wykazano mianowicie, że wirus Epsteina-Barra 
poprzez ukryte białko błonowe 1 (LMP1 - latent membranę protein) wywołuje 
ekspresję STAT1, jego przyłączanie do DNA i aktywność transkrypcyjną skutkującą 
nasileniem procesów proliferacji i wydłużeniem czasu przeżycia transformowanych 
nowotworowo hepatocytów [44].

STAT3
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proliferacji
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PERSPEKTYWY TERAPII

W terapii schorzeń związanych z nadmierną aktywacją STAT rozważa się zastoso
wanie antagonistów cytokin i czynników wzrostu, które nie dopuszczają do fosforylacji 
tej grupy białek. IL-13E13K jest cząsteczką IL-13, w której zamieniono glutaminę w 
pozycji 13 na lizynę, co zahamowało aktywację STAT6 w komórkach nowotworowych 
i odpornościowych. Ponadto użycie tej przekształconej odmiany IL-13 odblokowało 
ekspresję CD 14 na ludzkich monocytach, a więc wywarło odwrotny efekt do działania 
IL-13. Ograniczenie działania IL-13 jest ważne w terapii chorób z nadmiernym udziałem 
tej cytokiny, która jest głównym produktem zróżnicowanych i aktywowanych limfocytów 
Th2. Do grupy tych schorzeń należą astma, atopowe zapalenie skóry, alergiczny nieżyt 
nosa, zakażenia niektórymi pasożytami i rak [2,10,28]. Sant-7 antagonista IL-6 blokuje 
fosforylację STAT3 w komórkach szpiczaka oraz rozwój nowotworu [19]. Przeciwciała 
neutralizujące swoiste epitopy na receptorach również blokują dokomórkowe 
sygnałowanie. Godnymi uwagi są przeciwciała C225 - anty-EGF-R skierowane 
przeciwko receptorowi nabłonkowego czynnika wzrostu oraz przeciwciała antyhercep- 
tynowe, które swoiście blokują receptor herceptynowy (HER) [5, 6]. Inhibitory kinaz 
tyrozynowych zapobiegają fosforylacji reszty tyrozynowej w białku STAT. Ich przedsta
wiciel - PD0169414-kwinazolanilina - inhibitor kinazy tyrozynowej receptora EGF 
znalazł eksperymentalne zastosowanie w liniach komór-kowych raka jajnika, 
niedrobnokomórkowym raku płuc i raku piersi [54]. Inhibitory kinazy ErbB 1 PD 153035 
lub PD 168393 blokują wzrost komórek raka piersi i zapobiegają rekrutacji STAT3 przez 
zahamowanie ich wiązania się z Erb-1 [24]. AG490-tyrofostyna - inhibitor kinazy 2 
typu Janus (JAK2) wywołuje apoptozę w ostrej białaczce limfoblastycznej (ALL) w 
drodze hamowania STAT3 [30]. Antysensowne oligonukleotydy przeciwko STAT3 
sprawdziły się jako inhibitory proliferacji w liniach komórkowych raka płaskonabłon- 
kowego głowy i szyi [16]. Niestety, ich zastosowanie ogranicza ich duża toksyczność, 
możliwość nieswoistego wiązania z innymi częściami genomu oraz szybkie ustępowanie 
efektu terapeutycznego po pojedynczej dawce [7], Podjęto się modyfikacji białek STAT 
przez różnego rodzaju mutacje i zmiany struktury ich funkcjonalnych domen. Forma 
STAT3 P bez kilku aminokwasów na końcu C-terminalnego blokuje proliferację poprzez 
zahamowanie ekspresji bcl-xl i cykliny Dl w raku jajnika [11, 20]. Bezdomenowa 
kopia STAT5b w białaczkach typu ostrej i przewlekłej białaczki szpikowej (AML i 
CML) z ekspresją onkogenowej kinazy tyrozynowej BCR-ABL upośledza proliferację, 
zmniejsza żywotność blastów BCR-ABL dodatnich oraz zwiększa wrażliwość na 
hydroksymocznik i cytarabinę [37, 50]. Metylacja STAT1 - supresora proliferacji 
komórkowej poprzez transferazę PMRT-1 po indukcji IFN-y wzmaga wiązanie tego 
białka do DNA [32]. Syntetyczne peptydy, które upośledzają funkcje domen STAT 
reprezentuje fosfotyrozylopeptyd wbudowujący się w przekaźnikową domenę SH2 białka 
STAD, co zapobiegało, transformacji nowotworowej pod wpływem v-src w fibroblastach 
NIH 3T3 (52). Funkcje białek STAT można modulować przez zastosowanie następujących 
białkowych inhibitorów szlaku JAK-STAT: PTP, PIAS, SOCS [57]. SMRT wygaszający 
mediator dla receptora kwasu retinowego i receptora hormonów tarczycy hamował 
indukcję przez IL-3 genów docelowych dla białka STAT5 [36].
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Rosnąca liczba zachorowań na raka jelita grubego skłania do poszukiwania nowych 
wykładników złośliwości tego nowotworu, jak również nowych sposobów terapii tego 
schorzenia. Coraz dokładniej poznajemy krąg wewnątrzkomórkowych białek biorących 
udział w karcynogenezie. Zmutowane białka STAT mogą zaburzać tworzenie się 
cytoszkieletu komórkowego, a przez to upośledzać gojenie się owrzodzeń w chorobach 
zapalnych jelita. Wpływają one na rozrost komórek oraz na ich różnicowanie. Ponadto 
mogą zmniejszać liczbę połączeń między transformowanymi komórkami nabłonka 
jelitowego poprzez upośledzenie produkcji białek tworzących te połączenia, takich jak 
koneksyny. Wobec tego, zmutowane białka STAT lub występujące w nadmiarze 
hiperaktywne, prawidłowe egzemplarze białek STAT pobudzane przez swoje zmutowane 
induktory prawdopodobnie mogą ułatwiać powstawanie nowotworu i warunkować 
szybki rozwój raka okrężnicy. Wyniki przedstawionych badań sugerują, iż białka STAT 
mogą współdziałać z innymi znanymi czynnikami w rozwoju gruczolakoraka jelita 
grubego. Tym niemniej dokładna charakterystyka tych interakcji jest kwestią przyszłości.
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METABOLIZM NUKLEOTYDÓW 
U ROŚLIN WYŻSZYCH

NUCLEOTIDE METABOLISM IN HIGHER PLANTS

Adriana SZMIDT-JAWORSKA, Krzysztof JAWORSKI, Jan KOPCEWICZ

Zakład Fizjologii i Biologii Molekularnej Roślin,
Instytut Biologii Ogólnej i Molekularnej, Uniwersytet Mikołaja Kopernika, Toruń

Streszczenie'. Nukleotydy są związkami o ogromnym znaczeniu dla wszystkich żywych organizmów. 
Biorą one udział w wielu przemianach biochemicznych, są monomerycznymi prekursorami kwasów 
nukleinowych, źródłem energii, a także prekursorami lub komponentami pierwotnych i wtórnych pro
duktów metabolicznych. Tak więc metabolizm nukleotydów odgrywa niezwykle istotną rolę w proce
sach wzrostu i rozwoju każdego żywego organizmu. W niniejszej pracy przedstawiono przemiany, ja
kim podlegają nukleotydy purynowe i pirymidynowe oraz znaczenie tych przemian podczas różnych 
procesów morfogenetycznych u roślin, tj. dojrzewania zarodków, kiełkowania nasion, rozwoju pędu i 
organów magazynujących oraz wzrostu kultur komórkowych. Przedstawiono także badania dotyczące 
wpływu czynników środowiska na metabolizm nukleotydów.

Słowa kluczowe', metabolizm, nukleotydy, puryny, pirymidyny, rośliny wyższe, rozwój roślin.

Summary: Nucleotides are among the most important compounds in all living organisms. They partici
pate in many biochemical processes in cells. They are precursors for nucleic acid synthesis, an energy 
source and precursors for components of primary and secondary metabolic products. Therefore, the 
metabolism of nucleotides are crucial for the growth and development of all organisms. In the present 
review we have concentrated on nucleotides’ metabolism and physiological aspects of these processes 
during different morphogenetic processes, including embryo maturation and seed germination, storage 
organ development, sprouting and growth of cultured plant cells. The effects of environmental factors 
on nucleotide metabolism are also described.

Key words: higher plants, metabolism, nucleotides, plant development, purines, pyrimidines.

Wykaz skrótów: AMP - adenylan, ATP - adenozyno-5’-trifosforan, CMP -cytydylan, dNDP - deoksy- 
rybonukleozydodifosforan, GMP - guanylan, GTP - guanozyno-5’-trifosforan, IMP - inozynian, NAD
- nukleotyd nikotynoamidoadeninowy, NADP - fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowy, NDP
- rybonukleozydodifosforan, PRA - 5-fosforybozyloamina, PRPP - 5-fosforybozylo-l-pirofosforanu, 
TMP - tymidylan, UMP - urydylan.
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WSTĘP

Nukleotydy są związkami o ogromnym znaczeniu dla wszystkich żywych 
organizmów. Najlepiej poznana jest rola nukleotydów purynowych i pirymidynowych 
jako monome-rycznych prekursorów DNA i RNA. Jednak nukleotydy purynowe 
to także wszech-obecne źródła energii (ATP, GTP), sygnały regulatorowe (cykliczny 
AMP i cykliczny GMP), a także komponenty koenzymów FAD, NAD+, NADP+, 
koenzym A, zaś S-adenozylometionina jest donorem grup metylowych. Nukleotydy 
pirymidynowe są składnikami związków, takich jak: CDP-acyloglicerol uczestni
czący w syntezie tłuszczów oraz UDP- i GDP-monosacharydy, będące prekur
sorami biosyntezy polisacharydów ścian komórkowych.

W przeciwieństwie do mikroorganizmów [48] czy zwierząt [25], stosunkowo niewiele 
badań dotyczyło metabolizmu i roli nukleotydów purynowych i pirymidynowych u 
roślin. Od kilku lat coraz częściej pojawiają się doniesienia dotyczące metabolizmu tej 
grupy związków podczas wzrostu komórek w kulturach komórkowych czy procesach 
morfogenetycznych roślin nago- i okrytonasiennych [13,68].

W niniejszej pracy omówiono badania dotyczące przemian metabolicznych, jakim 
podlegają nukleotydy w komórkach roślin wyższych oraz rolę, jaką odgrywają te 
przemiany w wybranych procesach morfogenetycznych, takich jak: dojrzewanie i 
kiełkowanie zarodków zygotycznych i somatycznych, organogeneza pędu, rozwój 
organów magazynujących. Przedstawiono także badania dotyczące wpływu czynników 
środowiskowych na metabolizm nukleotydów.

1. OBECNOŚĆ ZASAD, NUKLEOZYDÓW 
I NUKLEOTYDÓW

Obecność nukleotydów w materiale roślinnym wykazano wykorzystując wysoko- 
sprawną chromatografię cieczową [5, 78]. Stwierdzono, że w komórkach najwięcej 
jest nukleotydów adeninowych, a suma ATP, ADP i AMP jest zwykle na poziomie 
80-200 nmoli/g świeżej masy.

Stężenie nukleozydów i wolnych zasad jest zwykle na bardzo niskim poziomie. W 
komórkach barwinka różowego (Catharanthus roseus) ilość adenozyny waha się w 
granicach 2-9 nmoli/g świeżej masy, podczas gdy wolna adenina jest niewykrywalna 
[84]. Istnieją jednak wyjątki, np. w liściach zbóż zaobserwowano wysoki poziom 
zarówno adeniny, jak i adenozyny [62]. Poziom urydyny, adenozyny, guanozyny i adeniny 
w liściach jęczmienia wynosi odpowiednio 56,69,27 i 43 nmole/g świeżej masy i jest 
wyższy od poziomu ATP. Różnice w poziomie nukleozydów u różnych gatunków roślin 
mogą wynikać ze zmian w aktywności enzymów i/lub być związane z różnicami w 
procesach katabolicznych.
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2. BIOSYNTEZA NUKLEOTYDÓW DE NOVO

Nukleotydy purynowe mogą być syntetyzowane z kilku prostych prekursorów na 
szlaku syntezy de novo. Szlak biosyntezy adenylanu (AMP) i guanylanu (GMP) z 5- 
fosforybozylo-l-pirofosforanu (PRPP) został przedstawiony na rycinie 1. Enzymy 
odpowiedzialne za te przemiany wyizolowane z materiału roślinnego zostały wysz
czególnione w tabeli 1. Część z nich została dobrze scharakteryzowana, natomiast 
obecność innych została potwierdzona jedynie w homogenatach. Brak jest szczegó
łowych informacji odnośnie syntezy tej grupy nukleotydów u roślin. Istniejące dane 
pozwalają jedynie przypuszczać, że są to szlaki podobne do tych, jakie opisano u zwierząt 
i mikroorganizmów [47,48].

W przeciwieństwie do nukleotydów purynowych, których synteza de novo rozpo
czyna się od części cukrowo-fosforanowej, w syntezie nukleotydów pirymidynowych

RYCINA 1. Schemat ilustrujący przebieg kolejnych etapów biosyntezy de novo nukleotydów puryno
wych. Metabolity: PRA - 5’-fosforybozylo-l-amina; GAR - rybonukleotyd glicynoamidu; FGAR- ry- 
bonukleotyd formyloglicynoamidu; FGAM - rybonukleotyd formyloglicynoamidyny; AIR - rybonukle
otyd 5’-aminoimidazolu; CAIR-rybonukleotyd 5’-aminoimidazolo-4-karboksylowy; SAICAR-rybo
nukleotyd 5’-aminoimidazolo-4-N-bursztynylo-karboksyamidu; AICAR - rybonukleotyd 5-aminoimi- 
dazolo-4-karboksyamidu; FAICAR - rybonukleotyd 5-formamidoimidazolo-4-karboksyamidu; IMP - 
inozynian; SAMP - adenylobursztynian; AMP - adenylan; XMP - ksantylan; GMP - guanylan. Enzy
my: (1) aminofosforybozylotransferaza; (2) syntetaza GAR; (3) formylotransferaza GAR; (4) syntetaza 
FGAM; (5) syntetaza AIR; (6) karboksylaza AIR; (7) syntetaza SAICAR; (8) liaza adenylobursztynia- 
nowa; (9) formylotransferaza AICAR; (10) hydrolaza IMP; (11) syntetaza SAMP; (12) dehydrogenaza 
IMP; (13) syntetaza GMP (na podstawie [69], zmodyfikowane)
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RYCINA 2. Szlak biosyntezy de novo nukleotydów pirymidynowych. Enzymy: (1) syntetaza 
karbamoilofosforanowa; (2) karbamoilotransferaza asparaginianowa; (3) dihydroorotaza; (4) 
dehydrogenaza dihydroorotanowa; (5) fosforybozylotransferaza orotanowa; (6) dekarboksylaza orotydyno- 
5-fosforanowa; (7) kinaza UMP; (8) kinaza nukleotydodifosforanowa; (9) syntetaza CTP (na podstawie 
[69], zmodyfikowane)

jako pierwszy powstaje pierścień pirymidynowy. Podobnie jak w syntezie nukleotydów 
purynowych, donorem grupy rybozofosforanowej dla nukleotydów pirymidynowych 
jest PRPP, natomiast prekursorami pierścienia pirymidynowego sąkarbamoilofosforan 
i asparaginian.

Synteza de novo związana jest z tworzenie UMP z karbamoilofosforanu. Szlak ten 
obejmuje sześć reakcji, które zostały przedstawione na rycinie 2. Enzymy odpowiedzialne 
za te przemiany wyizolowane z materiału roślinnego zostały wyszczególnione w tabeli 1.

U ssaków i wielu innych organizmów eukariotycznych pierwsze trzy enzymy, tj. 
syntetaza karbamoilofosforanowa (ang. Carbamoylpohsphate synthetase), karba
moilotransferaza asparaginianowa (ang. Aspartate transcarbamoylase) i dihydro-orotaza 
(ang. Dihydroorotase) działająjako wielofunkcyjne białka tzw. białka CAD [17]. Jednakże 
do tej pory nie stwierdzono występowania takiego kompleksu u roślin [43].

U większości organizmów eukariotycznych opisano dwie różne syntetazy karba- 
moilofosforanowe, które dostarczają substratów dla syntezy pirymidyn i argininy. U 
roślin stwierdzono obecność jednego z tych enzymów, który prawdopodobnie dostarcza 
karbamoilofosforanu dla obu szlaków [78].
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TABELA 1. Enzymy związane z biosyntezą de novo nukleotydów purynowych i pirymidynowych 
opisane u roślin wyższych.

Enzym Numer EC Źródło Literatura

Synteza de novo nukleotydów purynowych

Amidofosforybozylotransferaza 2.4.2.14 Glycine max (brodawki) [59]

Liaza SA1CAR 43.2.2 Triticum aestivum (zarodki) [24]

Formylotransferaza AICAR 2.1.23 Pisum sativum (siewki) [27]

Syntetaza SAMP 63.4.4 Arabidopsis thaliana (siewki) 
Triticum aestivum (siewki)

[55]
[55]

Dehydrogenaza IMP 1.1.1.205 Vigna inguiculata (brodawki)
Camellia sinensis (liście) 
Catharanthus roseus (komórki)

[13]
[50]
[50]

Synteza de novo nukleotydów pirymidynowych

Syntetaza karbamoilofosforanowa 63.5.5 Phaseolus aureus 
Pisum sativum (pędy)

[53]
[52]

Karbamoilotransferaza 
aspara ginia nowa

2.13.2 Phaseolus aureus (siewki) [58]

Dihydroorotaza 13.99.11 Lycopersicon esculentum (komórki) [42]

Fosforybozylotransferaza
orotanowa

2.4.2.10 Phaseolus mungo (siewki) [85]

Dekarboksylaza 
orotydynofosforanowa

4.1.1.23 Lycopersicon esculentum 
(kultury komórkowe)

[80]

Kinaza UMP/CMP 2.7.4.14 Arabidopsis thaliana [85]

Czwarty z enzymów - dehydrogenaza dihydroorotanowa nie został dobrze poznany. 
Badania prowadzone na komórkach pomidora wskazały jedynie na obecność tego 
enzymu w mitochondriach [42],

Piąty i szósty enzym, tzn. fosforybozylotransferaza orotanowa oraz dekarboksylaza 
orotydyno-5-fosforanowa występują w komórkach zwierzęcych i roślinnych jako 
pojedyncze białko, tzw. syntaza UMP [61].

Substratami w syntezie deoksyrybonukleotydów są rybonukleozydodifosforany 
(NDP), w których grupę 2’-hydroksylową reszty cukrowej zastępuje atom wodoru, a 
ostatecznym reduktorem jest NADPH. Redukcja rybozy w NDP jest katalizowana przez 
pojedynczy enzym reduktazę rybonukleotydową, w wyniku czego powstają dNDP 
(deoksyrybonukleozydodifosforany) [78]. Z wyjątkiem dUDP pozostałe dNDP są 
fosforylowane, co prowadzi do powstania odpowiednio dCTP, dATP i dGTP, prekur
sorów w syntezie DNA. U roślin dUDP ulega przemianie do dUTP, a następnie podlega 
defosforylacji do dUMP [54],
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TABELA 2. Enzymy związane ze szlakiem rezerwowym nukleotydów purynowych 
i pirymidynowych opisane u roślin wyższych

Enzym Numer EC Źródło Literatura

Szlak rezerwowy puryn

Fosforybozylotransferaza adeniny 2.4.2.7 Helianthus tubemsus (pędy) 
Catharanthus mseus (komórki) 
Lycopersicon esculentum (korzenie, liście) 
Arabidopsis thaliana (liście)

[34]
[26]
[15]
[32]

Fosforybozyk) trans feraza 
hypoksantyny/guaniny

2.4.2.8 Helianthus tubemsus (pędy) [36]

Kinaza adenozyny 2.7.1.20 Arabidopsis thaliana [45]

Kinaza inozyny/guanozyny 2.7.1.73 Helianthus tubemsus (bulwy) [18]

Fosfotransferaza nukleotydów 2.7.1.77 Hordeum vulgare (siewki) [56]

Szlak rezerwowy pirymidyn

Fosforybozylotransferaza uracylu 2.4.2.9 Pisum sativum (epikotyle) [14]

Kinaza urydyny/cytydyny 2.7.1.48 Zea mays (nasiona) [20]

Deaminaza deoksycytydyny 3.5.4.14 Zea mays (liście) [33]

Nukleotyd tymidynowy (dTMP) jest syntetyzowany z dUMP przez syntetazę 
tymidylanową. W reakcji tej N5, N10-metylenotetrahydrofolian powstający pod wpływem 
reduktazy dihydrofolianu działa zarówno jako donor grup metylowych, jak i czynnik 
redukujący. U roślin wykryto bifunkcyjne białko, którego działanie odpowiada syntetazie 
tymidynowej oraz reduktazie dihydrofolianu [31], Konwersja dTMP do dTTP następuje 
w wyniku serii reakcji katalizowanych przez kinazę nukleozydomonofosforanu i kinazę 
nukleozydodifosforanu.

3. SZLAKI REZERWOWE

Wykorzystanie wcześniej wytworzonych zasad oraz nukleozydów do syntezy 
nukleotydów odbywa się w wyniku reakcji rezerwowej, która jest prostsza i znacznie 
mniej kosztowna niż reakcje syntezy de novo.

Zasady oraz nukleozydy purynowe pojawiają się w wyniku wewnątrzkomórkowego 
rozkładu niestabilnego RNA i nukleotydów oraz w pewnych przypadkach z egzogennych 
źródeł jako produkt katabolizmu kwasów nukleinowych i nukleotydów niszczonych 
komórek. Trzy zasady purynowe: adenina, guanina i hypoksantyna są odpowiednio 
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źródłem dla powstania AMP, GMP i IMP, a w regulacji tych szlaków biorą udział 
fosforybozylotransferaza adeninowa i fosforybozylotransferaza hypoksantynowo/ 
guaninowa (ryc. 3a). Katalizują one łączenie PRPP z odpowiednią zasadą purynową. 
Pośrednio fosforylaza adenozyny i fosforylaza inozyny/guanozyny przemieniają adeninę, 
hypoksantynę i guaninę do odpowiadających im rybonukleozydów z wykorzystaniem 
rybozo-1-fosforanu. Jednakże, aktywność tych enzymów u roślin wyższych jest bardzo 
niska [5,43, 78]. Wydaje się więc, że powstawanie rybonukleotydów w wyniku takich 
przemian nie odgrywa większej roli.

Nukleotydy purynowe są jednocześnie odzyskiwane dzięki bezpośredniej fosforylacji 
rybonukleozydów purynowych przez kinazy nukleotydów. Kinaza adenozynowa 
występuje powszechnie, a jej aktywność jest przeważnie bardzo wysoka, podczas gdy 
kinazę inozyny/guanozyny stwierdzono tylko u niewielu roślin (tab. 2). U pewnych 
roślin, inozyna i guanozyna są wykorzystywane głównie do syntezy IMP/GMP w wyniku 
działania niespecyficznej fosfotransferazy nukleotydów [5,78].

RYCINA 3. Szlaki rezerwowe nukleotydów purynowych (a) i pirymidynowych (b). Enzymy: (a) - (1) 
fosforybozylotransferaza adeniny; (2) fosforybozylotransferaza hypoksantyny/guaniny; (3) fosforylaza 
adenozyny; (4) nukleotydaza adenozyny; (5) kinaza adenozyny; (6) niespecyficzna fosfotransferaza 
nukleotydów; (7) kinaza inozyny/guanozyny; (8) fosforylaza inozyny/guanozyny; (9) nukleotydaza inozyny/ 
guanozyny; (b) - (1) fosforybozylotransferaza uracylu; (2) kinaza urydyny/cytydyny; (3) niespecyficzna 
fosfotransferaza nukleotydów; (4) deaminaza deoksycytydyny; (5) kinaza deoksycytydyny; (6) kinaza 
tymidyny; (na podstawie [69], zmodyfikowane)
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Także zasady pirymidynowe i nukleozydy powstające jako produkty degradacji 
nukleotydów i kwasów nukleinowych są ponownie wykorzystywane do tworzenia 
nukleotydów pirymidynowych [78]. W tabeli 2 zostały przedstawione enzymy biorące 
udział w odzyskiwaniu pirymidyn opisane do tej pory u roślin.

Nukleozydy pirymidynowe: urydyna, cytydyna, deoksycytydyna i tymidyna są 
odzyskiwane z odpowiadających im nukleotydów UMP, CMP, dCMP i dTMP (ryc. 3b). 
Kinaza urydyny/cytydyny, która jest obecna u wszystkich przebadanych roślin, fosforyluje 
urydynę i cytydynę. U roślin nie wykryto dotychczas szlaku rezerwowego cytozyny.

4. KATABOLIZM NUKLEOTYDÓW

Jak już wspomniano, nukleotydy ulegają w komórkach stałym przemianom. 
Nukleotydazy rozkładają nukleotydy do nukleozydów. Fosforylazy nukleozydowe 
katalizują rozszczepienie nukleozydów na wolne zasady i rybozo-1 -fosforan. Niektóre 
z zasad zostają ponownie wykorzystane do tworzenia nukleotydów przez rezerwowe 
szlaki metaboliczne.

Rośliny, podobnie jak zwierzęta, są zaopatrzone w kompleksy oksydacyjne biorące 
udział w procesach katabolicznych puryn, powodując ich degradację do kwasu moczowego 
i alantoiny oraz CO, i NH3 (ryc. 4a, tab. 3) [5]. Kluczowym związkiem w tych procesach 
jest ksantyna, tak więc wszystkie nukleotydy purynowe przed rozpoczęciem procesów 
rozszczepienia pierścienia muszą ulec przemianie do tego związku.

Procesy deaminacji, defosforylacji i rozpadu wiązań glikozydowych są podsta
wowymi reakcjami prowadzącymi do rozkładu nukleotydów. Proces deaminacji jest 
prowadzony przez deaminazę adenylanową i guanylanową. W przeciwieństwie do 
zwierząt, u których enzymy te występują w dużych ilościach, w komórkach roślinnych 
stężenie ich jest niskie [5].

Istnieje wiele enzymów biorących udział w reakcjach defosforylacji, np. fosfatazy, 
3’-nukleotydazy i 5’-nukleotydazy. W procesach katabolicznych puryn powstanie 
hypoksantyny zachodzi przez hydrolityczne usunięcie 5’-fosforanu z IMP i następnie 
rozszczepienie wiązania glikozydowego. Oksydaza ksantynowa (dehydrogenaza 
ksantyny) utlenia hypoksantynę do ksantyny, a następnie do kwasu moczowego. 
Oksydaza moczanowa (urykaza) katalizuje tworzenie alantoniny, która w wyniku 
działania alantoinazy przekształca się do alantoinianu. Okazało się, że niektóre organy 
roślinne, np. korzenie tropikalnych roślin strączkowych akumulują alantoinę i/lub 
alantoinian, ponieważ związki te odgrywają ważną rolę w magazynowaniu i transporcie 
azotu [63]. W znanych układach zwierzęcych związek ten podlega degradacji do kwasu 
glioksalowego i mocznika, a ten następnie do CO, i NHr Dla roślin zaproponowano 
jednak alternatywny szlak, w którym alantoinian jest początkowo przekształcany do 
ureidoglicyny, CO, i NHr NH3 jest bezpośrednio uwalniany, a zamiast mocznika powstaje 
glioksalan (ryc. 4a).

U roślin poznano katabolizm urydylanu i deoksytymidylanu, nie opisano jednak 
szlaku degradacji cytydylanu [81], Tak więc jest wielce prawdopodobne, że katabolizm 
CMP musi odbywać się po jego przekształceniu do urydyny (ryc. 4b).
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TABELA 3. Enzymy związane z procesami katabolicznymi nukleotydów purynowych i pirymidynowych 
opisane u roślin wyższych

Enzym Numer EC Źródło Litera
tura

Szlaki kataboliczne puryn

Deaminaza AMP 3.5.4.6 Catharanthus mseus (komórki) 
Pisum sativum (siewki)

[84]
[19]

5'-nukleotydaza 3.1.3.5 Zea mays (pędy siewek)
Lycopersicon esculent urn (korzenie, liście)

[16]
[15]

Nukleotydaza 
inozyny/guanozyny

3.2.2.2 Helianthus tuberosus (pędy) 
Lupinus luteus (nasiona)

[35]
[23]

Nukleotydaza adeonzyny 3.2.2.7 Lupinus luteus (nasiona) [1]

Deaminaza guanozyny 3.5.4.15 Camellia sinensis (liście) [46]

Deaminaza guaniny 3.5.4.3 Camellia sinensis (liście) [46]

Dehydrogenaza ksantyny 1.1.1.204 Glycine max (brodawki) [76]

Urykaza 1.7.3.3 Phaseolus vulgaris (brodawki) [60]

Szlaki kataboliczne pirymidyn

Nukleotydaza cytydyny 3.2.2.3 Phaseolus radiatus (siewki) [2]

Deaminaza cytydyny 3.5.4.5 Arabidopsis thaliana (siewki) [77]

ß-ureidoprop ionaza 3.5.1.6 Zea mays (siewki) [79]

UMP i dTMP ulegają przemianom w wyniku zachodzenia trzech takich samych, 
kolejno następujących po sobie reakcji. Produktami końcowymi tego procesu są 
P-alanina lub P-aminoizomaślan. W obu przypadkach produktami ubocznymi są 
CO2 i NHy Jednak do tej pory u roślin wyższych opisano jedynie trzy enzymy 
związane z tymi przemianami (tab. 3).

5. SELEKCJA GENÓW ZWIĄZANYCH Z METABOLIZMEM 
NUKLEOTYDÓW

Niewiele wiadomo o molekularnych mechanizmach biosyntezy nukleotydów 
purynowych i pirymidynowych. W ostatnich latach wykorzystując techniki molekularne 
i genetyczne wyselekcjonowano geny kodujące enzymy związane z biosyntezą 
nukleotydów [30,43,44, 83],
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PRPP jest podstawowym prekursorem syntezy de novo, jak również syntezy 
rezerwowej nukleotydów purynowych, jak i pirymidynowych. Obecność genu kodującego 
syntetazę PRPP stwierdzono we wszystkie przebadanych roślinach. Krath i Hove-Jensen 
[30] wyizolowali 4 odcinki cDNA kodujące tę syntetazę z tkanek szpinaku, jak również 
stwierdzili, że dwa spośród czterech odcinków reprezentują nową klasę syntetaz PRPP.

U zwierząt aminofosforybozylotransferaza (ATPaza) jest ważnym enzymem biorącym 
udział w początkowych etapach biosyntezy de novo nukleotydów purynowych. Dwie 
sekwencje ATPazy, oznaczone jako AtATazal i 2 uzyskano z genomu rzodkiewnika 
{Arabidopsis thaliana). Ekspresja AtATazy 1 zachodzi przede wszystkim w młodych pąkach 
kwiatowych, podczas gdy zawartość AtATazy2 jest największa w kwiatach i korzeniach [30],

Istnieją także dane dotyczące innych genów kodujących enzymy związane z syntezą 
nukleotydów purynowych. Senecoff i Meagher [65] opisali gen kodujący syntetazę 
rybonukleotydu 5-aminoimidazolu (AIR). Gen ten charakteryzuje się wysoką homologią 
do wielu innych znanych genów syntetazy AIR z bakterii. Ci sami autorzy [64] opisali 
kilka genów z rzodkiewnika kodujących syntetazę rybonukleotydu 5-aminoimidazolo- 
4-N-bursztynylo-karboksyamidu (SAICAR). Jeden z tych genów, oznaczony jako PUR7, 
ulega ekspresji w liściach i łodygach.

W genomie rzodkiewnika istnieje 5 sekwencji kodujących enzymy podobne do 
fosforybozylotransferazy adeniny, oznaczone jako APT1-5 [43]. U roślin trans- 
genicznych, zawierających konstrukt GUS pod promotorem aptl, zaobserwowano 
szczególnie wysoką aktywność APT1 podczas przyrostu wtórnego pędu i korzenia [43]. 
Podobne wyniki uzyskano u topoli [74].

Spośród enzymów biorących udział w syntezie de novo pirymidyn scharakteryzowano 
gen kodujący syntetazę karbamoilofosforanową, która u rzodkiewnika składa się z dwu 
podjednostek kodowanych przez odrębne geny [82]. Analiza aminokwasowa tych 
podjednostek wykazała obecność tzw. sekwencji skierowującej do chloroplastów, co jest 
zgodne z dowodami biochemicznymi o występowaniu tego enzymu w chloroplastach [48].

U grochu znaleziono odcinki kodujące dwie różne izoformy karbamoilotransferazy 
asparaginianowej [83]. Odcinki te także kodująpeptyd posiadający sekwencje kierujące do 
chloroplastów. Konwersja orotanu do UMP jest prowadzona przez pojedynczy polipeptyd 
nazwany syntazą UMP, która ma aktywność fosforybozylotransferazy orotanowej i 
dekarboksylazy orotydyno-5-fosforanowej. Kilka sekwencji cDNA kodujących ten enzym 
zostało wyizolowanych z tytoniu {Nicotiana tabacum) i ryżu {Chyża sativa) [43].

W przeciwieństwie do procesu syntezy jak do tej pory nie ma bliższych informacji 
dotyczących degradacji puryn i pirymidyn.

6. METABOLIZM NUKLEOTYDÓW 
A PROCESY FIZJOLOGICZNE

6.1. Dojrzewanie zarodków

Badania dotyczące metabolizmu nukleotydów podczas embriogenezy prowadzone były 
głównie na zarodkach somatycznych, ponieważ ich zygotyczne odpowiedniki osadzone 
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w tkance macierzystej są trudne do wyizolowania. W badaniach jako rośliny modelowe 
wykorzystywano świerk biały {Picea glauca) oraz marchew siewną (Daucus carota).

Zaobserwowano, że enzymy zarówno szlaku rezerwowego, jak i te związane z 
procesami degradacji są aktywne podczas rozwoju zarodków somatycznych świerka 
[10,11]. Wydaje sięjednocześnie, że zmiany aktywności enzymów szlaku rezerwowego 
mogą być metabolicznym włącznikiem niezbędnym do zakończenia podziału komórek 
i zapoczątkowania rozwoju zarodka.

Podczas intensywnych podziałów komórkowych zaobserwowano wysoką aktywność 
fosforybozylotransferazy adeniny (APRT) i kinazy adenylanowej (AK), co świadczyć 
może o wykorzystywaniu adeniny i adenozyny do syntezy nukleotydów i kwasów 
nukleinowych. W przeciwieństwie do fazy początkowej, w fazie popodziałowej następuje 
spadek ilości odzyskiwanych nukleozydów [11], Wydaje się również, że zmiany w 
metabolizmie puryn są istotne podczas procesu odwadniania, któremu podlega większość 
nasion. Zaobserwowano, że wzrasta wtedy aktywność APRT, spada natomiast ilość 
adeniny i adenozyny włączanych do szlaku [71].

Badania prowadzone na dojrzewających somatycznych zarodkach świerka, a 
dotyczące metabolizmu pirymidyn wykazały, że synteza de novo zachodzi bardzo 
intensywnie w procesach embriogenezy, kiedy to ponad 80% dostarczonego kwasu 
orotanowego jest wykorzystywane do syntezy nukleotydów i kwasów nukleinowych na 
różnych etapach rozwoju zarodka [7].

W zarodkach zygotycznych świerka izolowanych z suchych nasion zaobserwowano 
spadek ilości uracylu spowodowany głównie niską aktywnością fosforybozylotransferazy 
uracylu (UPRT) oraz bardzo wysoką aktywnością [3-ureidopropionazy [7]. Ponieważ 
aktywności tych enzymów nie towarzyszy ubytek odpowiednich prekursorów, istnieje 
sugestia, że inne dokładnie kontrolowane mechanizmy, np. zmiany w poziomie 
substratów i/lub efektorów, mogą brać udział w kontroli mechanizmu przemian 
pirymidyn podczas rozwoju zarodka.

Szlak syntezy pirymidyn de novo, określony na podstawie wykorzystywania orotanu do 
syntezy nukleotydów i kwasów nukleinowych, jest aktywny zarówno w zarodkach 
somatycznych [71], jak i zygotycznych [70] świerka, jednak nie funkcjonuje w nasionach 
fasoli mungo {Phaseolus mungo) [6]. Początkowo zakładano, że u fasoli sytuacja ta jest 
związana z niską zawartością PRPP, jednakże późniejsze badania wykazały, że ilość PRPP 
nie jest czynnikiem ograniczającym, ponieważ aktywność syntetazy PRPP podwaja się podczas 
wzrostu gęstości protoplazmy i spadku ilości wody w somatycznych zarodkach świerka [71].

6.2. Kiełkowanie nasion

Do tej pory ukazało się niewiele prac dotyczących metabolizmu puryn i pirymidyn 
oraz syntezy kwasów nukleinowych podczas kiełkowania nasion. Dane wskazują, że 
dostępność nukleotydów podczas początkowych faz pęcznienia odgrywa istotną rolę w 
procesie kiełkowania.

Procesy metaboliczne dotyczące puryn w powyższym procesie można podzielić na 
3 oddzielne fazy: fazę niemetaboliczna, fazę rezerwowa, fazę tworzenia ureidów [4],
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W początkowych etapach kiełkowania pobieranie prekursorów puryn, jak również 
ich włączanie do różnych frakcji komórkowych są na niskim poziomie [72]. W liścieniach 
fasoli mungo ponad 5% adeniny i adenozyny oraz 30% guanozyny i hypoksantyny 
dostarczanej do tkanek nie ulega przemianom [4], Podobny efekt zaobserwowano w 
przypadku kiełkujących zarodków świerka [72], Takie zjawisko może wynikać z niepełnej 
hydratacji tkanki w pierwszych godzinach pęcznienia.

W miarę zaawansowania procesu kiełkowania uruchomione zostają szlaki 
rezerwowe. W przypadku odzyskiwania adenozyny opisano jednoetapową reakcję 
kierowaną przez kinazę adenozyny (AK) oraz reakcję dwuetapową katalizowaną przez 
nukleotydazę adenozyny (ARN) i aminofosforybozylotransferazę (APRT). Oba szlaki 
są uruchamiane podczas kiełkowania, lecz ich aktywacja zachodzi w różnych etapach. 
Istnieją sugestie, że w początkowych fazach kiełkowania odzyskiwanie adenozyny jest 
prowadzone głównie przez AK. Aktywność tego enzymu oznaczono w ekstraktach z 
liścieni łubinu (Lupinus albus) i fasoli [21,51], jak również w kiełkujących zarodkach 
somatycznych świerka [72]. W przypadku kiełkujących zarodków pszenicy aktywność 
AK pozostaje na stałym poziomie [57]. Reakcja kierowana przez ARN i APRT jest 
uruchamiana dopiero w końcowych etapach kiełkowania, gdyż nie wykryto aktywności 
tych enzymów ani w suchych, ani pęczniejących nasionach łubinu [21]. U świerka 
aktywność ARN i APRT była wykrywalna dopiero w czwartym dniu pęcznienia [72], 
podczas gdy w liścieniach kiełkujących nasion łubinu aktywność ARN pojawiła się 
drugiego dnia, osiągając najwyższy poziom około czwartego dnia [22],

Podczas kiełkowania zaobserwowano także intensywne odzyskiwanie guaniny i 
guanozyny, które zachodzi dzięki aktywności fosforybozylotransferazy guaninowej 
(GPRT) występującej zarówno w liścieniach, jak i stożkach wzrostu fasoli [4].

Trzeci etap w metabolizmie puryn, następujący po fazie odzyskiwania związany 
jest z tworzeniem ureidów, które stanowią ważne źródło azotu we wczesnych etapach 
kiełkowania, szczególnie u roślin strączkowych. W siewkach fasoli 60% radioaktywnej 
hypoksantyny jest włączane do frakcji ureidów po kilku dniach [8]. Silna degradacja 
tego związku jest prawdopodobnie spowodowana niską aktywnością fosforybozylo
transferazy hypoksantyny (HPRT) w porównaniu z innymi enzymami szlaku 
rezerwowego [51], co stwierdzono podczas kiełkowania ziarniaków pszenicy (Triticum 
vulgare) [57] i nasion łubinu [21],

Ustalono także, że zmiany w metabolizmie pirymidyn są ściśle związane z etapem 
kiełkowania zarodka. Wyróżniono dwa odrębne etapy w metabolizmie pirymidyn: syntezę 
na szlaku rezerwowym zachodzącą w początkowych etapach kiełkowania oraz syntezę de 
novo w późniejszych etapach kiełkowania. W liścieniach fasoli mungo wykorzystanie uracylu 
i urydyny do syntezy RNA i nukleotydów zwiększa się znacząco podczas pierwszych 24 
godzin kiełkowania, a obniża w późniejszych etapach [6]. Podobna sytuacja ma miejsce w 
kiełkujących somatycznych i zygotycznych zarodkach świerka [73]. W procesach tych 
odzyskiwanie urydyny jest katalizowane głównie przez kinazę urydyny (UK) jak również, 
w mniejszym stopniu, przez niespecyficzną fosfotransferazę, której aktywność stwierdzono 
także w ziarniakach kukurydzy (Zea mays) i pszenicy [73],
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W miarę postępującego procesu kiełkowania udział szlaku rezerwowego w tworzeniu 
ogólnej puli nukleotydów obniża się. Mechanizm tego zjawiska nie został w pełni 
wyjaśniony, chociaż wiadomo, że jako końcowy etap zachodzi konwersja UMP do 
UDP. Zmiana tempa konwersji zasad pirymidynowych i nukleozydów do nukleotydów 
może wynikać ze zmiany aktywność enzymów związanych ze szlakiem rezerwowym. 
W kiełkujących somatycznych i zygotycznych zarodkach świerka obniżenie ilości 
urydyny wynika z postępującego zmniejszania się aktywności UK [70],

Spadkowi aktywności enzymów na szlaku rezerwowym w miarę zaawansowania 
procesu kiełkowania towarzyszy wzrost aktywności enzymów na szlaku syntezy de novo. 
Wykorzystanie orotanu do syntezy nukleotydów i kwasów nukleinowych stwierdzono w 
nasionach grochu (Pisum sativum) i kiełkujących nasionach fasoli, w kiełkujących 
zarodkach somatycznych świerka, jak również w kiełkujących łagiewkach pyłkowych u 
sosny (Pinus silvestris) [69]. Pojawienie się szlaku syntezy de novo wydaje się mieć na 
celu zabezpieczenie ilości nukleotydów wystarczającej do syntezy kwasów nukleinowych.

Uruchomienie mechanizmu syntezy de novo jest spowodowane zwiększeniem 
aktywności wielu enzymów włączanych w ten szlak. Zaobserwowano, iż aktywność 
fosforybozylotransferazy orotanowej (OPRT) niska na początku kiełkowania, wzrasta 
w miarę pęcznienia nasion [73]. Poza OPRT opisano także wzrost aktywności innych 
enzymów biorących udział w tworzeniu pierścieni pirymidynowych, takich jak: syntetaza 
karbamoiłofosforanowa i karbamoilotransferaza asparaginianowa [39],

6.3. Rozwój pędu i organów magazynujących

Badania dotyczące metabolizmu nukleotydów oraz aktywności enzymów w organach 
magazynujących były prowadzone na bulwach słonecznika bulwiastego (Helianthus 
tuberosus) oraz ziemniaka (Solanum tuberosum). Wyizolowano i scharakteryzowano 
kluczowe enzymy metabolizmu nukleotydów purynowych: deaminazę AMP [38] i kinazę 
guanylanową [37], W aktywnie rosnących bulwach ziemniaka synteza nukleotydów 
purynowych i pirymidynowych jest utrzymywana na wysokim poziomie. Podobna 
sytuacja ma miejsce w szlaku rezerwowym. Wydaje się, że tak wysoka aktywność 
enzymów szlaku rezerwowego w tworzących się bulwach jest spowodowana 
gwałtownymi przemianami nukleotydów i przyczynia się do dostarczania energii, jak 
również elementów budulcowych niezbędnych do podziałów komórkowych, czy syntezy 
skrobi. Chociaż nie istnieją na to bezpośrednie dowody jednak prawdopodobne jest, że 
niektóre nukleotydy wytwarzane w liściach mogą być transportowane do rosnących 
bulw. Jeżeli faktycznie taki proces ma miejsce, to występowanie i aktywność szlaku 
rezerwowego jest wydajnym mechanizmem tworzenia potrzebnych nukleotydów bez 
zbędnych nakładów energetycznych.

Po rozpoczęciu kiełkowania materiały zapasowe bulw zostają wykorzystane do 
wzrostu pędu i korzenia. Dotychczas nie opisano szczegółowych zmian w poziomie 
nukleozydów podczas kiełkowania bulw u ziemniaka, stwierdzono jedynie, że [2- 14C] 
urydyna, [2-l4C] cytydyna i [2-14C] uracyl wstrzyknięte do bulw są transportowane do 
pędu i w ciągu trzech dni wykorzystywane do tworzenia kwasów nukleinowych.
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6.4. Hodowle komórkowe

Kultury komórkowe zawiesinowe stanowią wartościowy materiał do badania wzrostu 
i różnicowania się komórek roślinnych. Są one także z powodzeniem wykorzystywane 
do badania zmian w poziomie nukleotydów podczas wzrostu kultury komórkowej [67, 
78]. Namnażanie komórek w zawiesinie zachodzi szybko w porównaniu ze wzrostem 
kalusa i można w nim wyróżnić kilka faz:
(a) faza początkowa (faza lag), która trwa od przeniesienia komórek do świeżej po

żywki do rozpoczęcia podziałów komórkowych,
(b) faza wzrostu wykładniczego (eksponencjalna), w której wzrost liczby komórek jest 

bardzo szybki,
(c) faza wzrostu liniowego, w której tempo wzrostu jest stałe, a przyrost liczby komó

rek liniowy,
(d) faza stacjonarna (głodowa), w której komórki przestająsię dzielić i rozpoczyna się 

okres starzenia kultury.
W każdej z tych faz zachodzą ściśle sprecyzowane procesy metaboliczne i 

morfologiczne [78].
Badania biochemiczne prowadzone na kulturach komórkowych różnych gatunków 

roślin wykazały, że zmiany stężenia nukleotydów w poszczególnych fazach mogą być 
sygnałem do przejścia komórek do kolejnej fazy [78]. Następujący po przeniesieniu 
„głodujących” komórek do świeżej pożywki, wyraźny wzrost poziomu nukleotydów 
był zaobserwowany u wielu badanych roślin, m.in. u barwinka różowego (Catharanthus 
roseus) [66] czy bielunia surmikwiatu (Datura innoxia) [40]. Wzrost ilości nukleotydów 
w fazie początkowej wydaje się być warunkiem rozpoczęcia fazy wykładniczej, kiedy 
zachodzi bardzo intensywny wzrost ilości DNA i RNA, a zapotrzebowanie na nukleotydy 
jest znacznie większe.

Ustalono, że ładunek energetyczny ([ATP]+1/2[ADP])/([ATP]+[ADP]+[AMP]), 
podobnie jak aktywność oddechowa zwykle zwiększają się w pierwszych godzinach 
fazy początkowej; później następuje spadek aż do ustalenia się równowagi podczas 
fazy wzrostu liniowego i fazy stacjonarnej [40, 67]. Podczas samych podziałów 
komórkowych, poziom nukleotydów obniża się, podobnie jak ładunek energetyczny, co 
może być spowodowane wykorzystaniem ATP. W kulturach komórkowych tytoniu i 
soi (Glycine max) nie zaobserwowano jednak znaczącego spadku ilości ATP. W końcowej 
fazie wzrostu liniowego i fazie stacjonarnej zawartość nukleotydów osiąga niski, lecz 
stały poziom. Wydaje się więc, że w tych etapach nie zachodzi synteza, a jedynie 
degradacja nukleotydów do nukleozydów.

Podczas wzrostu kultury komórkowej pojawiają się różnice jakościowe w ogólnej 
puli nukleotydów. Porównanie nukleotydów w komórkach uzyskanych z różnych 
gatunków, np. bielunia [40] czy tytoniu [41], pozwala zaobserwować pewną prawidło
wość. Najmniej liczną frakcję stanowi pula cytozyny (mniej niż 3%), a największą 
uracylu (więcej niż 50%) z kompleksem UDP-glukoza jako główną frakcją [78]. Wysoka 
ilość UDP-glukozy, a także dodatkowe zwiększanie sięjego ilości w fazie wykładniczej, 
może mieć istotne znaczenie podczas tworzenia ściany komórkowej. Kolejne badania 
wykazały stały stosunek ilości uracylu względem adeniny. Taka zależność wskazuje na 
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istnienie mechanizmu regulacyjnego, który kontroluje endogenny poziom nukleotydów 
purynowych i pirymidynowych.

Jak wspomniano, najwyższe nasilenie syntezy nukleotydów występuje w fazie 
początkowej. Pomiar poziomu nukleotydów w komórkach bielunia, co 6 godzin po 
inokulacji do nowej pożywki, pozwolił stwierdzić, że synteza nukleotydów zachodzi w 
dwóch etapach. Pierwszy z nich związany jest z odzyskiwaniem nukleotydów podczas 
fazy początkowej, natomiast w fazie wykładniczej zachodzi właściwa synteza polegająca 
na aktywacji enzymów szlaków biosyntezy de novo [40].

Opóźnienie w pojawieniu się syntezy de novo może być związane z początkowym 
brakiem aktywności enzymów biorących udział w syntezie puryn i pirymidyn. Aktywność 
syntetazy PRPP, syntetazy karbamoilofosforanowej i fosforybozylotransferazy orota- 
nowej (OPRT) jest największa podczas fazy podziałów komórkowych barwinka [28]. 
Podobny efekt zaobserwowano w przypadku aktywności enzymów syntezy puryn, np. 
syntetazy rybonukleotydu glicynoamidu w komórkach marchwi [9].

7. METABOLIZM NUKLEOTYDÓW 
A CZYNNIKI ŚRODOWISKOWE

U wielu gatunków roślin, np. kukurydzy, papryki (Capsicum annuum), krokosza 
(Carthamus tinctorius) czy mangrowców, np. Sonneratia alba [3,49], następują zmiany 
w syntezie i wykorzystaniu nukleotydów, szczególnie ATP, w odpowiedzi na wysokie 
stężenie soli w środowisku. Wydaje się, że warunki stresowe powodują obniżenie ogólnej 
puli nukleotydów oraz wzrost ładunku energetycznego. U Sonneratia ładunek ten wynosił 
0,82 przy stężeniu NaCl 100 mmol/L, podczas gdy u roślin kontrolnych 0,72 [3]. Wyniki 
te wskazują na obecność aktywnej kinazy adeninowej, która jest odpowiedzialna za 
zwiększanie wewnątrzkomórkowego stężenia ATP. Wysoki poziom ATP może być 
potrzebny do usuwania NaCl z cytozolu na zewnątrz komórki i/lub do wakuoli.

Jednocześnie wykazano, że w kulturach komórkowych Sonneratia traktowanych 
NaCl niski poziom degradacji puryn pozwala na akumulację zasad i nukleozydów oraz 
wykorzystanie ich do syntezy nukleotydów. Taka strategia może być wydajnym 
mechanizmem adaptacji do stresu solnego [3],

Utrzymanie równowagi jonowej i osmotycznej w całej komórce wymaga sprawnej 
wymiany substancji między wakuoląa cytoplazmą. Uczestniczą w niej osmoprotektanty. 
Są to różne łatwo rozpuszczalne związki, tj. cukry i ich pochodne czy substancje 
zawierające azot (prolina oraz betaina). W przeciwieństwie do roślin mangrowych, u 
których poziom sorbitolu czy mannitolu jest wysoki, Avicennia maina gromadząca 
betainę glicyny wykazuje inny sposób metabolizmu adenozyny. Szlak biosyntezy betainy 
glicyny z fosfoetanoloaminy obejmuje trzy etapy metylacji, a SAM (S-adenozylo-L- 
metionina) jest wykorzystywana jako donor grup metylowych. W procesie tym SAM 
ulega przemianom do SAH (S-adenozylo-L-homocysteiny), która następnie jest 
hydrolizowana do L-homocysteiny i adenozyny. Hydrolaza SAH katalizuje zarówno 
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syntezę, jak i hydrolizę SAH. Ponieważ SAH jest potencjalnym inhibitorem reakcji, 
usunięcie go jest istotnym etapem w biosyntezie betainy glicyny. Prawdopodobnie z 
tego powodu, bardzo aktywna nukleotydaza adenozyny jest obecna w komórkach 
Avicennia marina, a 16-50% egzogennie dostarczonej [8-14C] adenozyny jest 
odzyskiwane jako adenina. Odzyskiwanie adenozyny jest bardzo efektywne u drzew 
mangrowych, co może być wydajnym sposobem pozyskiwania ATP. Ponadto wysoka 
aktywność nukleotydaz adenozyny może być związana u roślin mangrowych, 
produkujących betainę glicyny, z ciągłym dostarczaniem grup metylowych niezbędnych 
do biosyntezy osmotyków cytoplazmatycznych [12].

Istnieją także dane wskazujące, że aktywacja kinazy adenozyny i nukleotydazy 
adenozyny następuje w odpowiedzi na stres solny [75]. Zaobserwowano, że u szpinaku 
(Spinacia oleracea) i buraka cukrowego (Beta vulgaris), poddanych stresowi solnemu, 
akumulacja transkryptu, podobnie jak aktywność kinazy adenozyny, znacznie wzrastają. 
Ten wzrost był połączony z syntezą betainy glicyny w odpowiedzi na wysokie stężenie 
soli. Wydaje się zatem, że usunięcie adenozyny jest niezbędne do podtrzymania zależnej 
od SAM aktywności metylotransferazy, a kinaza adenozyny i/lub nukleotydaza 
adenozyny odgrywają w tym istotną rolę [43, 75],

Poprzez analogię do reakcji wywoływanych przez stres solny jest wielce prawdo
podobne, że w warunkach deficytu wodnego także następują zmiany w zawartości 
nukleotydów i aktywności enzymów.

Różnice w regulacji biosyntezy pirymidyn wywołane stresem wodnym stwierdzono 
jedynie w siewkach manneczki łękowatej (Eleusine coracana). Zahamowanie aktywności 
enzymu karbamoilotransferazy asparaginianowej przez UMP u roślin kontrolnych 
ustępowało w siewkach poddanych stresowi wodnemu [29]. Jednakże fizjologiczne 
znaczenie tej zmiany nie jest znane.

PODSUMOWANIE

Nie ulega wątpliwości, że nukleotydy odgrywają doniosłą rolę w metabolizmie 
wszystkich komórek. Ostatnie lata przyniosły znaczący postęp w badaniach nad 
metabolizmem nukleotydów w komórkach roślinnych. Wydaje się, że układy generujące 
przemiany nukleotydów u roślin są podobne do tych, jakie scharakteryzowano w 
układach zwierzęcych i u mikroorganizmów. Pojawiające się różnice są związane jedynie 
z syntezą nukleotydów na szlakach rezerwowych.

Pomimo nasilenia tych badań, wciąż wiele elementów szlaków metabolicznych pozostaje 
nieznanych - szczególnie dotyczy to enzymów biorących udział w głównych przemianach. 
Posiadana przez nas wiedza pozwala jednak zauważyć, iż prawidłowe funkcjonowanie 
komórki roślinnej wymaga ciągłej przemiany nukleotydów, a układy generujące przemiany 
nukleotydów są aktywowane na poszczególnych etapach wzrostu i rozwoju.
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NERWIAK ZARODKOWY (NEUROBLASTOMA) - 
ZNACZENIE WYNIKÓW BADAŃ CYTOGENETYCZNYCH 
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LECZENIA I ROKOWANIA*

*Praca finansowana w ramach projektu KBN nr 6 P05E 09121 oraz częściowo ze środków
Fundacji Bankowej im. L. Kronenberga.**Słuchaczka Studium Medycyny Molekularnej przy 
Akademii Medycznej w Warszawie.

NEUROBLASTOMA - THE SIGNIFICANCE OF CYTOGENETIC
AND MOLECULAR FACTORS IN THE ASSESSMENT

OF THE STRATEGY OF TREATMENT AND PROGNOSIS

Beata Stefania LIPSKA“, Janusz LIMON

Katedra i Zakład Biologii i Genetyki, Akademia Medyczna w Gdańsku

Streszczenie: Praca przedstawia najnowsze poglądy z zakresu biologii nerwiaka zarodkowego (neurobla
stoma) szczególną uwagę poświęcając możliwościom wykorzystania czynników molekularnych i cyto- 
genetycznych w ustalaniu strategii leczenia i rokowania pacjentów chorych na ten nowotwór. Ponadto 
zaprezentowany został genetyczny model onkogenezy tego nowotworu oraz jego zastosowanie w pro
cesie stratyfikacji pacjentów do grup ryzyka nawrotu choroby.

Słowa kluczowe: nerwiak zarodkowy, czynniki rokownicze, aberracje chromosomowe, amplifikacja MYCN, 
apoptoza, geny oporności wielolekowej, telomeraza, receptory dla neurotrofin, geny supresorowe.

Summary: This review discusses recent advances in the understanding of the biology of neuroblastoma, 
particular attention is paid to the emerging molecular and cytogenetic factors used to determine the 
strategy of treatment and prognosis in patients with this tumour. In addition, the genetic model of 
neuroblastoma development and its application in the process of stratification of patients into risk groups 
is presented.

Key words: neuroblastoma, prognostic factors, chromosomal aberrations, MYCN amplification, apopto
sis, multidrug resistance genes, telomerase, neurotrophin receptors, tumour suppressor genes.
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WSTĘP

Nerwiak zarodkowy (neuroblastoma) jest najczęstszym dziecięcym guzem litym 
zlokalizowanym poza ośrodkowym układem nerwowym, stanowiącym około 50% 
wszystkich nowotworów rozpoznawanych w wieku niemowlęcym. Nowotwór ten 
wyróżnia się nadzwyczaj szerokim spektrum przebiegu klinicznego, od samoistnej regresji 
zmian poprzez spontaniczne lub indukowane dojrzewanie w kierunku zwojakonerwiaka 
(ganglioneuroma), aż do dramatycznej progresji choroby pomimo zastosowanego 
agresywnego leczenia. Niemowlęta, nawet w przypadku zaawansowanej choroby, mają 
bardzo dobre rokowanie, natomiast u dzieci starszych mimo intensywnych i złożonych 
protokołów leczniczych wciąż z trudnością udaje się zatrzymać progresję choroby [1].

Najnowsze doniesienia z zakresu genetyki i biologii nerwiaka zarodkowego są pomocne 
w znajdowaniu nowych czynników prognostycznych, które, wprowadzone do codziennej 
praktyki klinicznej, ułatwiłyby stratyfikację pacjentów na grupy niskiego, średniego lub 
wysokiego ryzyka oraz zoptymalizowały dobór strategii leczenia. Przy ustalaniu rokowania, 
oprócz danych klinicznych i histopatologicznych, uwzględnia się obecnie profil genetyczny 
guza obejmujący stopień ploidii komórek guza, obecność amplifikacji onkogenu MYCN 
oraz występowanie charakterystycznych aberracji chromosomowych. Wydaje się, że w 
najbliższej przyszłości do panelu badań prognostycznych zostanie również włączona ocena 
parametrów molekularnych, np. ocena stopnia ekspresji genów kodujących białka z rodziny 
receptorów dla neurotrofin, pomiar aktywności telomerazy czy też ekspresji genów 
oporności wielolekowej MDR1 i MRP.

Do najważniejszych klasycznych czynników rokowniczych zalicza się klasyfikację 
histologiczną International Neuroblastoma Pathology’ Classification (INPC) z 1999 
roku [47]. Klasyfikacja INPC określa budowę histologiczną guza jako korzystną lub 
niekorzystną w zależności od stopnia zróżnicowania komórek oraz obecności komórek 
podścieliska zgodnie z historyczną klasyfikacją Shimada (w 1984 Shimada jako pierwszy 
uznał liczebność komórek podścieliska (komórek Schwanna) za główny parametr 
odzwierciedlający stopień zróżnicowania guza). Dodatkowo INPC zaleca ocenę stopnia 
atypii jąder komórkowych (MKI: mitosis-karyorrhexis index), indeksu mitotycznego 
oraz obecności ognisk wapnienia będących histologicznymi czynnikami rokowniczymi. 
Ważnym uzupełnieniem histopatologicznej oceny agresywności nowotworu są badania 
określające profil genetyczny guza, a ich wspólna analiza może okazać się nadzwyczaj 
użytecznym narzędziem przy podejmowaniu decyzji o wyborze leczenia. W niniejszej 
pracy scharakteryzowane zostaną czynniki genetyczne i markery molekularne wykazu
jące już udokumentowane, jak i potencjalne znaczenie w ustalaniu rokowania pacjentów 
z rozpoznaniem nerwiaka zarodkowego. Ponadto przedstawiony zostanie genetyczny 
model tego nowotworu, który poprzez ukazanie wzajemnych powiązań pomiędzy różnymi 
elementami profilu genetycznego podejmuje próbę wyjaśnienia procesu onkogenezy 
tego nowotworu.

W odróżnieniu od nowotworów pochodzenia nabłonkowego, zwłaszcza gruczolako- 
raków jelita grubego, dla których zaproponowano szczegółowy, wieloetapowy model 
onkogenezy [11 ], w przypadku nerwiaka zarodkowego pomimo szczegółowej charakte-
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rystyki genetycznej, uwzględnianej w procesie terapeutycznym i rokowniczym, 
patogeneza procesu nowotworowego pozostaje nadal niejasna. Obserwowane zmiany 
w profilu genetycznym są różnorodne i do dziś nie udało się wytypować tej jednej, 
kluczowej dla inicjacji procesu nowotworowego.

Predyspozycja genetyczna

U dzieci chorych na nerwiaka zarodkowego nie stwierdza się charakterystycznych cech 
dysmorficznych ani częstszego występowania wad wrodzonych [60]. Niewielki odsetek 
(1-2%) rodzin pacjentów wykazuje autosomalny dominujący charakter predyspozycji 
genetycznej zachorowania na ten nowotwór o wysokiej penetracji (MIM 256700) [60], W 
rodzinach tych średnia wieku w momencie rozpoznania jest znacząco niższa w porównaniu 
z przypadkami występującymi sporadycznie: 14 miesiąc życia wobec 23 miesięcy. Ponadto 
pierwotnie wieloogniskową lokalizację choroby spotyka się w 25% przypadków dziedzicznego 
nerwiaka zarodkowego. Pacjentów z rodzinnie występującym nowotworem charakteiyzuje 
ta sama różnorodność przebiegu klinicznego co pacjentów ze sporadycznym guzem: 
obserwuje się zarówno przypadki spontanicznej regresji, jak i wysokiej agresywności 
nowotworu w obrębie członków tej samej rodziny [36].

W historycznej pracy z 1972 roku Knudson i Strong oszacowali, iż do 22% 
przypadków nerwiaka zarodkowego może być wynikiem mutacji generatywnej 
nieznanego genu supresorowego [30]. Pomimo iż od ogłoszenia wyników analizy 
statystycznej potwierdzających zgodność mechanizmu onkogenezy nerwiaka zarodko
wego z hipotezą dwuuderzeniowej mutacji Knudsona upłynęło już ponad 30 lat, 
dotychczas nie udało się zidentyfikować żadnego genu supresorowego, którego mutacja 
odpowiadałby za inicjację transformacji nowotworowej. Na podstawie analizy sprzężeń 
w obrębie rodzin z dziedziczną postacią nerwiaka zarodkowego wykluczono lokalizację 
tego genu w regionie chromosomu 1 p36, który ulega częstym rearanżacjom w guzach 
(35% przypadków sporadycznych) [33]. Najnowsze doniesienia wskazują na region 
chromosomu 16p 12-13 jako potencjalny locus tego genu [36].

CYTOGENETYKA

Znacząca większość przypadków nerwiaka zarodkowego występuje sporadycznie. 
W ich patogenezie kluczową rolę odgrywają somatyczne zmiany genetyczne na poziomie 
genów, jak i chromosomów, będąc obszarem zainteresowania zarówno cytogenetyki, 
jak i biologii molekularnej.

Ploidia DNA

Zawartość DNA w komórkach nowotworowych jest w praktyce klinicznej jednym 
z najszerzej stosowanych wskaźników cytogenetycznych dla określenia prawdo
podobieństwa przeżycia pacjentów z rozpoznaniem nerwiaka zarodkowego. Klasyczna 
analiza cytogenetyczna aberracji chromosomowych udaje się tylko w 20-30% pierwot
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nych guzów [32], dlatego też do oceny zawartości DNA w komórkach najczęściej 
wykorzystuje się półautomatyczną metodę cytometrii przepływowej, która jednak nie 
pozwala ocenić ewentualnych zmian w strukturze chromosomów.

W przypadku niemowląt stwierdzenie triploidalnej (~3n) liczby chromosomów oznacza 
istotnie lepsze rokowanie w porównaniu z pacjentami tej samej grupy wiekowej z 
diploidalną(~2n) lub tetraploidalną(~4n) ich liczbą [31]. Niestety, w przypadku starszych 
dzieci, ploidia DNA traci moc prognostyczną. Prawdopodobnie związane jest to z 
powstawaniem dodatkowych zmian genetycznych w komórce polegających na 
występowaniu aberracji strukturalnych, przede wszystkim dotyczących chromosomu 
lp oraz obecności często licznych acentrycznych, podwójnych, malutkich chromosomów 
- double minutes (dmin) [27],

Aberracje chromosomowe

W przeciwieństwie do innych nowotworów wieku dziecięcego, trudno jest wskazać 
charakterystyczną aberrację chromosomową czy mutację genową, która mogłaby być 
czynnikiem wywołującym kaskadę zdarzeń na poziomie molekularnym prowadzących 
do niepohamowanego rozrostu komórek nowotworowych. Poszukiwanie analogii do 
innych guzów litych, jak np. mięsak Ewinga, gdzie opisywane aberracje strukturalne 
swoiście dotyczą translokacji chromosomu 11 i chromosomu 22 t(l 1 ;22)(q24;q 12) 
formując gen fuzyjny EWS/FLI, nie przyniosło konstruktywnych wyników. Najczęściej 
spotykane w komórkach nerwiaka zarodkowego aberracje chromosomowe to 
dodatkowa kopia chromosomu 17q [4,5] oraz delecje chromosomów lp[37] i 1 lq[17]. 
Zmiany te pojawiają się na różnych etapach onkogenezy i żadna z nich nie może być 
uważana za zmianę o charakterze pierwotnym, inicjującym proces nowotworowy.

Amplifikacja onkogenu MYCN

Charakterystyka cytogenetyczna niektórych guzów wykazała obecność 
acentrycznych chromosomów (dmin) - które mogą wbudować się do innych 
chromosomów tworząc regiony o zatartej strukturze prążkowej HSRs (homogeneously 
staining regions). Dmin i HSRs sącytogenetycznymi wykładnikami amplifikacji genu, 
którego sekwencję zidentyfikowano jako należącą do rodziny onkogenów MYC [50].

Prawidłową lokalizacją protoonkogenu MYCN jest chromosom 2p24, jednak w 
przypadku komórek wykazujących jego amplifikację, sekwencje AffCAhybrydyzują 
również do dmin i HSRs. W poszczególnych przypadkach procesowi amplifikacji podlega 
duży fragment krótkiego ramienia chromosomu drugiego, niezmiennie jednak obejmujący 
locus MYCN, a także, w pewnej liczbie przypadków, inne geny, w tym oddalony o 
400kb od MYCN gen DEAD box (DDX1) [45]. Produkt białkowy genu DDX1, 
koamplifikowanego z MYCN w 50-70% przypadków, ma wpływ na strukturę 
drugorzędową RNA warunkując stabilność mRNA, czym uzupełnia i wzmacnia efekt 
regulacji ekspresji genów przez czynnik transkrypcyjny, jakim jest MYCN.

Amplifikacja MYCN występuje w ~25% przypadków nerwiaka zarodkowego, a jej 
obecność silnie koreluje z zaawansowanym stopniem choroby, szybką progresją guza, 
opornością na chemioterapię oraz złym rokowaniem niezależnie od stopnia zaawan-
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RYCINA 1. Czas przeżycia niemowląt < lr.ż. z rozsianą postacią nerwiaka zarodkowego na podstawie 
statusu MYCN, za [47]

sowania klinicznego i wieku pacjenta [6]. Wpływ statusu MYCNna przeżycie pacjentów 
najwyraźniej obrazują wyniki uzyskane w grupie dzieci <1 r.ż. z IV stopniem zaawan
sowania klinicznego choroby (rye. 1) [48]. Dla niemowląt bez stwierdzonej amplifikacji 
MYCN w guzie 3-letnie przeżycie {event-free survival) wynosiło 93% w porównaniu 
z zaledwie 10% w grupie z amplifikacją tego onkogenu.

Wciąż niewiele wiadomo o mechanizmie, w którym amplifikacja onkogenu MYCN 
prowadzi do powstania agresywnego fenotypu. Istnieje silna korelacja pomiędzy liczbą 
kopii tego genu w komórce a poziomem ekspresji jego produktu, tj. białka MYCN. 
Otóż w guzach z amplifikacją stwierdza się znacząco większe ilości białka, a pod 
względem klinicznym guzy te mająbardzo złośliwy przebieg. Nierozstrzygnięte pozostaje 
jednak znaczenie określania poziomu ekspresji białka MYCN jako niezależnego czynnika 
rokowniczego, zwłaszcza w grupie guzów bez amplifikacji, gdyż dotychczas uzyskane 
wyniki są sprzeczne [6]. Białko MYCN jest czynnikiem transkrypcyjnym kontrolującym 
przejście komórek w fazę G1 cyklu komórkowego. Razem z białkiem MAX tworzy 
heterodimer pełniący funkcję aktywatora transkrypcji. Jeżeli jednak ekspresja białka 
MYCN jest niska, białko MAX tworzy homodimer, który pełni rolę antagonistyczną- 
inhibitora transkrypcji, uniemożliwiając komórkom rozpoczęcie cyklu podziału 
komórkowego [49]. Dotychczas poznano zaledwie kilka genów regulowanych 
bezpośrednio przez układ białek MYCN/MAX: geny MCM7 odpowiedzialny za 
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utrzymanie euplodii DNA podczas podziału komórkowego [51] oraz MRP kodujący 
oporność wielolekową (opis poniżej) [18].

Status amplifikacji onkogenu MYCN uwzględniany jest w protokołach leczniczych 
na całym świecie, będąc jednym z czynników kwalifikujących pacjentów do grupy 
wymagającej najbardziej agresywnego postępowania terapeutycznego.

Dodatkowa kopia chromosomu 17q

Metoda porównawczej hybrydyzacji genomowej (CGH) wykorzystana dla analizy 
cytogenetycznej pierwotnych guzów wykazała, iż nieprawidłowości chromosomu 17 
są najczęstszą zmianą chromosomową w nerwiaku zarodkowym. Dodatkową kopię 
długiego ramienia chromosomu 17 stwierdza się w 2/3 przypadków, a jej obecność 
silnie koreluje z zaawansowanym stadium choroby, wiekiem pacjentów powyżej 1 r.ż., 
a także współwystępowaniem amplifikacji MYCNoraz delecji ramion p chromosomu 
1 [5]. Najczęściej zjawisko to pojawia się w przypadku translokacji ramion 17q na 
ramiona p chromosomu 1 i ma charakter translokacji niezrównoważonej, co wyjaśnia 
częste ich współwystępowanie [4].

W obrębie chromosomu 17q zlokalizowano gen kodujący białko - surwiwinę, będące 
silnym inhibitorem procesu apoptozy. Nadmierna ekspresja tego białka wywołana 
istnieniem nadliczbowych kopii genu prowadzi do zahamowania wewnątrzpochodnego 
szlaku apoptozy zależnego od kaspazy 9, której swoistym inhibitorem jest właśnie 
surwiwina [42], Obserwacja kliniczna przypadków potwierdziła, iż pacjenci, których 
guzy wykazują wysoką ekspresję tego białka, mają znacznie gorsze rokowanie [26]. 
Obecność dodatkowej kopii chromosomu 17q w komórce jest silnym niezależnym 
czynnikiem prognostycznym, jej wykrycie w komórkach guza umożliwia zaszeregowanie 
pacjentów do grupy o niepomyślnym rokowaniu [5].

Delecja i utrata heterozygotyczności (LOH) chromosomu lp

W porównaniu z konstytucyjnym genotypem, w tkance guza dość często stwierdza 
się utratę heterozygotyczności (LOH) niektórych markerów mikrosatelitamych w 
obrębie ramion p chromosomu 1 [35]. Występuje ona w ok. 35% przypadków nerwiaka 
zarodkowego [4,6] i dotychczas nie udało się wykryć genu w tym rejonie, który mógłby 
pełnić funkcję genu supresorowego (TSG), a którego utrata prowadziłaby do 
transformacji nowotworowej. Jak już wspomniano powyżej, w nerwiaku zarodkowym 
często dochodzi do niezrównoważonej translokacji ramion 17q na ramiona p chromosomu 
1 prowadzącej do delecji dystalnego fragmentu tych ramion. Na podstawie analizy 
porównawczej udało się zawęzić kluczowy region tej delecji do fragmentu 1 p35-36, w 
obrębie którego postuluje się istnienie dwóch niezależnych loci dla genów TSG, w tym 
jednego podlegającego zjawisku piętna genomowego (genomie imprinting) [8].

Istnieje silna korelacja współwystępowania amplifikacji MYCN i LOH ramion p 
chromosomu 1. Grupa pacjentów, u których w guzach stwierdza się równoczesne 
występowanie obu tych markerów, charakteryzuje się najbardziej złośliwym przebiegiem 
choroby. Znaczenie LOH lp jako niezależnego czynnika rokowniczego jest wciąż 
kontrowersyjne. Jej występowanie pozwala na podział pacjentów pod względem 
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agresywności przebiegu choroby i ryzyka progresji, nie ma jednak wpływu na ostateczne 
prawdopodobieństwo przeżycia [35]. Natomiast współwystępowanie z amplifikacją 
MYCN lub dodatkową kopią chromosomu 17q jest silnie związane z niepomyślnym 
rokowaniem [4].

Analiza pierwotnych guzów przy pomocy porównawczej hybrydyzacji genomowej (CGH) 
wykazała istnienie w obrębie genomu jeszcze kilku innych miejsc, w których dochodzi do 
delecji, jednak ich rola w patomechanizmie transformacji nowotworowej nerwiaka 
zarodkowego ani ewentualne znaczenie prognostyczne nie zostały dotychczas ustalone [4].

MARKERY MOLEKULARNE

W ostatnich latach możliwości analizy profilu genetycznego znacznie wzbogaciły 
się dzięki zastosowaniu metod opartych o najnowsze osiągnięcia z dziedziny biologii 
molekularnej. Obecnie, na poziomie molekularnym, diagnostyka nerwiaka zarodkowego 
obejmuje zarówno analizę materiału genetycznego: poszukiwanie mutacji i polimor- 
fizmów w obrębie genów, ocenę utraty heterozygotyczności (LOH) jak również analizę 
zjawisk epigenetycznych. Upowszechnienie badań molekularnych znacznie poszerzyło 
panel informacji o biologii nerwiaka zarodkowego oraz dostarczyło nowych czynników 
rokowniczych o silnym znaczeniu prognostycznym. Poniżej scharakteryzowane zostaną 
dotychczas poznane markery molekularne, przedstawione ich mechanizmy działania 
oraz nakreślone kierunki dalszych badań nad profilem genetycznym tego nowotworu.

LOH chromosomów llq i 14q

Oprócz przedstawionej powyżej utraty materiału genetycznego z chromosomu 1 p 
LOH zaobserwowano także w innych regionach genomu komórek nerwiaka zarod
kowego, w szczególności w chromosomach 1 lq (43% guzów) [17] i 14q (23%) [56]. 
Interesujący jest fakt, że w większości wypadków stwierdzenie powyższych anomalii 
genetycznych wykluczało obecność amplifikacji MYCN i LOH chromosomu lp. 
Rokowanie pacjentów z LOH chromosomu 1 lq było niepomyślne, pomimo iż komórki 
guza miały prawidłową liczbę kopii MYCN-jest to bardzo istotne spostrzeżenie, jako 
że jest to najczęściej spotykane miejsce utraty heterozygotyczności w nerwiaku zarod
kowym. Natomiast dla LOH 14q, która najczęściej współwystępuje w guzach z LOH 
11 q, do tej pory nie wykazano żadnej korelacji z przebiegiem klinicznym i długoletnim 
przeżyciem.

Geny supresorowe : TP53, TP73, NF1

Geny supresorowe (TSG) poprzez sprawowanie kontroli nad proliferacją komórek 
zapobiegają procesom nowotworzenia. W trakcie onkogenezy, w większości nowo
tworów człowieka dochodzi do zaburzeń ich funkcjonowania i w następstwie do utraty 
kontroli nad cyklem komórkowym. Może się to dokonać w wyniku wielorakich procesów: 
mutacji somatycznej, utraty heterozygotyczności fragmentu chromosomu, a także 
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poprzez mechanizmy epigenetyczne, np. metylację regionów promotorowych czy 
acetylację histonów [10]. W trakcie badań nad profilem genetycznym nerwiaka 
zarodkowego został przeanalizowany stopień ekspresji większości znanych TSG, jednak 
dotychczasowe wyniki nie przyniosły jednoznacznych rozstrzygnięć co do roli, jaką 
odgrywać mogą one w onkogenezie tego nowotworu. Poniżej przedstawione zostaną 
wyniki badań, które podejmują próbę choć częściowego wyjaśnienia ich udziału w 
procesie nowotworzenia nerwiaka zarodkowego.

Gen TP53 kodujący białko p53, który pełni kluczową rolę w procesie stabilizacji 
materiału genetycznego komórki, jest jednym z genów supresorowych najczęściej 
podlegających mutacjom w większości nowotworów człowieka. Intrygujące jest więc 
spostrzeżenie, iż mutacje tego genu są rzadkością w nerwiaku zarodkowym [25, 58]. 
Wykazano jednak, iż w wypadku guzów o znaczącym stopniu niezróżnicowania dochodzi 
do zaburzenia prawidłowego funkcjonowania białka p53 poprzez zaburzenie jego 
transportu do jądra komórkowego [57]. Niewyjaśnione dotychczas mechanizmy 
epigenetyczne uniemożliwiają transport białka do jądra komórkowego paraliżując pełnienie 
przez nie funkcji ochronnej genomu. Obserwacja ta wiązana jest z utartą zdolności 
neuroblastów do różnicowania w kierunku zmian o łagodnym charakterze.

W regionie chromosomu 1 p36.33, najczęściej występującej w nerwiaku zarodkowym 
delecji, znajduje się gen TP73 wykazujący duże podobieństwo do TP53 zarówno pod 
względem organizacji genu, jak i sekwencji [52], Gen TP73 nie spełnia jednak 
klasycznych kryteriów Knudsona dla genu supresorowego [46] - wyjątkowo rzadko 
dochodzi do mutacji w jego obrębie, ponadto model zwierzęcy nie cechuje się częstym 
występowaniem nowotworów. U myszy pozbawionej ekspresji białka p73 w trakcie 
rozwoju embrionalnego dochodzi do różnorakich zaburzeń ontogenezy, nie wykazuje 
ona jednak zwiększonej skłonności do chorób nowotworowych [59]. Białko p73 pełni 
natomiast kluczową rolę w różnicowaniu tkanki nerwowej [38]. W przeciwieństwie do 
swego homologu TP53, gen TP73 dzięki dwóm alternatywnym promotorom oraz 
niejednolitemu składaniu potranskrypcyjnemu (differential splicing) koduje wiele 
izoform białka p73. Niedawno stwierdzono występowanie w tkance nerwiaka 
zarodkowego izoform białka p73 pozbawionych fragmentu N-końcowego (ANp73), 
wykazujących właściwości proonkogenne. W odróżnieniu od wariantów białka p73 
prawidłowej długości, które, tak jak p53, są silnymi induktorami apoptozy, ANp73 silnie 
hamuje proapoptyczne działanie zarówno p53, jak i p73 [46]. Stwierdzenie ekspresji 
ANp73 w nerwiaku zarodkowym jest niezależnym negatywnym czynnikiem rokow- 
niczym [9]. Uniemożliwienie przez nie prawidłowego funkcjonowania białka p53 oraz 
zahamowanie procesu różnicowania neuronalnego poprzez szlak zależny od p73 jest 
jednym z mechanizmów epigenetycznych odgrywających rolę w onkogenezie nerwiaka 
zarodkowego.

Jedynym genem supresorowym, w obrębie którego udało się stwierdzić występo
wanie mutacji w dwóch liniach komórkowych nerwiaka zarodkowego, jest NF1. Niestety 
obserwacje te nie zostały potwierdzone na materiale guzów pierwotnych [55]. Ponadto 
nie udało się wykazać zwiększonej częstości występowania nerwiaka zarodkowego u 
pacjentów chorych na nerwiakowłokniakowatość typu 1 (NF-1), u których występuje 
germinalna mutacja tego genu.
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Na koniec należy wspomnieć, iż również żaden ze znanych genów supresorowych 
z rodziny inhibitorów CDK: CDKN2A-Ckodujących zależne od cyklin inhibitory kinaz 
(p 16, p21, pl 8), wyjątkowo często podlegających mutacjom w innych nowotworach, 
nie odgrywa znaczącej roli w procesie onkogenezy nerwiaka zarodkowego [42], 
potwierdzając unikatowość tego nowotworu.

Telomeraza

Telomeraza jest białkiem z rodziny odwrotnych transkryptaz odpowiedzialnym za 
długość telomerów - struktur znajdujących się na końcach chromosomów i zapewnia
jących ich integralność strukturalną. Wzmożona aktywność telomerazy jest cechą 
wspólną dla wielu nowotworów, będąc per se w większości wypadków jedynie 
niespecyficzną zmianą wtórną ułatwiającą rozrost tkanki nowotworowej niż kluczowym 
etapem onkogenezy. Tylko skrajne (wysoki lub nieoznaczalny) poziomy ekspresji białka 
mogą mieć bezpośrednie znaczenie rokownicze, co niestety dotyczy jedynie niewielkiej 
subpopulacji nerwiaków zarodkowych. Hiyama [22] stwierdził brak aktywności 
telomerazy oraz równoczasowe skracanie się telomerów w guzach o stopniu zaawan
sowania 4-S wg INSS (International Neuroblastoma Staging System), które uległy 
spontanicznej regresji. Z drugiej strony, guzy ze stwierdzoną amplifikacją MYCN 
wykazywały nadzwyczaj wysoką ekspresję białka, a ich przebieg kliniczny był 
niepomyślny. Obserwacje te zostały potwierdzone w kolejnych badaniach [21,44], co 
pozwala uznać brak ekspresji telomerazy w tkance guza za wskaźnik dobry progno
stycznie, natomiast wybitnie wysoką aktywność oraz jej współwystępowanie z 
amplifikacjąMYCNza bardzo niekorzystny czynnik rokowniczy [23].

Markery procesu apoptozy

Indukcja apoptozy jest podstawowym mechanizmem wykorzystywanym podczas 
tworzenia się sieci neuronalnej w trakcie embriogenezy. Zaburzenie procesu eliminacji 
komórek, które nie wykształciły wystarczającej liczby połączeń intemeuronalnych, może 
prowadzić ostatecznie do odwrócenia tego procesu i inicjacji nowotworzenia.

Do aktywacji procesu programowanej śmierci komórki dochodzi pod wpływem 
różnorodnych bodźców, np. obecności lub braku zewnątrzkomórkowego ligandu dla 
receptorów z rodziny TNFR (CD95, p75), uszkodzenia DNA lub wzrostu przepusz
czalności błon mitochondrialnych - w tym przypadku za przesyłanie sygnału 
apoptycznego odpowiedzialna jest rodzina mitochondrialnych białek błonowych Bel. 
W nerwiaku zarodkowym bardzo często stwierdza się wysoką ekspresję antyapo- 
ptycznego białka BcI-2, a jej poziom jest odwrotnie proporcjonalny do procentu komórek 
podlegających apoptozie oraz do stopnia ich zróżnicowania [15],

Niezależnie od czynnika inicjującego, ostatecznie w komórce ulegają aktywacji białka 
efektorowe: kaspazy, które uruchamiają sekwencję zdarzeń prowadzących do apoptozy 
i śmierci komórki [41], W przypadku nerwiaka zarodkowego stwierdzenie wysokiej 
ekspresji białek z rodziny kaspaz w tkance guza jest, zgodnie z oczekiwaniem, związane 
z dobrym rokowaniem. Zjawisko apoptozy jest również kluczowym procesem odpowiedzi 
tkanki guza na chemioterapię. Cisplatyna, doksorubicyna oraz etopozyd indukują szlak 

rcin.org.pl



68 B. S. LIPSKA, J. L1M0N

CD95/CD95L-kaspaza8 [16], Jednak w grupie guzów z amplifikacją MYCN gen 
kodujący kaspazę-8 jest hamowany poprzez metylację jego promotora [54], 
uniemożliwiając ekspresję tego białka, co przejawia się opornością tych guzów na 
stosowane obecnie leczenie. Natomiast komórki wrażliwe na chemioterapię wykazują 
wysoką ekspresję białek z rodziny kaspaz [15]. Następuje to poprzez indukcję białka 
transbłonowego p75, będącego receptorem o niskim powinowactwie do NGF {nerve 
growth factor). Ekspresja wspomnianego już antyapoptycznego białka bcl2 jest 
natomiast wiązana z procesami nabytej odporności na chemioterapię [12].

Na podstawie powyższych obserwacji można uznać iż nerwiak zarodkowy, którego 
profil genetyczny sugeruje podatność na procesy apoptozy, ze względu na wysoką 
ekspresję wspomnianych genów, o wiele częściej podlega zjawisku spontanicznej regresji 
oraz dobrze odpowiada na stosowane leczenie cytotoksyczne. Należy jednak również 
wspomnieć, iż analiza procesu spontanicznej regresji w przebiegu nerwiaka zarodkowego 
przyniosła pierwsze dowody potwierdzające przypuszczenia iż, obok apoptozy, istnieją 
inne procesy zaprogramowanej śmierci komórek, niezależne od kaspaz [29].

Dziś można stwierdzić, iż w patomechanizmie zjawiska spontanicznej regresji w 
przebiegu nerwiaka zarodkowego odgrywa rolę kilka niezależnych szlaków prowadzą
cych do śmierci komórki. W komórkach guza podlegających regresji tylko w części 
przypadków stwierdzono obecność wykładników procesu apoptozy [28]. W preparatach 
nerwiaka zarodkowego analizowanych z wykorzystaniem technik mikroskopii elekt
ronowej nie zawsze stwierdzano występowanie ciał apoptycznych, zamiast których 
często obserwowano nagromadzenie zmian o charakterze degeneracyjnym, charakte
rystycznych dla procesu degeneracji autofagalnej [29].

Geny oporności wielolekowej

Pojawienie się oporności na wiele chemioterapeutyków należących do niezależnych 
grup cytostatyko w jest zjawiskiem obserwowanym w przebiegu klinicznym nerwiaka 
zarodkowego, za które odpowiedzialna jest przede wszystkim nadmierna ekspresja 
białek z rodziny transporterów kasetowych wiążących ATP {NXP-binding casette 
transporters). Głównymi przedstawicielami tej rodziny są: glikoproteina P-kodowana 
przez gen MDR1 {multi-drug resistance gene 1) oraz białko MRP {multi-drug 
resistance-related protein) kodowane przez gen o tej samej nazwie. Sterowany przez 
nie proces usuwania cytostatyków z komórki dokonuje się z wykorzystaniem aktywnego, 
zależnego od ATP, transportu przezbłonowego [20], Najnowsze doniesienia sugerują, 
iż onkogen MYCN wpływa na stopień odpowiedzi guza na stosowaną chemioterapię 
poprzez regulację ekspresji genu MRP [18] - obserwacja ta stanowi ogniwo łączące 
fenotyp guza o wysokiej złośliwości z fenotypem lekoopornym. Już wcześniej 
stwierdzono, iż wysoki stopień ekspresji genu MRP w nerwiaku zarodkowym jest 
niezależnym negatywnym czynnikiem rokowniczym [43]. Również ekspresja genu 
MDR1, który w odróżnieniu od MRP nie wykazuje współzależności z występowaniem 
amplifikacji MYCN, w niektórych grupach pacjentów: populacji dzieci starszych (>1 
r.ż.) oraz w grupie guzów bez amplifikacji ATYCAjest markerem złej prognozy [19].
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Od ponad dekady znane są substancje farmakologiczne zdolne do odwrócenia efektu 
lekoopomości zależnego od P-glikoproteiny (verapamil, cyklosporyna), jednak ich 
stosowanie nasila toksyczność winkrystyny i doksorubicyny [20]. Konieczne wydaje 
się więc poszukiwanie bardziej bezpiecznych leków oraz ich indywidualne stosowanie 
w przypadkach nerwiaka zarodkowego o stwierdzonej wysokiej ekspresji genów 
oporności wielolekowej.

Większość badań nad mechanizmem powstawania wielolekoopomości i możliwości 
jej odwrócenia w przebiegu nerwiaka zarodkowego przeprowadzono na liniach 
komórkowych w warunkach in vitro, dlatego też znaczenie kliniczne tych obserwacji 
pozostaje wciąż do ostatecznego wyjaśnienia.

Rodzina receptorów dla neurotrofin oraz RAS

Kształtowanie się sieci neuronalnej będące wyrazem dojrzewania tkanki nerwowej 
jest procesem kontrolowanym zarówno czasowo, jak i przestrzennie przez układ 
neurotrofin i ich receptorów - transbłonowych białek z rodziny Trk wykazujących 
aktywność kinazy tyrozynowej. Najważniejsi przedstawiciele tej rodziny to: TrkA 
będący selektywnym receptorem dla NGF {nerve growth factor) oraz NT-3 
{neurotrophin 3); TrkB wiążący BDNF {brain derived nerve factor), jak i NT-4 
{neurotrophin 4) oraz białko p75, które wykazuje niskie powinowactwo do wszystkich 
neurotrofin. Ekspresja TrkA jest niezależnym, pozytywnym czynnikiem rokowniczym 
[53], Przeciwnie, obecność białka TrkB stwierdzana jest w guzach o agresywnym 
przebiegu klinicznym i często współwystępuje z amplifikacjąMYCN [40].

Podlegający ścisłej kontroli poziom NGF jest głównym czynnikiem regulującym proces 
kształtowania się obwodowej sieci neuronalnej układu współczulnego. Pod koniec okresu 
embrionalnego stwierdza się wysoką ekspresję TrkA i p75 w komórkach dojrzewającego 
układu sympatycznego. NGF, będący ich swoistym ligandem, promuje proces 
różnicowania się neuroblastów. W okresie okołoporodowym następuje gwałtowny 
spadek stężenia NGF, co powoduje masową śmierć komórek, które do tego czasu nie 
wykształciły wystarczającej liczby połączeń zarówno aksonalnych, jak i dendrytycznych 
[39]. Zgodnie z teorią tropową zburzenie kruchej równowagi pomiędzy stężeniem 
neurotrofin a ilością receptorów prezentowanych na błonie komórkowej neuronów 
prowadzi do niepohamowanego rozrostu komórek będąc zaczątkiem procesu 
nowotworowego. Jednak dalsze etapy różnicowania się tkanki nerwowej obserwowane 
w okresie poporodowym mogą prowadzić do przywrócenia równowagi i stanowić 
podstawę obserwowanej klinicznie spontanicznej regresji zmian.

Przyłączenie się NGF do homodimeru TrkA powoduje autofosforylację receptora oraz 
aktywację kaskady białek przekazujących sygnał do jądra komórki i regulujących transkrypcję 
specyficznych genów. Eggert wykazała, iż najważniejszym szlakiem indukowanym przez 
NGF w komórkach nerwiaka zarodkowego jest układ Ras/MAPK [14]. Szlak ten jest 
odpowiedzialny nie tylko za indukcję procesów różnicowania w kierunku dojrzałych komórek 
nerwowych, ale również za indukcję wspomnianej powyżej zaprogramowanej śmierci 
komórki o mechanizmie niezależnym od kaspaz, klinicznie prowadzącej do regresji zmian 
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[28]. Dlatego też wysoka ekspresja białka Ras jest bardzo dobrym czynnikiem 
rokowniczym, a zwłaszcza jej współwystępowanie z TrkA [53].

Autokrynny układ TrkB/BDNF, którego aktywację obserwuje się w nerwiaku 
zarodkowym o bardzo agresywnym przebiegu klinicznym, jest czynnikiem odpowiedzial
nym za oporność tych guzów na stosowaną chemioterapię [24] oraz odgrywa rolę w 
promocji angiogenezy [13]. Równocześnie, na zasadzie sprzężenia zwrotnego, jest sam 
dla siebie czynnikiem wzrostu napędzającym rozrost tkanki guza.

Rodzina receptorów dla neurotrofin sprawuje nadzór nad procesem różnicowania 
się neuroblastów w kierunku dojrzałych komórek zwojowych oraz decyduje o indukcji 
zjawiska spontanicznej regresji. W procesach tych kluczową rolę odgrywa stężenie 
swoistych ligandów, zwłaszcza NGF i BDNF w mikrośrodowisku utkania guza. W 
Japonii wprowadzono oznaczenie ekspresji białek z rodziny Trk w komórkach nerwiaka 
zarodkowego do praktyki klinicznej.

GENETYCZNY MODEL ROZWOJU NERWIAKA 
ZARODKOWEGO

Genetyczna heterogeniczność nerwiaka zarodkowego obserwowana zarówno na 
poziomie genu, chromosomu, jak i całej komórki świadczy, iż zamiast jednolitej choroby 
mamy do czynienia ze zbiorem podtypów nowotworu, różniących się przebiegiem 
klinicznym: agresywnością wzrostu, opornością na stosowane leczenie czy też zdolnością 
do regresji. Dotychczas nie udało się jednoznacznie ustalić, czy kolejność, w jakiej 
akumulują się obserwowane nieprawidłowości profilu genetycznego, ma znaczenie 
rokownicze. Ponadto, jak dotąd nie znaleziono wystarczająco silnych dowodów, które 
potwierdzałyby zdolność guzów do konwersji w postaci o bardziej agresywnym przebiegu 
[6,7].

W roku 2000 opublikowano model onkogenezy nerwiaka zarodkowego oparty na 
analizie profilu genetycznego tkanki guza [7]. Nie wykluczając istnienia potencjalnej 
jednej wspólnej mutacji, która inicjowałaby proces nowotworzenia i odpowiadała za 
nieliczne przypadki rodzinnie występującego nerwiaka zarodkowego, zaproponowano 
podział guzów na dwa typy, który dokonywałby się na wczesnym etapie rozwoju 
nowotworu (ryc. 2).

Typ pierwszy, o łagodnym przebiegu klinicznym, w toku którego często może 
dochodzić do spontanicznej regresji zmian i/lub dojrzewania, charakteryzuje się 
zaburzeniem procesu mitozy. Prowadzi to do powstania komórek o kariotypie 
okołotriploidalnym (~3n), przy czym dodatkowe kopie chromosomów mają zachowaną 
prawidłową strukturę. W tkance guza obserwuje się wysoką ekspresję receptora 
błonowego TrkA. Brak jego swoistego ligandu NGF prowadzi do uruchomienia 
mechanizmów odpowiedzialnych za spontaniczną regresję (w tym procesu apoptozy), 
natomiast obecność komórek Schwanna w podścielisku utkania guza stymuluje proces 
różnicowania się neuroblastów w kierunku dojrzałego zwojakonerwiaka [2], Klinicznie, 
typ ten występuje najczęściej u niemowląt do 1 roku życia, w przypadkach o niskim

rcin.org.pl



NEUROBLASTOMA - CZYNNIKI ROKOWNICZE 71

RYCINA 2. Genetyczny model onkogenezy nerwiaka zarodkowego. Reprodukcja za zgodąautorów [3]: 
NGF - nerwowy czynnik wzrostu, LOH - utrata heterozygotyczności, 2n,3n,4n - stopień ploidii, TrkA 
- receptor dla neurotrofin, ganglioneuroblastoma - nerwiak zwojowokomórkowy zarodkowy, 
ganglioneuroma - zwojakonerwiak

stopniu zaawansowania (1,2 wg klasyfikacji INSS) oraz w 4-S. Wskaźnik 3-letniej 
przeżywalności sięga 90%.

W odróżnieniu od niego, typ drugi o bardzo agresywnym przebiegu klinicznym 
charakteryzuje się występowaniem licznych aberracji strukturalnych chromosomów. 
Kariotyp komórek guza jest okołodiploidalny (~2n) lub tetraploidalny (~4n). Klinicznie 
typ ten dotyczy dzieci starszych, powyżej pierwszego roku życia, o znacznie zaawan
sowanym procesie chorobowym (stopień 3,4 wg INSS). W przebiegu klinicznym nie 
dochodzi do samoistnej regresji zmian ani do różnicowania się tkanki guza. W tkance 
guza ekspresja białka TrkA jest śladowa, natomiast stwierdzana jest obecność autokryn- 
nego układu TrkB-BDNF stymulującego niepohamowany rozrost guza. Ponadto w 
ramach typu drugiego wyróżnia się dwa podtypy. W podtypie II A, o mniej agresywnym 
przebiegu, charakteryzującym się 3-letnim przeżyciem rzędu 30-50%, często stwierdza 
się utratę heterozygotyczności (LOH) długich ramion chromosomów 11 i 14. Podtyp o 
najbardziej agresywnym (IIB) przebiegu często wykazuje natomiast LOH chromosomu 
lp oraz amplifikację genu AfFCWprzy wskaźniku 3-letniego przeżycia poniżej 25%.
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WNIOSKI KOŃCOWE

Przedstawiony powyżej model zmian genetycznych leżących u podstaw transformacji 
nowotworowej ilustruje złożony charakter procesów przebiegających zarówno na 
poziomie genów, jak i chromosomów, które poprzez zaburzenie dojrzewania obwodowej 
tkanki nerwowej ostatecznie prowadzą do rozrostu nerwiaka zarodkowego.

Znajomość profilu genetycznego guza może być wykorzystana na każdym etapie 
postępowania diagnostycznego i terapeutycznego, zwłaszcza przy ustalaniu strategii 
leczenia. Już dzisiaj w praktyce klinicznej dzięki ocenie ploidii komórek guza, jak i 
poszukiwaniu ewentualnej amplifikacji Af JO/udaje się dokładniej przewidzieć przebieg 
choroby, a więc zaszeregować pacjenta do odpowiedniej grupy ryzyka i dostosować 
intensywność leczenia, pokonując w ten sposób niedoskonałość klasycznych czynników 
prognostycznych, takich jak wiek pacjenta i stopień zaawansowania choroby. W

TABELA 1. Grupy ryzyka w nerwiaku zarodkowym, zmodyfikowane wg [42]

Parametry Ryzyko

niskie pośrednie wysokie

KLINICZNE

Wiek < 1 r.ż > 1 r.ż > 1 r.ż.
Stopień zaawansowania 1, 2 4S 3, 4 3, 4
5-letnie przeżycie 95% 50% 25%

HISTOPATOLOGICZNE

Liczebność komórek >50% <50% brak lub minimalna
podścieliska (k. Schwanna)
MK1 <2% 2-4% >4%
(indeks mitozy / karyorrhexis)
Indeks mitotyczny niski wysoki
Ogniska zwapnień obecne brak

CYTOGENETYCZNE

Ploidia 3n 2n/4n 2n/4n
LOH lp rzadko rzadko często
LOH 1 lq, 14q rzadko często rzadko
Dodatkowa kopia rzadko często często
chromosomu 17q
Status MYCN norma norma amplifikacja

MOLEKULARNE

Ekspresja TrkA wysoka niska niska
Ekspresja TrkB niska niska wysoka
Izoforma p73 p73 ? ANp73
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najbliższej przyszłości do wstępnej oceny powinna zostać włączona również analiza 
markerów molekularnych, zwłaszcza ocena ekspresji białek z rodziny Trk. Kompleksowa 
analiza danych klinicznych, histopatologicznych, jak i profilu genetycznego umożliwi 
stratyfikację pacjentów (tab. 1), tak aby dzieciom z grupy najwyższego ryzyka można 
było wdrożyć agresywne leczenie, natomiast w grupie o najniższym ryzyku jak 
najbardziej zminimalizować efekty uboczne terapii. Zrozumienie mechanizmów 
molekularnych leżących u podstaw transformacji nowotworowej, jak również poznanie 
mechanizmów spontanicznej regresji to wyzwanie przyszłości badań nad nerwiakiem 
zarodkowym. Stanowią one drogę dla stworzenia indywidualnych schematów terapii, 
ukierunkowanej na bezpośrednią ingerencję w procesy transmisji sygnałów wewnątrz
komórkowych tak, aby przywrócić równowagę między zjawiskami apoptozy i proliferacji 
w tkance dojrzewającego układu nerwowego.
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Uniwersytetu Jagiellońskiego

Streszczenie'. Ludzki wirus cytomegalii (HCMV) ma zdolność do przetrwałego zakażenia poprzez 
ustalenie stanu latencji w komórkach gospodarza. Wirus może ulegać reaktywacji, w czasie której dodat
kowo stosuje różne mechanizmy upośledzające pełną odpowiedź układu odpornościowego. Do tych 
mechanizmów należą m.in. blokowanie prezentacji antygenów, wpływ na sieć cytokin, hamowanie ko
mórek NK i hamowanie apoptozy.

Słowa kluczowe'. HCMV, latencja, reaktywacja, układ odpornościowy.

Summary. Human cytomegalovirus (HCMV) has ability to lifelong maintenance within the host using 
mechanisms involved in latency. Virus can reactivate and during reactivation HCMV uses different 
mechanisms (inhibition of antigen presentation, influence on cytokine network, inhibition of NK cells, 
disturbance of apoptosis) which downregulate effectiveness of immune cells.

Keywords'. HCMV, latency, reactivation, immune system.

Wykaz stosowanych skrótów: ADAM - rodzina białek dysintegryn i metaloproteinaz; ADCC - cytotok- 
syczność komórkowa zależna od przeciwciał; APC - komórka prezentująca antygen; CD - kompleks 
różnicowania; CIITA - transaktywator MHC klasy II; ER - retikulum endoplazmatyczne; Fc - frag
ment krystalizujący; GM-CSF - czynnik stymulujący tworzenie kolonii granulocytów i makrofagów; 
gp - glikoproteina; HLA - antygeny ludzkich leukocytów; IFN - interferon; IL - interleukina; IRL - 
wewnętrzne powtórzenia długie; ITIM - motywy immunoreceptorowe hamujące, oparte na tyrozynie; 
JAK - kinaza Janusa; KIR - receptory hamujące zabijanie; LIR - receptory leukocytów immunoglo- 
bulinopodobne; MAC - kompleks atakujący błonę; MCP-1 - monocytamy czynnik chemotaktyczny 
białkowy 1; MHC - główny układ zgodności tkankowej; MIC - cząsteczki związane z głównym ukła
dem zgodności tkankowej klasy I; MIP - białko zapalne makrofagów; NK - naturalne komórki cyto- 
toksyczne; pp - fosfoproteina; RANTES - regulowany przez aktywację: ekspresja i wydzielanie przez 
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prawidłowe limfocyty T; TAP - białko transportujące związane z obróbką antygenu; TNF-a - czynnik 
martwicy nowotworów a; TGF-0 - transformujący czynnik wzrostu (3; TRL - końcowe powtórzenia 
długie; UL - unikalny długi (region); ULBP - białko wiążące UL-16; US - unikalny krótki (region); 
vICA - wirusowy inhibitor apoptozy indukowanej przez kaspazę; vMIA - wirusowy inhibitor apoptozy 
zlokalizowany w mitochondrium.

1. WSTĘP

Ludzki wirus cytomegalii (HCMV) należy do podrodziny Betaherpesvirinae 
wchodzącej w skład rodziny Herpesviridae. Ocenia się, że jest nim zakażone 50- 
90% dorosłej populacji. Wirus przenosi się na płód przez łożysko, niemowlęta mogą 
zakazić się pijąc mleko matki, natomiast małe dzieci przez kontakt z moczem lub śliną 
innych dzieci. Wśród młodzieży i dorosłych zakażenie szerzy się głównie przez pocałunki 
i stosunki płciowe. Infekcja HCMV jest zwykle wystarczająco kontrolowana przez 
układ immunologiczny i nie wywołuje poważnej choroby, jednak układ odpornościowy 
gospodarza nie jest w stanie do końca wyeliminować wirusa. Genom wirusa jest 
utrzymywany w komórkach gospodarza w formie latentnej prawdopodobnie przez całe 
życie. Latencja definiowana jest jako obecność genomu wirusowego w komórkach 
gospodarza bez produkcji zakaźnych cząstek wirusowych. Wirus może ulegać 
reaktywacji, co skutkuje nawracającymi infekcjami. HCMV jest szczególnie groźny 
dla osób za stanami immunosupresji, u których może rozwinąć się wielonarządowa 
choroba cytomegaliowa, będąca najcięższą formą zakażenia [3],

Wirus HCMV stosuje rozmaite mechanizmy dla uniknięcia odpowiedzi ze strony 
układu odpornościowego:

* ustala stan latencji, w czasie którego zachodzi ograniczona ekspresja genów 
wirusa,

* ulega replikacji w miejscach immunologicznie uprzywilejowanych [23],
* upośledza mechanizmy obronne gospodarza przez ekspresję różnych czynników 

wyciszających odpowiedź immunologiczną.

2. MIEJSCE LATENCJI WIRUSA

HCMV zakaża różne typy komórek: komórki endotelialne, epitelialne, fibroblasty, 
neurony, komórki mięśni gładkich, monocyty/makrofagi i granulocyty. Miejscem latencji 
HCMV są jednojądrzaste komórki krwi obwodowej CD14+ oraz komórki szpiku 
kostnego CD34+ i CD33+ [24,26,28], Ponadto przypuszcza się, że również komórki 
endotelialne mogą być miejscem latencji wirusa [9], HCMV jest utrzymywany w długo 
żyjącej komórce progenitorowej linii mieloidalnej CD34/CD33 i w czasie jej podziału 
wirus przekazywany jest do komórek potomnych.

rcin.org.pl



LUDZKI WIRUS CYT0MEGAL1I (HCMV) 79

3. MECHANIZMY REAKTYWACJI

RYCINA 1. Schemat reaktywacji HCMV w 
trakcie różnicowania monocytów do makrofagów. 
Szczególną rolę w tym procesie odgrywają 
cytokiny uwalniane przez allogeniczne limfocyty 
T [wg 24, zmienione]

Na podstawie badań przeprowadzonych in vitro zaproponowano różne modele 
reaktywacji HCMV [24, 26, 28]. Jeden z nich dotyczy komórki progenitorowej linii 
mieloidalnej. Na skutek stymulacji tej 
komórki cytokinami (TNF-a, IFN-y i GM- 
CSF) dochodzi do reaktywacji wirusa.

Inny model dotyczy reaktywacji wirusa 
HCMV w latentnie zainfekowanych mono- 
cytach. Różnicowanie tych komórek do 
ma-krofagów wywołane cytokinami (IL-2 
i IFN-y) uwalnianymi przez allogeniczne 
limfocyty CD4+ i CD8+ powoduje reakty
wację HCMV. Zastąpienie powyższych 
cytokin mitogenem nie wywołuje tego 
efektu. Kluczową rolę w opisanym mecha
nizmie odgrywa IL-2. Jest ona aktywato
rem monocytów: zwiększa ich przeżycie, 
migrację i wydzielanie innych cytokin. 
Efekty wywołane przez IL-2 są wzmac
niane przez IFN-y, a blokowane przez 
TGF-ß (obecny w makrofagach stymulo
wanych mitogenem). Ponadto IL-2 aktywu
je limfocyty CD8+, które zwiększają wy
dzielanie IFN-y [26] (ryc. 1).

Latentne zakażenie wirusem HCMV 
jest szczególnie groźne dla osób znajdują
cych się w stanie immunosupresji (osoby 
po przeszczepach i osoby zarażone HIV). 
Wtedy bowiem znacznie zwiększa się ryzy
ko dodatkowych infekcji i pojawienia się 
odpowiedzi odpornościowej: pobudzone 
limfocyty T wytwarzają cytokiny prowadzące pośrednio do reaktywacji wirusa i 
rozwoju choroby CMV [9].

4. STRATEGIE UNIKANIA ODPOWIEDZI UKŁADU 
ODPORNOŚCIOWEGO

HCMV stosuje różne strategie uniknięcia pełnej odpowiedzi ze strony układu 
odpornościowego. Do tych mechanizmów zaliczamy m.in. zakłócenia w prezentacji 
antygenów, oddziaływanie na sieć cytokin, hamowanie komórek NK, hamowanie 
apoptozy [5, 6, 8, 12, 13, 14, 21].
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Antygeny endogenne (np. białka wirusowe) prezentowane są w kontekście MHC klasy 
I (MHC-I) i rozpoznawane są przez limfocyty T cytotoksyczne. Cząsteczki MHC-I, 
zbudowane z łańcucha ciężkiego (a) i łańcucha lekkiego - [32 mikroglobuliny, ulegają 
ekspresji na wszystkich jądrzastych komórkach oraz w małej ilości na erytrocytach. Antygeny 
cytoplazmatyczne przetwarzane są w proteasomach, a następnie powstałe w nich peptydy 
transportowane z udziałem białek TAP do siateczki endoplazmatycznej. Tu peptydy wiążą 
się w rowku łańcucha ot cząsteczki MHC-I i wraz z nią transportowane są następnie na 
powierzchnię komórki.

Cztery błonowe glikoproteiny wirusa HCMV (gpUS2, gpUS3, gpUS6, gpUS 11) są 
przykładami białek mogących blokować prezentację antygenu w kontekście cząsteczek 
MHC klasy I (ryc. 2). Glikoproteina US2 wiąże łańcuch ciężki MHC klasy I w siateczce 
endoplazmatycznej. Powstały kompleks ulega wstecznemu transportowi do cytoplazmy 
i degradacji w proteasomie. Podobne działanie ma inne białko wirusa - gpUSll. 
Wywołuje ono dyslokację MHC-I do cytoplazmy, a przez to spadek liczby MHC-I na 
powierzchni komórki. W przeciwieństwie do gpUS2, białko gpUSll nie jest 
degradowane. Glikoproteina US3 wiąże się z kompleksem: łańcuch ot-[32-mikroglobulina 
i zatrzymuje te cząsteczki w ER. Białko gpUSó wpływa na łączenie peptydu z MHC- 
I w siateczce, gdyż asocjuje przejściowo z kompleksem: TAP - łańcuch a MHC-I - 
[32m, co blokuje translokację peptydu przez błonę siateczki i zapobiega łączeniu się 
antygenu z MHC-I [5,6, 12, 13, 14, 21]. Normalnie białka TAP łączą się przejściowo 
z pustą cząsteczką MHC klasy I, a po dostarczeniu peptydu do siateczki endoplaz
matycznej i jego związaniu się w rowku łańcucha a cząsteczki MHC-I ulegają 
odłączeniu.

Dodatkowo produkt genu UL83 - fosfoproteina pp65 chroni bezpośrednie wczesne 
białko wirusa - czynnik transkrypcyjny IE1 przed prezentacją. Białko pp65 fosforyluje 
IE1, co zapobiega jego przetworzeniu w proteasomie i w efekcie prezentacji z udziałem 
cząsteczek MHC-I [5, 8, 12].

Obniżony poziom cząsteczek MHC klasy I bądź ich niepoprawna forma prowadzą 
do aktywacji komórek NK, które nie otrzymują sygnału hamującego i w konsekwencji 
wywierają na komórki docelowe efekt cytotoksyczny. W tym przypadku jedną ze 
stosowanych przez HCMV strategii jest produkcja białka gpUL18 (ryc. 2). Jest ono 
homologiem MHC klasy I, który wiąże [32-mikroglobulinę. Kompleks ten ulega ekspresji 
na powierzchni komórki i hamuje cytotoksyczność komórek NK oddziałując z ich 
receptorem KIR lub LIR-1 [8].

Komórki NK mają na swej powierzchni receptory dostarczające sygnałów zarówno 
hamujących, jak i aktywujących [1], Efektem tych sygnałów jest odpowiednio 
blokowanie reakcji cytotoksycznej lub uruchomienie mechanizmów prowadzących do 
lizy. Receptory komórek NK oddziałują z ligandami, którymi mogą być cząsteczki 
MHC klasy I zarówno klasyczne, jak i nieklasyczne. U człowieka wyróżniono dwie 
grupy receptorów komórek NK. Są to receptory z nadrodziny cząsteczek immuno- 
globulinopodobnych oraz receptory lektynowe z grupy CD94/NKG2.

HCMV hamuje aktywność komórek NK przez receptory dostarczające sygnału 
hamującego CD94/NKG2A/B. Sama cząsteczka CD94 nie jest zdolna do blokowania 
aktywacji komórek NK, gdyż nie ma ona cytoplazmatycznego motywu hamującego
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RYCINA 2. Schemat przedstawiający oddziaływanie wirusa HCMV na prezentację antygenu w 
kontekście cząsteczek MHC klasy I. Opis w tekście [wg 6, zmienione]

RYCINA 3. Schemat przedstawiający różne strategie oddziaływania wirusa HCMV na układ 
odpornościowy gospodarza. Opis w tekście [wg 6, zmienione]
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ITIM. Może się ona łączyć z innymi cząsteczkami, mającymi powyższy motyw. Są to 
cząsteczki o charakterze lektyn: NKG2A lub B. Receptor CD94/NKG2A/B oddziałuje 
z nieklasycznymi cząsteczkami MHC klasy 1 - HLA-E. Powierzchniowa ekspresja 
HLA-E jest uzależniona od związania przez tą cząsteczkę peptydu, który jest odcinany 
od N-końca klasycznych cząsteczek HLA-A, HLA-B i HLA-C [ 19,22]. Glikoproteina 
UL40 HCMV ma sekwencję homologiczną do peptydu pochodzącego z HLA-C. 
Transport gpUL40 na powierzchnię komórki jest niezależny od TAP (ryc. 3). W ten 
sposób wirus omija blok wywołany przez gpUSó [29, 30].

Receptor NKG2D należy z kolei do aktywujących receptorów komórek NK, 
niektórych subpopulacji limfocytów T i makrofagów. Cząsteczka NKG2D nie łączy 
się z CD94, lecz występuje w postaci homodimeru. Receptor ten oddziałuje z różnymi 
ligandami: MICA, MICB, ULBP1, ULBP2, ULBP3. Cząsteczki te pojawiają się na 
powierzchni komórek, które uległy stresowi, transformacji nowotworowej lub zakażeniu 
wirusem [16], Okazało się, że białko wirusowe gpUL 16 zatrzymuje część tych ligandów 
w ER i aparacie Golgiego. Białko gpULló umożliwia w ten sposób komórce 
zainfekowanej HCMV uniknąć rozpoznania przez komórki efektorowe z ekspresją 
NKG2D [4, 11], Inne badania sugerują, że białko gpULló zwiększa ochronę przed 
działaniem białek cytolitycznych komórek NK. Wydaje się, że wpływa ono na stabilizację 
błony komórek zakażonych HCMV [18].

Występowanie MHC klasy II ograniczone jest do profesjonalnych komórek prezen
tujących antygen (APC), a więc limfocytów B, komórek dendrytycznych i monocytów. 
Cząsteczki MHC klasy II prezentują peptydy pochodzenia egzogennego. Łańcuchy ot i [3 
klasy 11 w obrębie retikulum endoplazmatyczncgo występują w kompleksie z tzw. 
łańcuchem zmiennym (li). Kompleks oc|3-Ii transportowany jest przez aparat Golgiego 
do przedziału cndosomalnego o obniżonym pH lub przedziału lizosomalnego, gdzie Ii jest 
uwalniany. Odłączenie łańcucha li umożliwia związanie peptydu.

Glikoproteina HCMV - gpUS2 wiąże wolne łańcuchy a, jak również kompleks oc|3 
z łańcuchem zmiennym li. Ponadto wywołuje degradację cząsteczki HLA-DM A. HLA- 
DMA wraz z HLA-DMB tworzy heterodimer, który stabilizuje cząsteczkę MHC klasy 
II i katalizuje proces ładowania peptydu [6,8, 12, 14,21],

Geny rejonu MHC klasy II znajdują się pod kontrolą transaktywatora CIITA. 
Transaktywator MHC klasy II uważany jest za podstawowy czynnik transkrypcyjny 
genów MHC klasy 11. Ekspresja CIITA jest ściśle kontrolowana i zachodzi w sposób 
ciągły jedynie w komórkach prezentujących antygen. Silnym induktorem ekspresji CIITA 
jest IFN-y. Cytokina ta przekazuje sygnał z udziałem kinazy tyrozynowej niereceptorowej 
Janusa (JAK). Kinazy Janusa pośredniczą w przenoszeniu sygnału poprzez aktywację 
białek z odpowiednimi domenami. HCMV wywołuje degradację JAKI hamując w ten 
sposób aktywację czynnika transkrypcyjnego STAT (ryc. 3). Konsekwencją tych 
procesów jest blokowanie CIITA, spadek ekspresji genów dla MHC II i zahamowanie 
prezentacji antygenu [8, 12, 14].

Ekspresja cząsteczek MHC klasy I wzmagana jest przez wszystkie rodzaje 1FN 
(IFN-oc, -P, -y). HCMV wpływa na różne poziomy przekazu sygnału od IFN-oc [15], 
Po związaniu IFN-oc do receptora dochodzi do aktywacji kinazy tyrozynowej. Ta z 
kolei fosforyluje inne białka, które tworzą kompleks działający jak czynnik transkryp- 
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cyjny. Wirus wywołuje spadek ekspresji JAKI i p48, dwóch ważnych komponentów 
przekazu sygnału od IFN-oc.

Inną strategią wirusa jest blokowanie powstawania metaloproteinaz cysteinowych z 
rodziny ADAM (CD 10 i CD 13). HCMV blokuje powstawanie tych proteinaz:
♦ CD 10 - hamowanie na poziomie RNA,
♦ CD 13 - hamowanie na poziomie białka; prawdopodobnie wywołuje zatrzymanie 

w ER.
Metaloproteinazy ADAM to rodzina białek transbłonowych klasy I. Łączą one cechy 

białek adhezyjnych i proteinaz. Enzymy CD 10 i CD 13 zaangażowane są w przycinanie 
peptydu w procesie prezentacji antygenu z udziałem zarówno cząsteczek MHC-I, jak 
i MHC-II [8],

Wirus HCMV oddziałuje również na sieć cytokin. Chemokiny stanowią grupę cytokin o 
działaniu chemotaktycznych. Chemokiny przekazują sygnał przez receptory związane z 
białkami G (R7G). Genom wirusa koduje homologi tych receptorów (geny: UL33, UL78, 
US27 i US28). Produkty genów US27 i US28 są funkcjonalnymi receptorami chemokin 
typu CC. Jak wykazano, przekaz sygnału od receptora US28 prowadzi do aktywacji 
fosfolipazy C, a w efekcie do wpływania na ekspresję różnych genów. Białko US28 może 
wiązać RANTES, MCP-1, MIP-loc i -1(3 [2, 6, 13, 31]. Związanie chemokin blokuje ich 
działanie chcmotaktyczne (ryc. 3). To z kolei ogranicza napływ efektorowych komórek 
układu odpornościowego i zmniejsza szanse eliminacji zainfekowanych komórek [6],

Większość znanych chemokin należy do podrodziny a (CXC) lub [3 (CC). Podział 
ten oparty jest na obecności aminokwasu pomiędzy cysteinami znajdującymi się 
blisko N-końca. Ponadto chemokiny ot oddziałują głównie na neutrofile, podczas 
gdy chemokiny [3 działają na inne komórki: monocyty, eozynofile i bazofile. Geny 
UL 146 i UL 147 kodują białkći podobne do a chemokin (CXC). Białka te nazwano 
odpowiednio vCXC-l i vCXC-2. vCXC-l naśladuje działanie 1L-8 gospodarza i 
jest chemoatraktantem dla neutrofili, które grają ważną rolę w rozprzestrzenianiu 
się wirusa w organizmie. Ponadto vCXC-l zakłóca normalną migrację poprzez 
preferencyjne przyciąganie leukocytów, które nie są w stanie całkowicie wyelimino
wać wirusa [20].

Inne wirusowe białko, produkt genu ULI HA, naśladuje działanie IL-10. Ta 
komórkowa cytokina produkowana jest głównie przez aktywowane pomocnicze 
limfocyty Th2. Spełnia ona wiele funkcji, a końcowym efektem jej działania jest 
zahamowanie odpowiedzi immunologicznej typu komórkowego i odpowiedzi zapalnej. 
IL-10 hamuje m.in. produkcję innych cytokin i proliferację pobudzonych limfocytów 
subpopulacji Thl oraz prowadzi do spadku ekspresji cząsteczek MHC klasy II na 
monocytach [27]. Białko wirusowe może wiązać się do receptora ludzkiej IL-10 i 
współzawodniczyć o miejsce wiązania, mimo iż te dwa białka są identyczne tylko w 
27% [10].

Do cytokin hamujących należy także TGF-(3. Hamuje on proliferację limfocytów B 
i T, komórek NK oraz zmniejsza wydzielanie innych cytokin. Wirus cytomegalii indukuje 
syntezę TGF-[3, który z jednej strony ogranicza proliferację limfocytów T, a z drugiej 
stymuluje replikację wirusa [8],
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Genom HCMV koduje także białka oddziałujące na proces apoptozy. Apoptoza jest 
zaprogramowaną śmiercią komórki. Organizm wykorzystuje ten proces do pozbycia 
się komórek z uszkodzeniami, których nie da się naprawić. Apoptoza może być 
indukowana ligandami śmierci albo jest wynikiem odpowiedzi mitochondriów na reakcje 
stresowe. Do głównych receptorów przenoszących sygnał śmierci należą TNF-receptor, 
CD95/Fas/ApolR, TRAIL Rl, TRA1L R2 i Apo3R [17], Po związaniu odpowiedniego 
liganda dochodzi do interakcji receptora z białkami mającymi domeny śmierci, a 
następnie utworzenia kompleksu inicjującego apoptozę. Kolejny etap to aktywacja 
kaspazy 8, która aktywuje kaspazy efektorowe. Jedno z białek HCMV, produkt genu 
UL36 - vICA, hamuje proteolityczną aktywację pro-kaspazy 8 [25].

W przypadku reakcji stresowej dochodzi do zmian w przepuszczalności błon 
mitochondrialnych. Skutkiem tego jest wyciekanie białek: cytochromu c i Apaf-1. 
Dochodzi następnie do utworzenia apoptosomu, aktywacji kaspazy 9 i kaspaz 
efektorowych. Drugi wirusowy produkt - vM!A, kodowany przez gen UL37, działa 
podobnie jak białka antyapoptotyczne z rodziny Bel. Białko to jest funkcjonalnym 
analogiem bcl-2. Blokuje ono powstawanie porów w zewnętrznej błonie mitochon- 
drialnej, przez co zapobiega wyciekowi białek międzybłonowych [7], vMIA przeciwdziała 
apoptozie wywołanej FasL, lekami cytotoksycznymi i infekcjami adenowirusami. W 
przeciwieństwie do vICA, vMIA jest konieczne do replikacji wirusa.

Inny mechanizm stosowany przez HCMV to indukcja ekspresji receptora dla fragmentu 
Fc IgG. Receptor ten utworzony jest przez dwie glikoproteiny wirusa: gp68 (UL 119-118) 
i gp34 (TRL11/IRL11). Białka te nie wykazują homologii do klasycznych komórkowych 
receptorów FcyRI, RII i RUI ani do innych białek. Receptor FcR HCMV wiąże ludzkie 
izotypy IgG z różnym powinowactwem (IgG l>IgG4>IgG2>IgG3). Okazuje się, że ponad 
96% specyficznych przeciwciał IgG przeciw HCMV znajduje się we frakcji IgGl. 
Związanie tych przeciwciał chroni zainfekowaną komórkę przed cytotoksycznością 
komórkową zależną od przeciwciał [13], Ponadto IgG należą do najważniejszych opsonin 
ułatwiających i biorących udział w fagocytozie. Komórki żerne mają na swej powierzchni 
receptory dla fragmentu Fc IgG. Połączenie receptora wirusa z fragmentem Fc przeciwciał 
uniemożliwia zatem efektywną fagocytozę z udziałem IgG.

Wirus zdolny jest także do wpływania na układ dopełniacza. Dopełniacz jest grupą 
białek surowicy i płynów tkankowych, które w wyniku kaskadowej aktywacji prowadzą 
do uszkodzenia błony komórkowej różnych patogenów. Składniki dopełniacza służą również 
jako opsoniny ułatwiające fagocytozę oraz jako chemoatraktanty przyciągające inne 
komórki układu odpornościowego. Organizm ludzki wytwarza czynniki regulujące, które 
chronią własne komórki przed działaniem układu dopełniacza. HCMV zwiększa ekspresję 
białek regulujących: CD55 i CD46. CD55 stanowi ważne zabezpieczenie przyspieszając 
rozpad konwertaz C3 i C5 drogi klasycznej i alternatywnej. Podobnie białko CD 46 hamuje 
stabilne tworzenie enzymów konwertazy C3 obu dróg. Zapobiega to aktywacji kolejnych 
białek i utworzeniu kompleksu atakującego błonę (MAC). Zwiększona ekspresja 
powyższych białek chroni zainfekowaną komórkę przed lizą. Ponadto białka CD55 i 
CD59 włączane są w osłonkę wirusa [2]. Cząsteczka CD59 wiąże się z białkami C8 i 
C9. Blokuje ona w ten sposób tworzenie kompleksu atakującego błonę.
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Przedstawione w powyższej pracy mechanizmy ukrycia się wirusa HCMV to tylko 
część ze stosowanych przez niego strategii. Dokładne poznanie tematu w przyszłości 
umożliwi efektywniejszą walkę z wirusem i jego eliminację.
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NEUROPEPTIDE B (NPB) AND NEUROPEPTIDE W (NPW) 
AND THEIR RECEPTORS - THEIR DISTRIBUTION AND ROLE

Anna HOCHÓŁ, Marcin RUCIŃSKI
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Akademia Medyczna im. K. Marcinkowskiego

Streszczenie: GPR7 i GPR8 (G-protein-coupled Receptors') to dwa, ostatnio odkryte i strukturalnie podobne, 
sieroce receptory związane z białkiem G. Występują one zarówno w centralnym układzie nerwowym, jak i w 
narządach obwodowych. Ostatnio zidentyfikowano endogenne ligandy tych receptorów. Jeden z nich to po- 
lipeptyd o długości 29 aminokwasów. Jest on unikalnie modyfikowany bromem i stąd został nazwany neuro- 
pcptydem B (NPB). Drugi - neuropeptyd W (NPW) został zidentyfikowany w dwóch formach molekular
nych, odpowiednio 23- i 30-aminokwasowej (NPW23 i NPW30). Sekwencja aminokwasów NPW23 jest 
identyczna z N-końcowymi 23 resztami aminokwasów NPW30. Rozkład ekspresji genu w mózgu sugeruje, 
że NPB bierze udział w regulacji odżywiania, w regulacji osi neuroendokrynnej, w procesach pamięci i 
uczenia się. Z kolei NPW wpływa na pobór pożywienia, stymuluje wydzielanie prolaktyny oraz reguluje 
czynność osi podwzgórzowo -przysadkowo- nadnerczowej.

Słowa kluczowe: neuropeptyd B (NPB), neuropeptyd W (NPW), receptory sieroce, rola biologiczna.

Summary: GPR7 and GPR8 (G-protein-coupled Receptors) are two recently discovered and structural
ly related orphan receptors linked to protein G. They are present both in central nervous system and in 
peripheral organs. Recently, endogenous ligands of these receptors have been identified. One of them is 
a 29 amino acid residues long, uniquely modified with bromine and, thus, termed the neuropeptide B 
(NPB). The other, neuropeptide W (NPW), has been identified in two molecular forms of, respectively, 
23 and 30 amino acids (NPW23 and NPW30). Amino acid sequence of NPW23 is identical with first 23 
N-terminal amino acids of NPW30. Distribution of the gene expression within the brain suggests that 
NPB plays a role in feeding control, in control of the neuroendocrine axis, as well as in memory and 
learning processes. NPW, in turn, affects alimentation, stimulates prolactin secretion and regulates 
function of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis.

Key words: neuropeptide B (NPB), neuropeptide W (NPW), orphan receptors, biological role.
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IDENTYFIKACJA NEUROPEPTYDU B I NEUROPEPTYDU W

Neuropeptyd B (NPB) oraz neuropeptyd W (NPW) są nowo odkrytymi 
polipeptydami uczestniczącymi w regulacji homeostazy energetycznej organizmu. Należą 
one do grupy polipeptydów stymulujących pobieranie pokarmu, czyli polipeptydów 
oreksygennych. Do grupy tej należą również takie polipeptydy, jak oreksyny A i B, 
ghrelina, neuropeptyd Y, beacon. Okazało się, że NPB i NPW są endogennymi Ugandami 
receptorów z rodziny GPCR (G-protein-coupled Receptors), określanych jako GPR7 
i GPR8. Sekwencja oraz lokalizacja tych receptorów zostały poznane stosunkowo 
dawno, jednak przez długi czas nie udało się zidentyfikować endogennych ligandów 
tych receptorów, stąd przez szereg lat określano je jako receptory sieroce.

W celu wykrycia nowych peptydów oraz późniejszego ich dopasowania do receptorów 
wykorzystano dwie strategie badawcze. Pierwsza z nich polegała na rozdziale - przy 
pomocy metody HPLC - ekstraktów tkankowych, co pozwoliło wyodrębnić nowe 
peptydy mogące być ligandami receptorów sierocych. W drugiej strategii wykorzystano 
analizy bioinformatyczne genomowej bazy danych. W tych ostatnich badaniach jako 
argumentu do wyszukiwania użyto sekwencji peptydu sygnalnego. Z uzyskanych 
wyników odrzucano sekwencje znanych już białek. Użycie pierwszej strategii pozwoliło 
wyizolować z podwzgórza świni nowy, nieznany wcześniej peptyd, który nazwano 
neuropeptydem W [9]. Sekwencja aminokwasów wyizolowanego polipeptydu została 
użyta do przeszukania ludzkiej genomowej bazy danych, co pozwoliło zidentyfikować 
nowy, homologiczny do NPW, neuropeptyd bromowany na N końcu, nazwany 
neuropeptydem B [4]. W odkryciu NPB pomógł fakt, iż oba neuropeptydy wykazują 
znaczną homologię wynoszącą u człowieka 66%. U szczura homologia ta jest nieco 
niższa i wynosi 45% (ryc. 1).

Wysoki stopień homologii GPR7 i GPR8 do receptorów opioidów i somatostatyny 
sugerował, że ligandy tych receptorów mogą być podobne do opioidów lub somato
statyny. Jednakże okazało się, że ani NPB, ani NPW nie wykazują podobieństwa do 
wspomnianych neuropeptydów.

RYCINA 1. Porównanie sekwencji aminokwasów neuropeptydu B oraz neuropeptydu W człowieka 
oraz szczura. Czarne tło - homologia 100. Dane Genebank, nr dostępu: Homo sapiens NPB - 
BAC07175.1, Homo sapiens NPW - BAC07172.1, Rattus norvergicus NPB - NP 695205, Rattus 
norvergicus NPW - NP 695206
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IDENTYFIKACJA RECEPTORÓW NEUROPEPTYDU B
I NEUROPEPTYDU W

Kolejne badania dowiodły, iż NPB i NP W wiążą się swoiście i specyficznie z 
receptorami GPR7 oraz GPR8. W doświadczeniach tych jako modelu użyto linii komórek 
jajnika chomika chińskiego (CHO) z nadekspresją genu GPR7 oraz genu GPR8. Na 
tak zmodyfikowanych komórkach wykazano wiązanie się NPB oraz NPW do badanych 
receptorów. NPW w stężeniach nanomolamych do subnanomolamych wiąże się i 
aktywuje receptory GPR7 i GPR8, podczas gdy NPB wykazuje aż 1000-krotnie wyższe 
powinowactwo do GPR7 (w porównaniu z GPR8) [4]. Receptory GPR7 i GPR8 mają 
64% identycznych sekwencji aminokwasów i wykazują znaczne podobieństwo do 
receptorów opioidów i somatostatyny (36-40%) [8]. O ile oba badane receptory obecne 
sąu licznych naczelnych, o tyle u gryzoni wykryto tylko GPR7 [6]. U gryzoni występuje 
natomiast receptor podobny do GPR8 (GPR8-like), o pewnej homologii do GPR8. 
Zarówno receptor GPR7, jak i GPR8 wykazują bardzo wysoki stopień homologii 
między gatunkowej, która wynosi ponad 90% (ryc. 2 i 3). Jak wiadomo, oba receptory, 
jako receptory sprzężone z białkami G, zawierają 7 domen przezbłonowych.

RYCINA 2. Porównanie sekwencji aminokwasów receptora GPR7 człowieka, szczura, myszy i bydła. 
Czarne tło - homologia 100%, szare tło - homologia >50% <100%, ramka - domeny transbłonowe. 
Dane Genebank, nr dostępu: Homo sapiens - NP_005276, Rattus norvegicus - XP_232691, Mus 
musculus - XM_136404, Bos taurus - NP_776499
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RYCINA 3. Porównanie sekwencji aminokwasów receptora GPR8 człowieka i bydła. Czarne tło - 
homologia 100%, ramka - domeny transbłonowe. Dane Genebank, nr dostępu: Homo sapiens - P48146, 
Bos taurus - NP 776500

BIOSYNTEZA NEUROPEPTYDU B I NEUROPEPTYDU W

Zarówno NPB jak i NPW są produktami proteolitycznego wycinania powyższych 
peptydów z większych prekursorów białkowych - odpowiednio preproNPB i 
preproNPW (ryc. 4 i 5). C-końcowe miejsce wycięcia jest ściśle określone poprzez 
dwie zasadowe reszty argininy. Wewnątrz sekwencji u dojrzałej cząsteczki NPW

RYCINA 4. Porównanie sekwencji aminokwasów ppNPW człowieka, szczura, myszy i świni. Czarne 
tło - homologia 100%, szare tło - homologia >50% <100%. Ramką zaznaczono sekwencje NPW 23 
oraz NPW 30. RR - dwie reszty argininy. Dane Genebank, nr dostępu: Homo sapiens - BAC07172.1, 
Rattus norvegicus - NP_695206, Mus musculus - XP_354994, Sus scrofa - BAC07173 
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RYCINA 5. Porównanie sekwencji aminokwasów ppNPB człowieka, szczura, myszy i bydła. Czarne 
tło - homología 100%, szare tło - homología >50% < 100%. Ramką zaznaczono sekwencje NPB 29, oraz 
NPB 23 dla sekwencji ludzkiej. RR - dwie reszty argininy. Dane Genebank, nr dostępu: Homo sapiens 
- BAC07175, Rattus norvegicus - NP 695205, Mus musculus - NP 695020, Bos taurus - NP_776369 

występują również dwie reszty argininy, co sugerowało, iż w warunkach naturalnych 
może powstawać krótsza forma tego peptydu. W istocie zidentyfikowano dwie formy 
NPW zbudowane odpowiednio z 23 i 30 aminokwasów (NPW23 i NPW30), z których 
krótsza forma była N-terminalną sekwencją większego peptydu [9]. Jednak nie wykazano 
różnic w wiązaniu poszczególnych form polipeptydu do receptorów, co może świadczyć 
że brakujące 7 aminokwasów nie wpływa na proces wiązania się z receptorem. 
Porównanie sekwencji aminokwasów NPW u różnych organizmów uwidacznia bardzo 
wysoki stopień homologó tego polipeptydu wynoszący 90%. W określeniu stopnia 
homologó nie uwzględniono sekwencji NPW myszy, gdyż jest to prawdopodobnie (w 
chwili obecnej) sekwencja niekompletna.

Dojrzała forma neuropeptydu B obejmuje 29 aminokwasów. Jednak w sekwencji 
aminokwasów polipeptydu pochodzącego od człowieka występują - analogicznie jak w 
przypadku NPW - dwie reszty argininy, umożliwiające powstanie krótszej formy tego 
peptydu, o długości 23 aminokwasów. Jak już wyżej wspomniano, peptyd ten ma bromowaną 
resztę tryptofanu w pozycji C-6 pierścienia indolowego na końcu N, jest to jedyny znany 
dotychczas peptyd bromowany [4,10]. O ile bromowanie nie wpływa ani na wiązanie, ani 
na skuteczność NPB wobec receptora GPR7 lub GPR8, sugeruje się, że N-terminalny 
brom może stabilizować NPB in vivo [10], NPB jest endogennym ligandem zasadniczo 
skierowanym do receptora GPR7 [4]. Porównanie sekwencji aminokwasów pomiędzy 
gatunkami uwidacznia wysoki stopień homologó między-gatunkowej badanego peptydu, 
jednakże - w porównaniu z NPW - homología ta jest niższa i wynosi 62%.

LOKALIZACJA EKSPRESJI GENÓW NEUROPEPTYDU B
I NEUROPEPTYDU W

Zmapowano rozkład mRNA NPB i NPW szeregu gatunków, w tym człowieka, 
szczura i myszy [2,4,5,6,8,9,10]. Okazało się, iż istnieją znaczne różnice gatunkowe w 
ekspresji tych genów. Ogólnie NPB wykazuje w ośrodkowym układzie nerwowym 
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TABELA 1. Ekspresja mRNA NPB i NPW oraz mRNA GPR7 i GPR8 w narządach człowieka i 
szczura, opracowano na podstawie danych Brezillon i wsp. [2] oraz Fujii i wsp. [4], Plusami ozna
czono stopień ekspresji, NB - nie badano

NPB NPW GPR7 GPR8

człowiek szczur człowiek szczur człowiek szczur człowiek szczur

Mózg +++ ++ + NB ++ ++ ++ brak

Podwzgórze ++ +++ - NB - +++ - brak

Hipokamp ++ +++ ++ NB +++ + +++ brak

Wzgórze + + - NB + + ++ brak

Rdzeń przedłużony NB ++ NB NB NB ++ NB brak

Rdzeń kręgowy +++ ++ - NB - ++ - brak

Przysadka - ++ - NB ++ + ++ brak

Tarczyca - ++ + NB - + - brak

Nadnercze + + + NB - + ++ brak

Trzustka - ++ + NB - NB - brak

Śledziona ++ +++ ++ NB - NB + brak

Węzły chłonne + +++ + NB - NB ++ brak

Nerka + + + NB - NB - brak

Jądro ++ + ++ NB + + + brak

Macica + + ++ NB - +++ - brak

Grucz. mlekowy NB +++ NB NB NB - NB brak

Jajnik ++ + ++ NB - + - brak

Płuca + + - NB + + + brak

Tchawica + ++ +++ NB +++ + - brak

Jelito cienkie + + - NB - NB - brak

Jelito grube - + - NB + + + brak
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TABELA 2. Występowanie immunoreaktywnego NPW23 
w niektórych częściach podwzgórza i przysadki szczura [3]

Immunoreaktywne

komórki
NPW23

włókna
NPW23

Jądro przykomorowe (PVN) + +

Jądro nadzwrokowe (SON) + +

Jądra neurosekrecyjne - dodatkowe + -

Jądro łukowate (ARC) + -

Jądro okołosklepieniowe + -

Pole zaskrzyżowaniowe - +

Pole podwzgórzowe grzbietowe i boczne + +

Wyniosłość pośrodkowa - +

Ciało migdałowate - +

Przedni płat przysadki mózgowej + -

Tylny płat przysadki mózgowej + +

szerszą ekspresję niż NPW, podczas gdy na obwodzie jest odwrotnie. U ludzi mRNA NPB 
najsilniej występuje w obrębie istoty czarnej, hipokampa, podwzgórza, rdzenia kręgowego, a 
na obwodzie w tchawicy, 
wątrobie, żołądku, śledzionie, 
łożysku, macicy, jądrach i jajni
kach [2]. Z kolei inten-sywną 
ekspresję genu NPW stwierdza 
się w obrębie istoty czarnej, 
hipokampa, tchawicy i odbyt
nicy człowieka. U szczura nato
miast mRNA NPB występuje 
w korze czołowej, hipokampie, 
podwzgórzu; polu zaskrzyżo- 
waniowym, jądrze przyko- 
morowym, nadwzrokowym, 
jądrze grzbietowo-przyśrod- 
kowym i brzuszno-przyśrod- 
kowym, wzgórzu, a na obwo
dzie w śledzionie, węzłach 
chłonnych, macicy oraz gruczo
le sutkowym [6,4].

W tabeli 1 przedstawiono 
występowanie neuropepty- 
dów B i W oraz ich recep
torów wykazane przy pomo
cy metody RT-PCR.Badania 
immunohistochemiczne po
twierdziły obecność immu- 
noreaktywnych komórek i włókien NPW23 w podwzgórzu i przysadce szczura, co 
przedstawiono w tabeli 2 [3]. Taki schemat rozmieszczenia NPW23-podobnych 
substancji sugeruje możliwą rolę tego peptydu w uwalnianiu prolaktyny i zachowaniu 
związanym z odżywianiem.

MECHANIZM DZIAŁANIA NPB I NPW

Tylko nieliczne publikacje dotyczą wewnątrzkomórkowych ścieżek sygnalnych 
modyfikowanych przez NPB i NPW. W komórkach CHO z rekombinowanymi GPR7 
i GPR8 wykazano, że NPW23 i NPW30 wywierają podobny efekt hamujący na 
produkcję cAMP indukowaną forskoliną. Jest to efekt wrażliwy na toksynę krztuśca, 
przy czym nie towarzyszą temu zjawisku zmiany w śródkomórkowym stężeniu jonów 
Ca2+. Dane te sugerują drogę transdukcji sygnałów indukowanych omawianymi 
polipeptydami za pośrednictwem białka G [9]. W tychże komórkach NPB efektywniej 
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hamuje produkcję cAMP działając przez GPR7 niż przez GPR8, natomiast bromowanie 
NPB nie ma większego wpływu na proces hamowania produkcji cAMP ani na wiązanie 
się liganda z receptorem [4,10]. W przeciwieństwie do tych obserwacji, NPB w świeżo 
izolowanych komórkach strefy pasmowatej/siatkowatej kory nadnercza szczura 
znacząco stymuluje syntezę cAMP, efektu takiego nie wywiera natomiast NPW 
(obserwacje własne).

ROLA BIOLOGICZNA NPB

Rozkład ekspresji genu NPB w mózgu sugeruje, że polipeptyd ten bierze udział: w 
regulacji odżywiania, w regulacji osi neuroendokrynnej, w procesach pamięci i uczenia 
się. Z tego zakresu istnieją tylko nieliczne publikacje. Wynika z nich, że podanie 
dokomorowe NPB myszom indukuje hyperfagię w ciągu pierwszych 2 godz., po czym 
następuje hypofagia. Takie podawanie polipeptydu powoduje u szczurów również 
osłabienie reakcji na podskórne iniekcje formaliny, co sugeruje rolę tego neuropeptydu 
w regulacji nadrdzeniowej związanej z powstawaniem bólu [10].

ROLA NPW W REGULACJI SEKRECJI HORMONÓW

Zespół Shimomury w 2002 roku opisał, iż podanie NPW w dawce 3 nmol do komór 
bocznych mózgu szczura stymuluje uwalnianie prolaktyny (PRL) przez przedni płat 
przysadki mózgowej. Maksymalny (2-3-krotny) wzrost wydzielania tego hormonu 
obserwowano w 20 min. od podania, natomiast powrót do wartości wyjściowej 
następował w 60 min. W tychże warunkach doświadczalnych nie obserwowano zmian 
w wydzielaniu FSH, LH, GH, ACTH i TSH. Z powodu braku danych o zależności 
odpowiedzi na NPW od dawki wprowadzanego polipeptydu, zespół Bakera w 2003 
roku powtórzył doświadczenie Shimomury [1]. W ich doświadczeniu podanie 1 nmol 
NPW do komór bocznych mózgu przytomnych samców szczurów powodowało 2-krotny 
wzrost poziomu PRL i kortykosteronu w osoczu w stosunku do grupy kontrolnej. 
Natomiast po dokomorowym wstrzyknięciu 3 nmol NPW obserwowano 5-7-krotny 
wzrost poziomu PRL i 5-krotny kortykosteronu. W przeciwieństwie do tych wzrostów, 
poziomy hormonu wzrostu (GH) w osoczu były obniżone zarówno przy dawce 1 nmol 
jak i 3 nmol NPW.

Badania in vitro z zastosowaniem zawiesiny komórek przedniego płata przysadki 
mózgowej szczura nie wykazały natomiast wpływu NPW na uwalnianie hormonów 
tego płata przysadki, co sugeruje działanie NPW na poziomie podwzgórza. Ta zdolność 
egzogennego peptydu do stymulacji zarówno wydzielania prolaktyny, jak i stymulowania 
osi podwzgórzowo-przysadkowo-nadnerczowej sugeruje, że NPW może brać udział 
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w odpowiedzi podwzgórza na stres [1]. Wstępne wyniki badań własnych wskazują, iż 
w przypadku pierwotnej hodowli komórek kory nadnercza szczura NP W stymuluje 
produkcję kortykosteronu oraz proliferację badanych komórek.

ROLA NPW W REGULACJI ŁAKNIENIA

Wykrycie receptora GPR7 w jądrach związanych z regulacją bilansu energetycznego 
skłoniła zespół Shimomury do przeprowadzenia doświadczeń mających na celu wykazanie 
wpływu NPW na równowagę energetyczną [9]. Po wstrzyknięciu 10 nmol NPW do komór 
bocznych mózgu szczura, autorzy ci wykazali, że pobór pokarmu przez szczury 
otrzymujące NPW w ciągu 2 godzin był trzykrotnie wyższy niż w grupie kontrolnej [9]. 
Podobne wyniki dotyczące spożywania pokarmu przez szczury stymulowane przez wyższe 
dawki NPW obserwowali również w swoim doświadczeniu Baker i wsp. [1].

Jednakże powyżej przedstawione dane nie znajdują potwierdzenia w ostatnich 
doniesieniach. Mianowicie, Mondal i wsp. [7] wykazali, iż pojedyncze dokomorowe 
podanie NPW hamuje spożywanie pokarmu i wywołuje wzrost wydatku energetycznego, 
z kolei ciągła infuzja dokomorowa polipeptydu (z zastosowaniem minipompy osmo- 
tycznej) hamuje zarówno pobieranie pożywienia, jak i przyrost masy ciała szczurów. 
Autorzy ci wykazali także, iż podanie anty-NPW IgG stymulowało u tych zwierząt 
pobieranie pokarmu.

Jak z przedstawionego przeglądu piśmiennictwa wynika, NPB i NPW - z uwagi na ich 
szerokie występowanie i homologię do innych neuropeptydów - najprawdopodobniej 
odgrywają rolę w regulacji homeostazy energetycznej organizmu oraz regulacji układu 
neuroendokrynowego. Jednakże ich dokładna rola w tym zakresie oczekuje na wyjaśnienie.
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Streszczenie: Neuroblastoma jest najczęstszym pozaczaszkowym guzem litym u dzieci. Pomimo inten
sywnego leczenia u większości dzieci z neuroblastoma wysokiego ryzyka dochodzi do wznowy. Ko
nieczne jest opracowanie nowych metod walki z minimalną chorobą resztkową, które polepszyłyby 
przeżywalność dzieci z neuroblastoma wysokiego ryzyka. Immunoterapiajest jednąz obecnie rozwija
nych strategii. W pracy omówiono opublikowane w ostatnich latach dane literaturowe dotyczące immu
noterapii neuroblastoma. Przytoczono publikacje, w których badano wzajemne oddziaływanie neuro
blastoma i składników układu odpornościowego. Omówiono rozwijane w badaniach klinicznych i przed- 
klinicznych podejścia immunoterapeutyczne do walki z tą chorobą: bierną i czynną terapię, której ce
lem jest antygen neuroblastoma gangliozyd GD2, zastosowanie modyfikowanych komórek neurobla
stoma i komórek dendrytycznych jako szczepionek.

Słowa kluczowe: neuroblastoma, immunoterapia nowotworów, przeciwciała monoklonalne, gangliozyd
GD2.
Summary: Neuroblastoma is the most common extracranial tumour of childhood. Despite of the applica
tion of intensive treatment regiments, the majority of high-risk patients are eventually relapsing. This 
stresses the need for new therapeutical approaches to eradicate residual tumour cells, which might impro
ve the survival of the high-risk group neuroblastoma patients. Immunotherapy of neuroblastoma is one of 
the currently developed strategies. In this publication recent data on application of immunotherapy in 
neuroblastoma treatment have been reviewed. They include the publications investigating neuroblastoma 
interactions with immune system. Clinically tested and preclinically developed approaches engaging the 
immune system to fight the tumour have been reviewed. They include data on development of the passive 
and active therapies targeting a neuroblastoma antigen GD2 ganglioside, as well as application of modified 
tumour cells and dendritic cells as vaccines.

Key words: neuroblastoma, immunotherapy, monoclonal antibody, GD2 ganglioside.
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1. WPROWADZENIE

Neuroblastoma (nerwiak zarodkowy współczulny) jest chorobą nowotworową wieku 
wczesnodziecięcego. Zaliczana jest do grupy guzów „drobno-okrągło-komórkowych”. 
Jej źródłem są pierwotne komórki nerwowe, wędrujące z cewy nerwowej, aby dać 
początek strukturom obwodowego układu nerwowego. Jest to najczęstszy pozaczasz- 
kowy guz lity [2]. Rocznie, neuroblastoma stanowi w przybliżeniu 10% wszystkich 
nowotworów diagnozowanych u dzieci i młodzieży (w Polsce około 70 zachorowań).

Guz pierwotny, w największej liczbie przypadków, umiejscowiony jest w okolicy 
nadnerczy (zwłaszcza u dzieci młodszych), a dalej w śródpiersiu, okolicach szyi i okolicy 
krzyżowej [25]. Stopień kliniczny neuroblastoma określany np. według międzyna
rodowego systemu klasyfikacji neuroblastoma (INSS, ang. International Neuroblastoma 
Staging System) i wiek są ważnymi czynnikami prognozującymi przebieg choroby [2], U 
dzieci poniżej pierwszego roku życia, ze zlokalizowaną chorobą prognozy są dobre. W 
tej grupie wiekowej występuje również rozsiany typ choroby, z wtórnymi ogniskami 
nowotworu głównie w wątrobie i skórze (stopień 4SINSS). Takie dzieci, pomimo obecności 
wtórnych ognisk nowotworu, mają ogólnie bardzo dobre prognozy, co ma związek z 
obserwowaną spontaniczną regresją (zanikiem) choroby. Większość przypadków 
neuroblastoma nie zanika spontanicznie. Neuroblastoma wysokiego ryzyka daje złe 
prognozy na wyleczenie. Do tej grupy zalicza się głównie dzieci mające powyżej 1 roku 
życia, u których występuje: zaawansowana neuroblastoma (stopień 4 INSS) z wtórnymi 
ogniskami nowotworu przede wszystkim w szpiku kostnym, kościach, węzłach chłonnych 
lub dzieci z chorobą w stopniu 2 i 3 INSS z amplifikacją onkogenu MYCN [2,21].

Oprócz stopnia zaawansowania choroby czy wieku pacjenta prognostyczne znaczenie 
ma również typ histologiczny guza. Neuroblastoma charakteryzuje sięheterogennością. 
Guzy różnią się stopniem zróżnicowania i dojrzewania, stąd podział na neuroblastoma, 
ganglioneuroblastoma, ganglioneuroma [25,49]. Dodatkowo, bada się również cechy 
genetyczne neuroblastoma w kierunku występowania mutacji somatycznych, np. 
amplifikacji genu MYCN, zmian ploidalności, delecji lp [35]. Amplifikacją onkogenu 
MYCNźle rokuje w przebiegu neuroblastoma [58,65].

Metody leczenia pacjentów z neuroblastoma wysokiego ryzyka obejmują intensywną 
indukcyjną chemioterapię, zabieg chirurgiczny, mieloablatywną konsolidację z przesz
czepem komórek krwiotwórczych, radioterapię. W leczeniu minimalnej choroby 
resztkowej (MRD, ang. minimal residual disease), a więc w niszczeniu tych klonów 
komórek nowotworowych, które pozostały po chemioterapii i radioterapii próbuje się 
stosować np. pochodne kwasu retinowego czy immunoterapię [2,62]. Zastosowanie 
intensywnej terapii u pacjentów wysokiego ryzyka pozwala na wydłużenie czasu, w 
którym choroba pozostaje w remisji. Niestety, u większości pacjentów z neuroblastoma 
wysokiego ryzyka dochodzi do wznowy, często w miejsca odległe niż guz pierwotny, 
zazwyczaj do szpiku kostnego i kości, a komórki za nią odpowiedzialne charakteryzują 
się m.in. chemioopomością.
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Przeżywalność dzieci z neuroblastoma wysokiego ryzyka jest wciąż niezadowalająca, 
co skłania do opracowania nowych programów leczenia. Jednym z kierunków badań 
nad metodami walki z MRD jest opracowanie immunoterapii neuroblastoma, u której 
podstaw leży mobilizacja układu odpornościowego pacjenta do walki z tą chorobą.

2. ODDZIAŁYWANIE NEUROBLASTOMA 
Z UKŁADEM ODPORNOŚCIOWYM

Opracowanie skutecznej immunoterapii, wymaga poznania związków pomiędzy 
komórkami transformowanymi a układem odpornościowym. Oddziaływanie to ma 
charakter złożony. Dla wielu typów nowotworów wykazano zdolność układu odpomoś- 
ciowegodo rozpoznania i niszczenia komórek transformowanych. Z drugiej strony 
poznano także mechanizmy ucieczki komórek rakowych spod kontroli tego układu, czy 
opisano udział jego składników w patogenezie raka [22,23,28,60],

Szereg prac z ostatnich lat dostarcza informacji o oddziaływaniu neuroblastoma 
z układem odpornościowym:
♦ w 53% z 98 preparatów guza pierwotnego od pacjentów z neuroblastoma w 4 stop

niu choroby przed wdrożeniem leczenia wykazano obecność komórek NK T, 
co związane było z ekspresją chemokiny CCL2 w badanych guzach. Obecność tych 
komórek silnie korelowała z 5-letnią zdolnością do przeżycia chorych dzieci [34],

♦ u niektórych osób zdrowych i pacjentów z neuroblastoma wykazano obecność prze
ciwciał klasy IgM skierowanych przeciwko neuroblastoma [18],

♦ zbadano, że naturalne przeciwciała klasy IgM (od osób zdrowych) hamują in vivo 
wzrost oraz tworzenie wtórnych ognisk u szczurów z ksenoprzeszczepem ludzkiej 
linii neuroblastoma LAN-1 [17],

♦ u 3 z 47 pacjentów z neuroblastoma stwierdzono obecność przeciwciał klasy IgG 
wiążących antygen NY-ESO-1 obecny na neuroblastoma [48],

♦ in vitro, w hodowlach limfocytów od niektórych pacjentów z neuroblastoma wyka
zano, że limfocyty T CD4+ i CD8+ po uprzedniej stymulacji swoiście eliminują 
komórki neuroblastoma wykazujące ekspresję białka NY-ESO-1 [48],

♦ świeżo izolowane dziewicze oraz aktywowane przy pomocy interleukiny 2 (IL-2) 
limfocyty Tyó od zdrowych dawców zabijają komórki neuroblastoma [54],

Wymienione obserwacje, a także fakt, iż u większości dzieci z neuroblastoma 
w stopniu 4S obserwuje się spontaniczną regresję choroby, co może mieć związek 
z zaangażowaniem mechanizmów odpornościowych, stanowią uzasadnienie dla prowadzenia 
badań na opracowaniem immunoterapeutycznego podejścia do leczenia tego rozrostu.

2.1. Antygenowość i immunogenność neuroblastoma

Na komórkach neuroblastoma wykazano ekspresję szeregu cząsteczek zaliczanych 
do antygenów związanych z nowotworami, co ma znaczenie dla wzbudzania swoistej 
komórkowej czy humoralnej odpowiedzi przeciwnowotworowej.
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Gangliozyd GD2, glikolipidowy antygen, wykazuje stabilną i dość jednorodną ekspresję na 
komórkach neuroblastoma [26], Dla neuroblastoma wykazano nadekspresję MYCN [53], 
obecność hydroksylazy tyrozyny [20], czy też białek należących 
do tzw. antygenów wspólnych (jądro/nowotwór), np. NY-ESO-1, MAGE-A1, MAGE-A3/ 
A6 [48,68]. Wólfl i współpracownicy, wykazali ekspresję MAGE-A1, MAGE-A3/A6, NY- 
ESO-1 u odpowiednio 44, 21 i 28% spośród 19 preparatów guzów barwionych 
immunohistochemicznie. Otrzymany wzór barwienia świadczył o heterogennej ekspresji tych 
antygenów związanych z nowotworami. Zjawisko to obserwowane również dla innych typów 
nowotworów stanowi ograniczenie dla skutecznej eliminacji komórek rakowych z udziałem 
swoistych mechanizmów, w tym limfocytów T cytotoksycznych (CTL) [68].

Problem podatności neuroblastoma na CTL wciąż nurtuje badaczy. Neuroblastoma 
jest słabo immunogennym nowotworem, co jest związane m.in. z niskim poziomem 
lub brakiem cząsteczek MHC [68], W badaniach, opisano szereg mechanizmów 
prowadzących do obniżenia lub braku ekspresji cząsteczek MHC I i MHC II w 
komórkach neuroblastoma, w tym również ekspresji indukowanej przez INF-y 
[14,15,71]. Jednak, stosując metody czulsze od technik immunohistochemicznych, 
Spierings i współpracownicy wykazali, że nawet niski poziom cząsteczek MHC I jest 
wystarczający dla rozpoznania i lizy komórek neuroblastoma przez swoiste limfocyty 
T CD8+. Pozwala to przypuszczać, że neuroblastoma może być celem dla immunoterapii, 
jeśli opracowane zostaną metody aktywowania swoistych CTL [61].

Co więcej, na neuroblastoma brak jest wielu cząsteczek kostymulujących. Obecność 
mRNA dla CD40, CD80, CD86, PD-1L, B7H2, OX40L, 4-1BBL stwierdzono dla 
szeregu ludzkich linii neuroblastoma oraz w komórkach neuroblastoma od pacjentów. 
Ekspresję białka OX40L wykazano tylko dla linii GI-CA-N i IMR-32. Co ważne na 
komórkach neuroblastoma ze szpiku kostnego od pacjentów wykazano ekspresję 
cząsteczki CD40 (we wszystkich 6 przebadanych próbkach), co otwiera możliwość 
opracowania terapiiz zastosowaniem CD40L. W połowie z tych próbek wykazano 
obecność cząsteczki CD86 [1].

2.2. Immunosupresja komórek dendrytycznych

Intensywnie badany jest wpływ neuroblastoma na komórki dendrytyczne (DC, ang. 
dendritic cell), co ma związek ze szczególną rolą pełnioną przez te profesjonalne komórki 
prezentujące antygeny w powstawaniu przeciwnowotworowej odpowiedzi odpornościowej 
oraz zdolnością do wzbudzania stanu tolerancji przez niedojrzałe DC [29,67].

Badania wykonane na układach modelowych wskazują na immunosupresję DC 
pod wpływem neuroblastoma. Wykazano, że DC różnicowane in vitro z prekursorów 
szpikowych od myszy z zaawansowaną neuroblastoma były dysfunkcjonalne, nawet 
po transdukcji wektorem adenowirusowym kodującym gen mysiej IL-12. Użycie 
tych komórek jako szczepionki podawanej do guza u myszy nie prowadziło do jego 
zaniku, co obserwowano z użyciem DC wyprowadzonych od zwierząt zdrowych 
[44]. Wykazano również, iż neuroblastoma w bezpośrednim kontakcie hamuje 
indukowane przez TNF-a dojrzewanie DC, obniżając ich zdolność do stymulacji 
allogenicznych limfocytów T, a także promuje apoptozę w hodowlach DC [10]. 
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Shurin i współpracownicy zbadali, że komórki mysiej linii neuroblastoma Neuro-2a 
i ludzkiej linii neuroblastoma SK-N-BE, a także obecne na nich gangliozydy, odpo
wiednio GM3 i GD2, upośledzają proces różnicowania się DC z komórek wyjściowych 
(odpowiednio szpikowych progenitorów i komórek prekursorowych CD34+ z krwi 
pępowinowej) [56].

Hamujące działanie gangliozydów na układ odpornościowy zostało szeroko opisane 
i jest nadal badane. U pacjentów z neuroblastoma gangliozydy, w tym GD2, są obecne 
we krwi. Wykazano zdolność tych związków do wiązania się do cytokin czy receptorów 
na komórkach krwi. Pozwala to przypuszczać, iż immunosupresyjny efekt jest wywierany 
nie tylko w mikrośrodowisku nowotworu, lecz również ogólnie ustrojowo [6].

2.3. Ucieczka spod kontroli komórek NK i dopełniacza

Niski poziom cząsteczek MHC lub ich brak aktywuje komórki NK, które mają 
zdolność do efektywnej lizy komórek nowotworowych i wydzielania limfokin [31]. 
Neuroblastoma jest wrażliwa na efektorowe mechanizmy z udziałem komórek NK. 
Wykazano skoordynowane współdziałanie obecnych na komórkach NK receptorów 
naturalnej cytotoksyczności NKp46 (NCR1), NKp44 (NCR2), NKp30 (NCR3) w 
zabijaniu komórek ludzkich linii neuroblastoma ACN i SK-N-BE [59].

Jednak Castriconi i współpracownicy [8] zaproponowali, że cząsteczka 4Ig-B7-H3 
obecna u pacjentów na komórkach neuroblastoma (negatywnych pod względem ekspresji 
MHC 1) hamuje cytotoksyczność komórek NK. Inny mechanizm ucieczki przed 
aktywnością komórek NK wykazano analizując fenotyp komórek neuroblastoma NXS2 
izolowanych z guzów od myszy A/J. Guzy te rozwinęły się u zwierząt po początkowym 
zaniku, na skutek szczepienia suboptymalną dawką immunocytokiny hul4.18-IL-2 
(białko fuzyjne „uczłowieczonego” przeciwciała wiążącego gangliozyd GD2 i IL-2). 
Terapia ta aktywuje komórki NK. In vitro, w tych komórkach neuroblastoma wykazano 
przejściowy wzrost ekspresji MHC I, ale spadek zawartości gangliozydu GD2. 
Dodatkowo udało się pokazać, że komórki o takim fenotypie były mniej podatne na 
bezpośrednią lizę z udziałem komórek NK, jak i na cytotoksyczność komórkową z 
udziałem przeciwciała hul4.18-IL-2 [36].

Heterogenność jest cechą charakterystyczną guzów typu neuroblastoma. Również 
w hodowlach in vitro, występują różniące się klony komórek: dominujący typ N o 
fenotypie neuroblastów, typ S odpowiadający komórkom Schwanna, a także typ pośredni 
[49]. Obserwowana zmienność może mieć znaczenie również dla oddziaływania ze 
składnikami układu odpornościowego. Neuroblastoma jest wrażliwa na mechanizmy 
zabijania z udziałem przeciwciał. Jednak, porównując podatność, na cytotoksyczność 
zależną od dopełniacza (CDC, ang. complement-dependent cytotoxicity) odpowia
dających sobie klonów typu N i S stwierdzono, że komórki typu S były bardziej oporne 
na CDC. Korelowało to ze zwiększoną ekspresją związanych z błoną inhibitorów 
dopełniacza głównie cząsteczki CD59 [9],
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3. IMMUNOTERAPIA NEUROBLASTOMA- 
KIERUNKI PROWADZONYCH BADAŃ

Z powyższych danych wynika, że tolerancja immunologiczna neuroblastoma jest 
aktywnie ustanawiana i utrzymywana. Lepsze poznanie mechanizmów regulujących to 
zjawisko daje szansę na opracowanie nowych metod leczenia, w tym szczepionek, 
zdolnych do przełamania tego stanu i mobilizacji do walki z chorobą mechanizmów 
obronnych pacjenta.

Ze względu na ograniczoną liczbę dzieci z neuroblastoma, które mogą uczestniczyć 
w badaniach I fazy klinicznej, podstawowe znaczenie dla rozwoju nowych metod leczenia 
tej choroby mająmodele zwierzęce. Należy do nich model immunokompetentnych myszy 
A/J, do których transplantuje się komórki syngenicznej linii neuroblastoma C1300, TBJ, 
Neuro-2a czy NXS2 [4]. Ze względu na niski poziom ekspresji cząsteczek MHC I czy 
charakter wzbudzanej odpowiedzi przeciwnowotworowej, modele te dobrze oddają 
stan obserwowany u pacjentów. Komórki NXS2 wykazują heterogenną, ale stabilną 
ekspresję gangliozydu GD2. Zastosowanie m.in. tej linii, pozwala na modelowanie 
przerzutów, a zdolność tworzenia przez nią ognisk nowotworu w wątrobie i szpiku 
kostnym przypomina zaawansowany przebieg choroby u dzieci. Inne stosowane w 
badaniach modele to np. ksenoprzeszczepy ludzkiej neuroblastoma u gryzoni z 
niedoborami układu odpornościowego, myszy transgeniczne MYCN [4,17,41 ].

Obecnie rozwijanych jest szereg immunoterapii do walki z neuroblastoma. Poniżej 
omówiono wybrane prace z ostatnich lat dotyczące tej tematyki.

3.1. Przeciwciała wiążące gangliozyd GD2 w terapii neuroblastoma

Ponieważ gangliozyd GD2 wykazuje wysoką i dość jednorodną ekspresję 
na komórkach neuroblastoma, a także ograniczone występowanie na komórkach 
normalnych, przeciwciała swoiście wiążące ten antygen stosowane są dla diagnozowania 
tej choroby i oceny postępów leczenia [46]. Ten antygen cukrowy związany z 
nowotworami jest także celem opracowanych immunoterapii. Wykazano, że obecność 
gangliozydu GD2 w stanie wolnym w surowicy chorych nie jest wystarczająca, aby 
ingerować z b i ody strybucją swoistych przeciwciał. Dodatkowo, wiadomo, że zastoso
wanie biernej terapii z udziałem przeciwciał wiążących gangliozyd GD2 nie prowadzi 
do spadku jego ekspresji na komórkach neuroblastoma [26].

Pozyskano szereg przeciwciał monoklonalnych wiążących gangliozyd GD2 [43]. 
Spośród nich 2 przeciwciała mysie 3F8 (IgG3), 14G.2a (IgG2a) oraz przeciwciało 
chimeryczne (powstałe z połączenia z regionów zmiennych mysiego przeciwciała i 
regionów stałych ludzkiej IgGl) chl4.18 są testowane w próbach klinicznych [12]. 
Dotychczas zgromadzone dane sugerują, że bierna terapia przy pomocy tych przeciwciał 
może mieć zastosowanie dla leczenia MRD (konsolidacja remisji) u pacjentów z 
neuroblastoma wysokiego ryzyka. Szereg krajów Unii Europejskiej w tym również 
ośrodki w Polsce będą uczestniczyć w randomizowanych badaniach III fazy klinicznej 
nad zastosowaniem przeciwciała chi4.18 w leczeniu MRD u dzieci z neuroblastoma 
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wysokiego ryzyka (dane z E-SIOP Neuroblastoma Meeting, Kraków, 22-24 października 
2004). W doświadczeniach in vitro, wykazano, że przeciwciała wiążące gangliozyd GD2 
pośredniczą w reakcjach CDC i ADCC (cytotoksyczność zależna od przeciwciał, ang. 
antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) [9,33,41]. Dodatkowo, wykazano, że efekt 
leczniczy może być związany z wzbudzaniem sieci przeciwciał idiotypowych. Po 6 i 14 
miesiącach od zakończenia terapii, w surowicy pacjentów z neuroblastoma, leczonych 
przeciwciałem 3F8 wykazano obecność przeciwciał anty-antyidiotypowych (Ab3 oraz 
wiążących gangliozyd GD2 Ab3’), co dodatnio korelowało z przeżyciem pacjentów [11]. 
Prowadzone są badania nad immunomodulacjątej terapii z zasto-sowaniem adjuwantów, np. 
GM-CSF, [3-glukanem [ 13,39]. W badaniach Ił fazy klinicznej wykazano odpowiedź u pacjentów 
z neuroblastoma oporną na leczenie po terapii z udziałem przeciwciała 3F8 i GM-CSF [27],

W hodowlach komórkowych i z zastosowaniem modeli mysiej neuroblastoma bada 
się szereg pochodnych przeciwciał wiążących gangliozyd GD2, np.
♦ immunocytokiny np. hul4.18-GM-CSF, chł4.18-IL-2 (białka fuzyjne przeciw

ciał i cytokin), które w mikrośrodowisku guza podnoszą poziom cytokin [30,33],
♦ immunotoksyny będące białkami fuzyjnymi przeciwciał i modyfikowanych ge

netycznie toksyn, np. łańcucha A rycyny, egzotoksyny A Pseudomonas, domeny 
katalitycznej dyfterotoksyny, które swoiście wiążą się z komórkami nowotworo
wymi i wywierają na nie bezpośredni efekt cytotoksyczny [32,63,66],

♦ miniciała [5],
♦ przeciwciała o podwójnej swoistości, np. wiążące gangliozyd GD2 i CD3 [32],
♦ immunoliposomy, w których przyłączone na powierzchni przeciwciała wiążące 

gangliozyd GD2 umożliwiają selektywne dostarczanie do komórek neuroblastoma 
np. doksorubicyny, fenretynidu (4-HPR), antysensownych nukleotydów dla onko- 
genu c-myb [7,40,42].

♦ chimeryczne antygenowe receptory (ang. chimeric antigen receptor), które 
ulegając ekspresji np. na CTL kierowałyby aktywność tych komórek przeciw neu
roblastoma. Przykładem jest receptor, który tworzą jednołańcuchowe fragmenty 
Fv przeciwciała wiążącego GD2 połączone zawiasem z cytoplazmatyczną dome
ną sygnałową CD3£ [50],

Dla porządku należy dodać, iż efekt terapeutyczny próbuje się uzyskać z zasto
sowaniem przeciwciał skierowanych także przeciwko białkowym antygenom 
występującym na komórkach neuroblastoma [16, 37].

3.2. Czynna terapia, której celem jest gangliozyd GD2

Antygeny węglowodanowe związane z nowotworami wykazując największy poziom 
ekspresji na komórkach rakowych stanowią atrakcyjny cel również dla czynnej terapii. 
Wiadomo, iż gangliozyd GD2 jest słabo immunogenny u ludzi. Antygeny cukrowe 
zaliczane są bowiem do grupy antygenów grasiczoniezależnych. Próbuje się przełamać 
ten stan tolerancji. Przykładem może być zastosowanie do szczepienia zamiast antygenów 
cukrowych cząsteczek zastępczych, np. przeciwciał antyidiotypowych czy mimotopów 
peptydowych.
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Badana jest szczepionka DNA kodująca w formie wydzielniczej jednołańcuchowe 
fragmenty Fv przeciwciała antyidotypowego 1A7 (Ab2[3), które zawierają „wewnętrzny 
obraz” gangliozydu GD2. Podanie jej domięśniowo myszom wzbudzało odpowiedź 
humoralną skierowaną przeciwko fragmentom przeciwciała 1A7, a także przeciwko 
gangliozydowi GD2. Ta szczepionka nie wzbudzała jednak odpowiedzi komórkowej [72].

Kolejnym podejściem jest użycie mimotopów peptydowych wyłowionych z fagowych 
bibliotek peptydowych, by naśladowały wyjściowy antygen. Trafność takiego podejścia 
wykazano m.in. dla antygenu cukrowego Lewis Y [24]. Trwają prace nad zastosowaniem 
mimotopów peptydowych również w przypadku gangliozydu GD2. Przy pomocy 
przeciwciała 14G2a wyłowiono peptydy ulegające fagowej ekspresji, a wiążące się do tego 
przeciwciała. Aktualnie, bada się ich antygenowe właściwości i zdolność do wzbudzania 
swoistej dla gangliozydu GD2 odpowiedzi odpornościowej (informacja własna autora).

3.3. Modyfikowane komórki nowotworowe jako szczepionki

Wykorzystanie do szczepienia komórek rakowych ma już długą tradycję, również 
w przypadku neuroblastoma. Stosuje się zarówno autologiczne, jak i allogeniczne 
komórki. Prowadzone są badania nad wzmocnieniem immunogennych właściwości 
szczepionek opartych na komórkach nowotworowych. Z użyciem wektorów wirusowych 
i niewirusowych modyfikuje się te komórki w celu uzyskania ekspresji (przejściowej 
lub stabilnej) cytokin, chemokin, cząsteczek MHC, czy cząsteczek kostymulujących. 
W ostatnich latach opublikowano szereg badań z wykorzystaniem szczepionek opartych 
na modyfikowanych komórkach neuroblastoma.

W badaniach I fazy klinicznej sprawdzano szczepionkę opartą na mieszaninie 
naświetlonych allogenicznych komórek linii neuroblastoma SJNB-JG-G12 produ
kujących ludzką IL-2 i limfotaktynę. Była ona dobrze tolerowana w badanych dawkach. 
Jej zastosowanie wzmagało reaktywność immunologiczną u pacjentów. Obserwowano 
m.in. naciekanie miejsca iniekcji przez limfocyty T CD4+, CD8+, komórki Langerhansa 
CDla+, a u części pacjentów wzrost aktywności cytotoksycznej komórek NK, wzrost 
IL-5 w osoczu czy wreszcie wzbudzenie przeciwciał klasy IgG wiążących się do komórek 
użytych do immunizacji [51].

Na modelach zwierzęcych sprawdzane są kolejne szczepionki. Użycie do nastrzykiwania 
guzów powstałych z niemodyfikowanych komórek Neuro-2a szczepionki z naświetlonych 
Neuro-2a wykazujących ekspresję ludzkiej IL-2 oraz białka fuzyjnego ludzkiej IL-12 dawało 
lepszy efekt terapeutyczny, w porównaiu z komórkami modyfikowanymi tylko jedną z tych 
cytokin. Szczepionka ta aktywowała limfocyty T CD8+ i CD4+ [57]. Zdolność do hamowania 
wzrostu ustalonych guzów i wytworzenia przeci wnowotworowej pamięci immunologicznej 
wykazano dla szczepionki, złożonej z komórek Neuro-2a transdukowanych wektorem 
retrowirusowym kodującym GM-CSF w połączeniu z oligodeoksynukleotydami zawie
rającymi niemetylowane sekwencje CpG [52].

Yan i współpracownicy porównali przeciwnowotworowe właściwości szczepionki 
z agresywnego klonu komórek Neuro-2a, AGN2a, stabilnie transfekowanego cząsteczkami 
kostymulującymi: 4-1BBL i B7-1, B7-2 i B7-1 oraz tylko B7-1. Najlepszą oporność przed 
niemodyfikowanym klonem AGN2a uzyskano po podaniu komórek transfekowanych 4- 
1 BBL i B7-1, a najsłabszą po podaniu komórek z ekspresją tylko B7-1 [69].
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Ciekawym podejściem jest również wykorzystanie onkolitycznego replikującego 
wirusa opryszczki pospolitej typu-1. Użyto go do transdukcji in vivo guzów u myszy 
konstruktem genowym kodującym rozpuszczalne białko fuzyjne dimeru B7-1 (części 
zewnątrzkomórkowej) i części Fc przeciwciała IgG 1. Białko to uwalniane w środowisku 
komórek nowotworowych może dostarczać sygnału niezbędnego do aktywacji przeciw- 
nowotworowej odpowiedzi komórkowej. Zastosowanie takiej metody modyfikacji 
komórek nowotworowych prowadziło do znaczącego ograniczenia wzrostu guza, w 
czym pośredniczyły limfocyty T CD8+ [64].

3.4. Zastosowanie komórek dendrytycznych

Jeszcze innym podejściem są próby użycia DC, choć wymagają one optymalizacji 
szeregu parametrów, np. stopnia dojrzałości, dawki, drogi i częstości podawania DC, 
metody dostarczenia antygenu do DC [3], Na modelu myszy A/J bada się przeciw- 
nowotworowąaktywność DC transdukowanych wektorem adenowirusowym kodującym 
mysią IL-12 [45]. W testach I fazy klinicznej u dzieci z guzami litymi sprawdzono 
mieszaninę niedojrzałych DC inkubowanych osobno z lizatem autologicznych komórek 
nowotworowych od pacjentów i KLH. U niektórych pacjentów, w tym jednego z 
neuroblastoma, po szczepieniu obserwowano wzbudzenie swoistej przeciwnowoto- 
worowej odpowiedzi limfocytów T w hodowli świeżo izolowanych niestymulowanych 
PBMC (jednojądrzastych komórek krwi obwodowej) [19]. Bada się także szczepionki 
oparte na zfuzjowanych metodą elektroporacji DC i komórki Neuro-2a [38],

4. PODSUMOWANIE

Metody immunoterapeutyczne w leczeniu MRD u dzieci z neuroblastoma wysokiego 
ryzyka są obecnie sprawdzane w badaniach klinicznych i intensywnie rozwijane w 
badaniach przedklinicznych. Należy również wspomnieć o innych potencjalnych 
możliwościach leczenia opartych na biologicznych właściwościach neuroblastoma. Bada 
się m.in. różnicowanie neuroblastoma z udziałem pochodnych kwasu retinowego, 
zastosowanie aktywnie pobieranej przez neuroblastoma 13lI-meta-jodobenzyloguanidyny, 
związków hamujących angiogenezę, czy indukujących apoptozę [47,55,70]. W 
przyszłości po optymalizacji mogą one uzupełnić stosowane już programy leczenia tej 
choroby. Należy mieć nadzieję, że ich zastosowanie przyczyni się do poprawy 
przeżywalności dzieci z neuroblastoma wysokiego ryzyka.
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WSTĘP - INTRODUCTION

Proces starzenia się człowieka obejmujący cały organizmu, przebiega w różnym 
tempie w tworzących go narządach i układach. Jednak zmiany związane z wiekiem 
zawsze prowadzą do upośledzenia funkcji tych narządów i układów. Prowadzi to do 
zwiększającego się zagrożenia wystąpieniem procesów chorobowych. Poznawanie relacji 
pomiędzy zmianami wynikającymi z procesu starzenia a rozwojem procesów patolo
gicznych jest jednym z głównych problemów, jakimi zajmuje się współczesna 
gerontología i geriatria. Dlatego też Komisja Biologii Starzenia PAN przyjęła jako 
temat kolejnego posiedzenia „Zaburzenia hematologiczne wieku podeszłego". 
Posiedzenie to miało charakter konferencji współorganizowanej przez Polskie 
Towarzystwo Anatomiczne, Polskie Towarzystwo Histochemików i Cytochemików oraz 
Oddział Warszawski Polskiego Towarzystwa Biologii Komórki. Konferencja była 
kontynuacją cyklu posiedzeń naukowo-szkoleniowych poświęconych biologii komórki 
a organizowanych od wielu lat przez Panią Profesor Zofię Osuchowską oraz Profesora 
Jerzego Kawiaka. Miejscem konferencji, która odbyła się 27 listopada 2004 roku, była 
sala wykładowa w gmachu Wydziału Biologii Uniwersytetu Warszawskiego i za jej 
udostępnienie serdecznie dziękujemy. Problemem, który dominował wśród prezento
wanych na konferencji prac były nowotwory układu krwiotwórczego u ludzi starszych, 
częstość ich występowania oraz efekty leczenia. Z przedstawionych referatów wynikało, 
że ludzie starsi gorzej niż młodzi znoszą chemioterapię, ale odnowa układu krwiotwór
czego po przeszczepie szpiku kostnego przebiega podobnie jak u ludzi młodych. Takie 
obserwacje spowodowały, że wiek podeszły nie stanowi przeciwwskazania do wykonania 
tego zabiegu, który daje szansę całkowitego wyleczenia.

Prof. Andrzej Myśliwski 
Zakład Histologii i Immunologii 
Akademii Medycznej w Gdańsku
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NOWOTWORY HEMATOLOGICZNE WIEKU STARSZEGO

HAEMATOLOGICAL MALIGNANCIES IN OLDER PATIENTS

A. DMOSZYŃSKA1, K. GIANNOPOULOS2

'Klinika Hematologii i Transplantacji Szpiku oraz 
2Zakład Immunologii Klinicznej AM w Lublinie

Streszczenie: Obserwuje się wzrastającą liczbę chorych z nowotworami hematologicznymi w wieku 
powyżej 60 lat. Chorzy ci wymagają chemioterapii i/lub radioterapii, ale w porównaniu osobami młod
szymi źle tolerują takie leczenie i notuje się także zwiększony odsetek śmierci związany z taką terapią. 
Zjawisko to nie jest w pełni zrozumiałe, gdyż zmiany w układzie komórek macierzystych nie są duże w 
porównaniu z osobami młodszymi i co ciekawsze funkcja komórek dendrytycznych jest prawidłowa. 
Dla tych chorych obiecującą opcją leczniczą wydaje się immunoterapia. W artykule tym dokonano 
także przeglądu nowotworów hematologicznych charakterystycznych dla wieku starszego.

Słowa kluczowe: nowotwory hematologiczne, starsi chorzy, opcje terapeutyczne.

Summary: In the near future increasing number of elderly patients with haematological malignancies 
will require chemotherapy and/or radiotherapy. The high dose or even standard chemotherapy usually 
results in higher, than in younger patients, percentage of life-threatening myelosupression and deaths. 
This phenomenon in elderly patients is not clear. There are reports suggesting that in elderly patients 
age-related changes are not so different comparing to younger subjects. In elderly patients anti-tumour 
response is reduced but function of dendritic cells in these patients is preserved. It seems that cell
based immunotherapy might be a promising therapeutic option for age-advanced cancer patients. In this 
paper we shortly reviewed some age-specific haematological malignancies.

Key words: haematological malignancies, elderly patients, therapeutic options.

Około 55-60% chorych na nowotwory jest w wieku powyżej 60 roku życia i ten 
odsetek systematycznie zwiększa się. Wiadomo na przykład, że średni wiek chorych 
na chłoniaki nieziarnicze waha się między 60-65 rokiem życia, a 30-35% 
diagnozowanych chłoniaków występuje u ludzi powyżej 70 roku życia. Zachorowalność 
na chłoniaki ludzi do 45 roku życia utrzymuje się na zbliżonym poziomie w ciągu 
ostatniego 10-lecia, ale w grupie 45-75 lat w tym samym czasie liczba zachorowań 
zwiększyła się o 100%, a w grupie powyżej 75 roku życia jeszcze więcej [16]. Przyjmuje 
się, że w tej grupie chorych co każde 10 lat następuje wzrost zachorowań o prawie 
100%.
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Podobne dane publikowane są odnośnie ostrej białaczki szpikowej i szpiczaka plazmo- 
cytowego. Wzrasta więc grupa chorych w starszym wieku wymagających chemioterapii 
i/lub radioterapii. Przewiduje się, że liczba ta będzie rosnąć w najbliższej przyszłości. W 
grupie osób starszych zastosowanie standardowej chemioterapii połączone jest za-zwyczaj 
ze znacznie nasiloną mielosupresją i co jest z tym związane ze zwiększonym odsetkiem 

śmierci w czasie tej terapii w porównaniu 
z grupą osób młodszych [ 1,2,24,30].

Biologiczne mechanizmy odpowie
dzialne za gorszą tolerancję chemio- i 
radioterapii przez osoby starsze nie są 
dostatecznie zrozumiałe. Nie są także 
jasno zdefiniowane zmiany, jakie zacho
dzą w naturalnym przeciwnowotwo- 
rowym mechanizmie obronnym osób 
starszych [27, 28] .

Choroby nowotworowe układu 
krwiotwórczego u osób powyżej 60 ro
ku życia charakteryzują się odmienną

TABELA 1. Wyniki leczenia ostrej białaczki szpikowej 
w zależności od wieku na podstawie analizy 1400 
chorych przedstawionej przez grupę amerykańską 
ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group)

Wiek 
[lata]

Odsetek 
remisji 
całkowitych 
(CR)

Śmierć 
w okresie 
indukcji 
[%]

Oporność 
na leczenie 
[%]

<60 70 10 20
60-70 55 20 25
> 70 35 39 30

biologią. Obserwuje się też wybiórcze występowanie u osób starszych pewnych chorób 
hematologicznych. Do chorób, których predyspozycja związana jest z wiekiem, zalicza się 
przewlekłą białaczkę limfocytową B komókową, szpiczaka plazmocytowego i różne typy 
zespołów mielodysplastycznych.

Co ciekawe komórki dendrytyczne generowane od osób starszych wydają się być 
w pełni czynnościowo sprawne, a zatem być może należałoby w przyszłości 
wykorzystać te komórki do immunoterapii resztkowej choroby nowotworowej [26].

Jest ciągle przedmiotem kontrowersji, jakim zmianom podlegają krwiotwórcze komórki 
macierzyste w ciągu starzenia organizmu [ 19,21 ]. Najczęściej opisywane u ludzi starszych 
defekty krwiotwórczych komórek macierzystych zestawiono w tabeli 2.

TABELA 2. Zmiany hematologiczne u osób zdrowych w wieku powyżej 60 lat

Komórkowość szpiku obniżona
Komórki progenitorowe prawidłowa zawartość
Chromosomy aneuploidia, utrata Y
Poziom hemoglobiny nieznacznie obniżony
Liczba czerwonych krwinek nieznacznie obniżona
Średnia objętość krwinki czerwonej (MCV) zwiększona
Krwinki białe obniżona liczba, zaburzona funkcja, 

dyskretne przesunięcie w prawo w 
rozmazie krwi obwodowej

Limfocyty CD8 + obniżona liczba, zaburzona funkcja
OB. dyskretny wzrost
Poziom ferrytyny podwyższony u kobiet, obniżony 

u mężczyzn
Poziom witaminy BI2 obniżony
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Badania na zwierzętach wykazały, że wraz z wiekiem zmniejszają się zdolności 
replikacyjne krwiotwórczych komórek macierzystych [19]. Stwierdzono zależność 
między ekspresją antygenu CD 28 a długością telomerów. Molekuła CD 28 jest 
cząsteczką sygnalizacyjną zaangażowaną w aktywację telomerazy i skracanie 
telomerów. Z wiekiem aktywność komórek z ekspresją CD 28+ zwiększa się. Może to 
wskazywać, że komórki macierzyste podlegają procesom starzenia i ten stan może 
odpowiadać za gorsze tolerowanie chemioterapii i radioterapii przez osoby starsze, ale 
są badania wykazujące, że mimo różnicy w długości telomerów zdolności replikacyjne 
komórek macierzystych są zachowane [23]. Na ekspresję CD 28 na limfocytach mogą 
też wpływać komórki nowotworowe powodując zastąpienie CD 28 cząsteczkami CTLA 
4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen), co prowadzi do anergii klonów limfocytów T 
swoistych skierowanych przeciwko komórkom nowotworowym. Cząsteczki CTLA 4 
mają podobną budowę do CD 28, ale ich oddziaływanie z antygenem B 7 nie prowadzi 
do przekazania sygnału limfocytowi T w celu zniszczenia komórki nowotworowej i w 
konsekwencji osłabienia naturalnej obrony przeciwnowotworowej.

PARAMETRY KRWI OBWODOWEJ

Stężenie hemoglobiny obniża się po 60 roku życia i ten trend wyraźnie nasila się po 
70 roku życia. U 10-20% starszych chorych rozwija się niedokrwistość z niedoboru 
żelaza. Powodów niedoboru żelaza jest dużo m.in. sposób odżywiania, mikrokrwawienia 
z przewodu pokarmowego, np. w następstwie szerokiego przyjmowania niesterydowych 
leków przeciwzapalnych przyjmowanych z powodu nasilających się z wiekiem 
dolegliwości bólowych narządu ruchu. Rolę odgrywa też występujący w starszym 
wieku zanik błony śluzowej żołądka. Na drugim miejscu pod względem częstości 
występowania jest niedokrwistość towarzysząca przewlekłym chorobom zapalnym, a 
następnie niedokrwistość megaloblastyczna [3, 4]. W tabeli 3 zestawiono najczęściej 
obserwowane zmiany w parametrach hematologicznych u osób starszych.

TABELA 3. Defekty krwiotwórczych komórek macierzystych w wieku starszym

Defekt zasiedlenia (homing)

Wielopotencjalne 
komórki macierzyste

Ukierunkowane 
komórki macierzyste

Komórki podścieliska
i komórki wspomagające

Defekty
wewnątrzkomórkowe

defekty uwalniania 
cytokin

zmiany w miejscowej syntezie 
cytokin

Defekt kontaktu 
z podścieliskiem

defekt interakcji 
z komórkami 
wielopotencjalnymi

Defekty uwalniania 
cytokin
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PRZEWLEKŁA BIAŁACZKA LIMFOCYTOWA 
B KOMÓRKOWA (PBL-B)

Przewlekła białaczka limfocytowa jest najczęstszym typem białaczki w Europie 
Zachodniej i Stanach Zjednoczonych Ameryki Północnej. Aż 40% zachorowań stanowią 
chorzy powyżej 65 roku życia. Średni wiek ujawnienia choroby waha się między 65-70 
rokiem życia. 20-30% chorych ma mniej niż 55 lat. Częstość zachorowania w skali roku 
wynosi 3/100 000 mieszkańców. Ta postać białaczki jest 20-30 razy częstsza w Europie niż 
w Indiach, Chinach i Japonii. 5-7% chorych wykazuje też pewną predyspozycję rodzinną. 
70-87% diagnozowanych obecnie chorych nie ma żadnych objawów i rozpoznanie stawia 
się przypadkowo w czasie kontrolnej morfologii krwi.

W prawidłowym rozwoju komórek B wyróżniamy dwa etapy: niezależny i zależny 
od kontaktu z antygenem. Pierwszy ma miejsce w szpiku i w tym okresie dochodzi do 
rearanżacji genów V, D i J kodujących immunoglobuliny i tworzenia pierwszych 
przeciwciał. Drugi etap zachodzi w centrach rozrodczych obwodowych narządów 
limfoidalnych, gdzie aktywowany dziewiczy limfocyt B ulega proliferacji i różnicowaniu 
w komórkę pamięci [10].

Dojrzałość komórek B odzwierciedla m.in. obecność somatycznych mutacji genów 
kodujących części zmienne łańcuchów ciężkich i lekkich immunoglobulin. Do mutacji 
somatycznych obejmujących głównie regiony zmienne immunoglobulinowych genów 
dochodzi w centrach rozrodczych grudek chłonnych w obecności antygenu prezen
towanego przez folikulame komórki dendrytyczne oraz limfocyty T [ 10].

Dziewicze limfocyty B cechuje brak mutacji genów kodujących części zmienne 
łańcuchów immunoglobuliny, obecność na powierzchni komórek IgM i IgD oraz braku 
antygenu CD 27. We krwi obwodowej 15-30% tych komórek ma na swej powierzchni 
antygen CD 5. We krwi obwodowej ludzi zdrowych dominują limfocyty B dziewicze, 
które nie weszły jeszcze do centrów rozrodczych, pozostałe to te, które opuściły centra 
rozrodcze i mają mutacje genów IgV i obecność antygenu CD 27, należącego do 
rodziny receptorów czynnika martwicy nowotworu. Uważa się, że komórki z ekspresją 
tego antygenu to komórki pamięci. Odsetek tych komórek wzrasta wraz z wiekiem [5].

W większości przypadków komórka prekursorowana, z której wywodzi się przewlekła 
białaczka limfocytowa, determinuje przebieg kliniczny i rokowanie w tej chorobie. 
Jeszcze do niedawna uważano, że komórki te tworzą jednorodną populację komórek 
spoczynkowych w fazie Go, które nie miały kontaktu z antygenem i uważano, że PBL- 
B jest raczej chorobą z akumulacji niż aktywnej proliferacji [17]. Prace ostatniego 10- 
lecia dowodzą, że PBL-B wywodzi się z limfocytów na różnych poziomach dojrzewania:
1) komórek dziewiczych
2) komórek pamięci immunologicznej [6],

Są autorzy, którzy sądzą, że są to dwie różne populacje [5]. Ale są również doniesienia 
wskazujące, że wszystkie komórki PBL-B miały kontakt z antygenem [10]. Nasuwa 
się tylko pytanie, czy komórki z niezmutowanym genem IgV są dziewiczymi limfocytami 
B czy może odpowiadają komórkom, które miały kontakt z antygenem, ale nie doszło u 
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nich do mutacji i stały się anergiczne. Istnieje możliwość, że ten nieokreślony antygen 
ma charakter T niezależny lub ma cechy superantygenu, a jak wiadomo, cząstki te nie 
doprowadzają do mutacji genów IgV. W przypadku limfocytów T superantygen jest 
zdolny do pobudzania określonej liczby klonów limfocytów i będzie aktywował wszystkie 
limfocyty T z receptorem TCR i łańcuchem [3. W przypadku limfocytów B superantygeny 
wiążą się z receptorami immunoglobulinowymi poza klasycznym miejscem wiązania 
antygenu (np. gronkowcowe białko A). Niejednoznaczna jest też równoczesna obecność 
na powierzchni białaczkowych limfocytów zarówno markerów dziewiczych, np. IgM i 
IgD, jak i receptorów będących wyznacznikami kontaktu z antygenem CD 27 i CD 23. 
Występowanie antygenu CD 23 odróżnia tę postać białaczki od chłoniaka z komórek 
płaszcza. Heterogenność przebiegu klinicznego wynika z mechanizmów biologicznych 
leżących u podstaw tej choroby [6].

SZPICZAK PLAZMOCYTOWY

Szpiczak plazmocytowy jest chorobą występującą najczęściej w wieku powyżej 60 
roku życia. Według danych opublikowanych przez amerykańską grupę ECOG 
zachorowalność na tę chorobę wzrasta z wiekiem, (tab. 4).

TABELA 4. Zachorowalność na szpiczaka w zależności od wieku (na 100 000 mieszkańców USA)

Pleć Wiek [lata]

<35 35-39 40-60 60-80 >80

M 0 0,4 2,7 21 39
K 0 0 0,4 14 30,9

Szpiczak plazmocytowy należy do nowotworów, w których obserwuje się znaczne 
unaczynienie {yascularization) i nasiloną angiogenezę. Dmoszyńska i wsp. [8] wyka
zali, że osoczowe stężenie cytokin stymulujących angiogenezę, takich jak: VEGF i 
bFGF, jest znacznie podwyższone u chorych na szpiczaka. Te i inne obserwacje 
skierowały uwagę na talidomid, którego antyangiogenne właściwości znane były od 
dość dawna [20, 25].

W tabeli 5 zestawiono dotychczas opisane mechanizmy działania talidomidu w 
szpiczaku plazmocytowym.

Nową grupą leków, która może mieć potencjalne zastosowanie w terapii szpiczaka 
plazmocytowego, są inhibitory proteasomu. Proteasom jest wielobiałkowym komplek
sem, którego zadaniem jest trawienie białek przeznaczonych do degradacji. Proteasom 
jest niezbędny dla biologii wielu komórek eliminując białka przeznaczone do destrukcji 
w miejscu ich ubikwitynizacji. Eliminuje on np. receptory czynników wzrostowych po 
ich internalizacji [7].
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TABELA 5. Mechanizm działania talidomidu

Zwiększenie ekspresji cząsteczek adhezyjnych na komórkach 
szpiczakowych i komórkach podścieliska szpiku (CD Ha, CD 1 lb, 
CD lic, CD 18)
Immunomodulacyjny wpływ na sekrecję cytokin wydzielanych 
przez limfocyty T (II-1 0, 11-6, 11-2, IFN y)
Zwiększenie wytwarzania 11-4, 11-5, 11-8 
Hamowanie wytwarzania 11-2 i TNF
Synergistyczne działania z cząsteczką CD 28 w przewodzeniu 
sygnałów komórkowych
Hamowanie angiogenezy (obniża VEGF, bFGF) - 
Zwiększenie liczby limfocytów T CD 8+
Zwiększenie ekspresji markerów aktywacji limfocytów T

TABELA 6. Mechanizm działania inhibitora 
proteasomu PS 341 (Velcade)

Zatrzymanie cyklu komórkowego w fezie G2/M 
Blokowanie aktywności NFkB
Zmniejszenie wytwarzania TNF
Zwiększenie aktywności JNK
Zwiększenie ekspresji MDM2
Zwiększenie ekspresji TP 53
Zmniejszenie antyapoptycznego działania 11-6

Inhibitory proteasomu hamuj ą degradacj ę ubikwitynowanych białek, takich jak: cykliny 
czy cyklino-zależne inhibitory kinaz, regulując w ten sposób cykl komórkowy. Kilka 

inhibitorów proteasomu sygnowanych 
skrótami PS341, PS 1 i MG 132 poddanych 
jest badaniom klinicznym I i II fazy. Leki 
tej grupy w sposób pośredni i bezpośredni 
hamują kluczowy czynnik transkrypcyjny 
NF-kB, którego aktywacja jest konieczna 
dla wydłużenia czasu przeżycia komórek 
szpiczakowych. Inhibitory proteasomu ha
mują zarówno proliferację, jak i wzma-gają 
apoptozę komórek szpiczakowych (tab. 6). 

Kolejny lek z grupy immunomodu-la- 
torów biologicznych to trójtlenek arsenu. Trójtlenek arsenu od wieków znany jako 
trucizna był stosowany w tradycyjnej me-dycynie chińskiej jako skuteczny lek w bardzo 
wielu chorobach m.in. w łuszczycy, kile, reumatoidalnym zapaleniu stawów. W Europie 
stosowano go w postaci roztworu Fowlera także w leczeniu kiły i tryposomiazy. W 
latach siedemdziesiątych XX wieku w Chinach lek zastosowano w leczeniu ostrej 
białaczki promielocytowej z bardzo dobrym efektem, jednak z uwagi na jego 
kokarcynogenne właści
wości przyglądano się tej 
terapii z dużą rezerwą. 
Dalsze obserwacje pot
wierdziły skuteczność 
As,O3 w leczeniu ostrej 
białaczki promielocyto
wej. Aktywność As2O3 
wykazano zarówno w 
liniach komórkowych szpiczaka, jak i u chorych z oporną postacią szpiczaka plazmocytowego. 
Mechanizm jego działania, podobnie jak innych leków immunomodulacyjnych, jest

TABELA 7. Mechanizm działania trójtlenku arsenu (ATO, Trisenox)

Hamowanie angiogenezy
Indukcja apoptozy
Zahamowanie aktywacji NkB
Zahamowanie przewodzenia sygnałów przez szlak JAK-STAT
Zaburzenia czynności ICAM i VCAM 1
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wielokierunkowy. Lek ten zarówno hamuje angiogenezę, jak również indukuje apoptozę 
w komórkach szpiczakowych. Wykazano także, że dodatek kwasu askorbinowego 
wzmaga efektywność As2O3 [9].W tabeli 7 zestawiono opisane dotychczas mechanizmy 
działania trójtlenku arsenu.

ZESPOŁY MIELOD YSPL ASTYCZNE - MDS

Etiologia zespołów MDS (myelodysplastic syndromes) jest nieznana, ale czynniki, 
które uszkadzają kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA), takie jak: leki cytostatyczne, 
napromienianie radiologiczne, kontakt z 
benzenem i wiele innych, stanowią czynniki 
ryzyka rozwoju MDS. Dane statystyczne 
potwierdzają korelację między wiekiem pa
cjentów a występowaniem MDS. Częstość 
zachorowania ludzi po 70 roku życia wynosi 
20 na 100 tysięcy osób [27]. Uważa się, że w 
wieku starszym mechanizmy naprawcze DNA 
są osłabione i to sprzyja występowaniu MDS.

MDS stanowią heterogenną grupę klonal- 
nych chorób komórki macierzystej o różnym 
rokowaniu, charakteryzujących się dyshe- 
matopoezą oraz jedno-, dwu- lub tróju-kła- 
dowącytopenią. Najczęstsze objawy klinicz
ne MDS przedstawiono w tabeli 8.

Zaburzenia mielodysplastyczne są rzadkie 
przed 50 rokiem życia. W starszym wieku 
zmniejsza się komórkowość szpiku ze 100 
prawie do 50% w czasie pierwszych 30 
latach życia z utrzymującym si^plateau do 
mniej więcej 65 roku życia, od którego to 
roku komórkowość obniża się sukcesywnie 
do około 30%. Miejsce czynnej tkanki he- 
matopoetycznej zajmuje tkanka tłuszczowa. 
Jeśli chodzi o zaburzenia chromosomowe, 
to 12-35% mężczyzn po 60 roku życia 
wykazuje utratę chromosomu Y. 75% męż
czyzn po 80 roku życia wykazuje kariotyp 
45 X. Średnie stężenie Hg u tych osób rów
nież obniża się ze średniej w młodym wieku
równej 13,8 do 11,7 g/dl [3]. Zmiany cytogenetyczne w MDS mająznaczenie rokownicze 
(tab. 9).

TABELA 8.Objawy kliniczne najczęściej 
występujące u chorych na MDS

Krew

Szpik

niedokrwistość 
neutropenia 

małopłytkowość 
pancytopenia

zwiększona komórkowość 
nieprawidłowości morfologiczne 
obrączkowe sideroblasty 
zwiększony odsetek blastów

Zmiany del 11 q 
kariotypu del 5q 

monosomia 5 i 7 
trisomia 8

TABELA 9. Znaczenie rokownicze zmian 
cytogenetycznych w MDS

1. Rokowanie korzystne 
kariotyp prawidłowy, 5q-, 20q-, -Y

2. Rokowanie pośrednie 
trisomia 8, pojedyncze aberracje inne niż 
w pkt. 1 i 3, dwie aberracje

3. Rokowanie niekorzystne 
złożone aberracje ( >3), 
aberracje chromosomu 7
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OSTRE BIAŁACZKI

W przypadku ostrych białaczek wyniki leczenia osób starszych są gorsze niż ludzi 
młodych [22, 29]. Zaobserwowano także, że ostre białaczki limfoblastyczne osób 
starszych rokują gorzej niż ostre białaczki mieloblastyczne [18]. Aż 90% chorych umiera 
w ciągu 2 lat od rozpoznania, a remisja po leczeniu indukcyjnym wywołującym remisję 
jest mniejsza niż 70% ze średnią przeżycia 7 miesięcy [24], Ciekawe są badania 
psychologiczne. Aż 50% starszych chorych na białaczkę wierzy w wyleczenie, podczas 
gdy lekarze oceniają tę szansę zaledwie na 10% [18].

Ferrara i wsp. [11] poddali ocenie grupę 70 chorych w wieku powyżej 75 roku 
życia, u których rozpoznano ostrą białaczkę szpikową. Remisję hematologiczną uzyskano 
u 32% chorych. Autorzy konkludują, że wysokodawkowa chemioterapia nie jest 
zalecana w tej grupie chorych, ale nieliczni chorzy odnoszą korzyść z tego postępowania. 
Powstaje pytanie, jak określić grupę chorych w starszym wieku, która odniesie korzyść 
z intensywnej chemioterapii?

Dla tych chorych wydają się być obiecujące takie opcje leczenia, jak: przeciwciała 
monoklonalne, inhibitory angiogenezy, niemieloablacyjne transplantacje krwiotwórczych 
komórek macierzystych i immunoterapia z użyciem komórek dendrytycznych [13, 14],

Można spodziewać się, że w przyszłości leczenie chorób nowotworowych układu 
krwiotwórczego ludzi starszych będzie w dużej mierze opierać się na immunoterapii. 
Ale ta terapia może być skuteczna tylko w przypadku małej masy nowotworu i stąd 
nadzieje, które początkowo wiązano z tą terapią nie spełniły się. Wstępnym okresem 
poprzedzającym immunoterapię powinno być zmniejszenie masy nowotworu np. 
chirurgicznie lub w wyniku chemioterapii lub też terapii przeciwciałami monoklonalnymi. 
Przeciwciała takie wykorzystywane kliniczne są zwykle cząsteczkami hybrydowymi, 
gdzie część wiążąca antygen pochodzi z mysich immunoglobulin, a część stała jest 
ludzką immunoglobuliną. Immunoterapia ma na celu zwiększenie klonów limfocytów 
T cytotoksycznych skierowanych przeciw komórkom nowotworowym. Najprostszym 
sposobem jest szczepienie chorego jego własnymi komórkami nowotworowymi po 
indukcji w tych komórkach apoptozy i/lub nekrozy [15].

W pilotowych badaniach przeprowadzonych w naszej Klinice zastosowaliśmy 
szczepionkę przeciwbiałaczkową u 11 chorych we wczesnej fazie przewlekłej białaczki 
limfocytowej B-komórkowej.

Szczepionka została przygotowana z komórek dendrytycznych stymu-lowanych lizatami 
komórek białaczkowych i podawano jąśródskómie w odstępach 3-tygodniowych. Tolerancja 
leczenia była dobra i poza miejscowym zaczerwienieniem skóry nie wystąpiły inne objawy 
niepożądane. W trakcie leczenie obserwowano obniżenie odsetka komórek białaczkowych 
o fenotypie CD 197CD 5+ oraz zwiększenie odsetka komórek CD 8+ i NK. Wyniki te 
zachęcają do dalszych badań w tym kierunku. Można mieć nadzieję, że te i inne próby 
podejmowane w celu poprawienia wyników leczenia pacjentów na nowotwory 
hematologiczne w starszym wieku przyczynią się do przedłużenia czasu przeżycia i poprawy 
jakości życia tej grupy chorych.
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STARZENIE SIĘ UKŁADU CZERWONOKRWINKOWEGO 
A ANEMIA W WIEKU PODESZŁYM

AGING OF ERYTHROCYTE SYSTEM AND ANEMIA IN THE ELDERLY

Kornelia Kędziora-Komatowska

Katedra i Klinika Geriatrii Akademii Medycznej w Bydgoszczy

Streszczenie: Zwiększenie odsetka osób w wieku podeszłym w społeczeństwach krajów rozwiniętych 
wiąże się z występowaniem wielu złożonych problemów zdrowotnych. Starzenie się i sama starość jako 
etap życia kojarzy się z współwystępowaniem zmian inwolucyjnych w wielu narządach i układach oraz 
chorób, które towarzyszą temu okresowi życia. W procesie fizjologicznego starzenia dochodzi do zabu
rzeń w zakresie hematopoezy zwłaszcza w warunkach tzw. stresu hematologicznego, co wpływa na 
ograniczenie zdolności kompensacyjnych szpiku kostnego w zakresie szybkiego wyrównywania niedo
borów krwi obwodowej w przypadku zwiększonego zapotrzebowania. Może mieć to związek z telome- 
rową hipotezą starzenia się. Ponadto na zmiany ilościowe oraz jakościowe w populacji komórek macie
rzystych szpiku wpływają wzajemnie powiązane ze sobą czynniki, takie jak: mutacje genowe, stres 
oksydacyjny, niekontrolowana apoptoza, zaburzenia regulacji produkcji cytokin. Proces starzenia się 
może wpływać na zmiany strukturalne błon erytrocytamych, nasilenie procesów katabolicznych, zmniej
szone wytwarzanie erytropoetyny w nerkach. Wymienione czynniki sprzyjają powstawaniu u osób star
szych niedokrwistości o różnej etiologii. Jest to częsta choroba układu krwiotwórczego istotnie zwięk
szająca chorobowość i śmiertelność w tej grupie wiekowej, prowadzi często do chorób układu sercowo- 
naczyniowego, zaburzeń funkcji poznawczych, zaburzeń funkcjonalnych i upadków. Negatywnie wpły
wa na jakość życia. Rozpoznanie i leczenie niedokrwistości w wieku podeszłym jest złożonym i trud
nym problemem geriatrycznym.

Słowa kluczowe: starzenie się, hematopoeza, erytrocyt, cytokiny, stres oksydacyjny, anemia.

Sumary: Increasing rate of aged people in societies of developed countries is inevitably connected with 
occurrence of health problems closely related to this period of life. Ageing as well as old age itself, 
being a stage of life, are associated with coexisting involutional changes in organs, systems of organs, 
and old age diseases, accompanying this period of life. In physiological ageing process the disorders 
mainly concern haematopoesis, especially in conditions of so called hematological stress. It influences 
the limitations in bone marrow compensation abilities concerning quick leveling of peripheral blood 
deficits in case of increased demand. It can be connected with telomer hypothesis of ageing. Moreover, 
the quantitative and qualitative changes in stem cell population are influenced by mutually related 
factors such as: gene mutations, oxidative stress, uncontrollable apoptosis, regulative disorders of cyto
kine production. Ageing may also influence the structural changes of erythrocytary membranes, intensi
fication of catabolic processes, and decreased erythropoietin production in kidneys.In aged people, the 
listed factors are conductive to develop anemies of various etiology. These frequent haematopoietic 
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system diseases, significantly increasing morbidity and mortality in this age group, often result in cardio- 
vascular system diseases, cognitive functions disorders, functional disorders, and fall-downs. They nega- 
tively influence the quality of life, however the diagnosis and therapy of old age anemia is a complex 
geriatrie problem.

Key words: ageing, haematopoesis, érythrocyte, cytokines, oxidative stress, anemia.

WSTĘP

Starzenie się populacji światowej to istotny problem zdrowia publicznego. Obserwuje 
się stopniowe wydłużanie przeciętnego trwania życia. Według prognoz demograficznych 
w połowie XXI wieku liczba osób powyżej 60 roku życia stanowić będzie około 20% 
populacji, a w niektórych krajach odsetek ten osiągnie nawet 30%. Charakterystycznym 
zjawiskiem jest zwiększenie się liczebności starszej populacji osób w tzw. późnej starości 
tzn. powyżej 75 roku życia [30]. Starzenie się człowieka jest procesem złożonym, 
wieloczynnikowym i nie do końca poznanym. Jest to integralna składowa genetycznie 
zaprogramowanej ontogenezy. Postęp, jaki dokonał się w zakresie badań nad etiologią 
tego procesu, umożliwił poznanie szeregu mechanizmów związanych ze starzeniem się 
na poziomie narządowym, komórkowym i molekularnym. W wyniku fizjologicznego 
starzenia powstaje szereg zmian inwolucyjnych, które należy odróżnić od tych, które 
są wynikiem procesu patologicznego. Wąskie granice homeostazy ustrojowej oraz 
ograniczone możliwości adaptacyjne organizmu są przyczyną występowania u osób 
starszych wielu chorób, które nakładają się na procesy inwolucyjne. Jednym z układów, 
w którym wraz z wiekiem powstaje szereg zmian, jest układ krwiotwórczy.

STARZENIE SIĘ A HEMATOPOEZA

Starzenie się to proces złożony, wieloczynnikowy i nie do końca poznany. Dlatego 
też jest to w dalszym ciągu przedmiot wielu niejednokrotnie kontrowersyjnych badań 
naukowych. Powstały liczne teorie starzenia się, ale żadna z tych hipotez nie jest w 
stanie samodzielnie wytłumaczyć etiologii tego procesu. Spośród wielu teorii bardzo 
istotną rolę odegrały badania L. Hyflicka, który wykazał, że maksymalna możliwość 
trwania życia (MSL - maximum life span) wiąże się z istnieniem gatunkowo swoistej 
ograniczonej liczby podziałów komórkowych [16], Sformułowana w ostatnich latach 
telomerowa teoria starzenia się [17] koresponduje z teorią Hyflicka i wskazuje, że 
wraz z wiekiem dochodzi do wyczerpywania się potencjału mitotycznego komórek. 
Telomery będące końcowymi odcinkami chromosomów są zbudowane z powtarzających 
się wiele tysięcy razy nukleotydów (TTA GGG)n. Są one konieczne do podziałów 
komórek, nie ulegają pełnemu przepisaniu podczas transkrypcji i przy każdym podziale 
jądra następuje stopniowe ich skracanie. Po kilkudziesięciu podziałach telomery zanikają, 
a komórka ginie. Biorąc pod uwagę przytoczone dane bardzo możliwe, że średnia długość 
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życia organizmu jest uwarunkowana limitem podziałów komórek. Jednocześnie komórki 
budujące organizm istotnie różnią się potencjałem proliferacyjnym. Biorąc pod uwagę 
okres replikacji i terminalnego zróżnicowania, komórki macierzyste krwiotworzenia 
stanowią szczególny rodzaj komórek, które są zdolne do podziałów i różnicowania 
przez całe życie w warunkach ciągłego zużywania komórek końcowych. Jednakże w 
trakcie kolejnych podziałów długość telomerów tych komórek, podobnie jak innych 
komórek somatycznych ulega skróceniu, co warunkuje ich potencjał proliferacyjny. 
Wykazano, że podstawowy potencjał hematopoetyczny osób w wieku podeszłym jest 
zachowany, a układ krwiotworzenia nie różni się istotnie od tego układu osób młodszych 
[5]. Potwierdza to pogląd, że w warunkach fizjologicznych wartości takich parametrów, 
jak: hematokryt, hemoglobina, liczba krwinek białych i krwinek płytkowych osób w 
wieku podeszłym nie wykazują istotnych różnic w porównaniu z osobami dorosłymi, 
ale młodszymi [7]. Jednakże stwierdzono, że w procesie starzenia się dochodzi do 
pewnych ilościowych, jak i jakościowych zmian w zakresie komórek macierzystych 
krwiotworzenia. Spośród nich szczególnie istotne są zmiany jakościowe ze względu na 
ich wpływ na takie procesy, jak: zdolność do samoodnawiania, różnicowania, 
plastyczność, a także zdolność do reagowania na sygnały z zewnątrz, w tym z 
mikrośrodowiska hematopoetycznego utworzonego z komórek podścieliska krwiotwór
czego i drobnych naczyń. Komórki podścieliska krwiotwórczego są zasadniczym 
źródłem informacji dla komórek krwiotwórczych przekazywanej w sposób parakrynny, 
jukstakrynny lub endokrynny. Mikrośrodowisko hematopoetyczne zapewnia właściwy 
przebieg krwiotworzenia poprzez dostarczanie czynników odżywczych oraz cytokin 
regulujących hematopoezę. Uszkodzenie tego mikrośrodowiska zaburza lub uniemoż
liwia hematopoezę [21]. Mimo że u osób w wieku podeszłym zachowana jest 
podstawowa funkcja układu krwiotwórczego, to bardzo istotny jest fakt, że układ ten 
podlega fizjologicznym zmianom inwolucyjnym. Proces ten, który zaczyna się już po 30 
roku życia, nabiera szczególnego znaczenia po 60 roku życia, kiedy całkowita liczba 
komórek czynnego szpiku zmniejsza się o około 50%, a w okresie późnej starości 
nawet do około 30% liczby komórek obserwowanej w 20 roku życia. W wieku podeszłym 
dochodzi do zastępowania komórek wszystkich układów hemopoezy przez tkankę 
łączną i tłuszczową, przy czym najbardziej uszkodzona jest erytropoeza (zmniejszenie 
liczby erytroblastów na korzyść prekursorów granulocytarnych) [24]. Dlatego też w 
warunkach tzw. stresu hematologicznego ujawnia się związany z wiekiem utajony defekt 
hematopoezy [7,25]. Zaburzenia krwiotworzenia w wieku podeszłym ściśle wiążąsię 
ze zwiększonym występowaniem niedokrwistości w tej grupie wiekowej. Zjawisko 
obniżonej zdolności regeneracyjnej w zakresie erytropoezy obserwowane zarówno w 
badaniach na zwierzętach z wywołaną czynnikiem infekcyjnym eksperymentalną 
niedokrwistością, a także u starszych pacjentów z niedokrwistością nie jest w pełni 
wyjaśnione [24]. W badaniach tych zaobserwowano paradoksalną redukcję komórek 
progenitorowych, a nie spodziewane zwiększenie liczby tych komórek jak w przypadku 
osób młodych. U starszych pacjentów z niedokrwistością obserwuje się brak adekwatnej 
reakcji ze strony retikulocytów po krwotoku, co potwierdza ograniczenie rezerwy 
szpikowej i brak zdolności mobilizacyjnej [7,25]. Chociaż na obecnym etapie wiedzy 
trudno jednoznacznie wytłumaczyć, dlaczego u osób w wieku podeszłym dochodzi do 
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„utajonego defektu hematopoezy”, jednakże wiadomo, że może mieć to związek z 
zaburzeniami w zakresie produkcji cytokin krwiotwórczych, czyli tzw. hematopoetyn 
[2]. W badaniach metodą in vitro w hodowli komórek śledziony pochodzących od 
starych myszy (u myszy także śledziona jest prawidłowym narządem krwiotwórczym) 
stwierdzono obniżoną aktywność kolonii śledzionowych w porównaniu z tą aktywnością 
u młodych dorosłych mysz. Potwierdzają to eksperymenty na komórkach krwi 
pochodzących od osób zdrowych w wieku podeszłym. U osób starszych stwierdzono 
także zaburzoną produkcję czynnika pobudzającego kolonie granulocytów i makrofagów 
(GM-CSF). Ponadto niezależnie od zaburzonej produkcji cytokin obserwuje się 
zaburzenia w zakresie ich ekspresji, zwiększa się stężenie niektórych cytokin, np. 
interleukiny-6 [8].

NIEDOKRWISTOŚĆ W WIEKU PODESZŁYM

Niedokrwistość to jedna z najczęstszych chorób układu krwiotwórczego w wieku 
podeszłym. Etiologia niedokrwistości może być bardzo różna począwszy od niedoboru 
żelaza i utraty krwi, niedoboru witaminy B12 i/lub kwasu foliowego, złożonych 
niedoborów pokarmowych, hipoplazji układu krwiotwórczego, a skończywszy na 
niedokrwistości chorób przewlekłych (ACD). Związane z wiekiem fizjologiczne zmiany 
inwolucyjne stanowią istotne czynniki sprzyjające powstawaniu niedokrwistości u 
starszych pacjentów. Poza omówionymi wcześniej defektami w zakresie hematopoezy 
istotne znaczenie mogą mieć także takie czynniki związane z wiekiem, jak zwiększona 
aktywność procesów katabolicznych, zmiany strukturalne i czynnościowe błon 
erytrocytamych, zmiany w nerkach czy też zaburzenia wchłaniania w przewodzie 
pokarmowym. Nie bez znaczenia jest obserwowana u osób starszych wielochorobowość 
i związana z tym polipragmazja [1]. Wykazano, że częstość występowania niedo
krwistości istotnie wzrasta wraz z wiekiem. Występuje ona u około 12% osób powyżej 
60 roku życia, a u osób powyżej 85 roku życia odsetek ten ulega podwojeniu [26]. 
Dlatego też biorąc pod uwagę starzenie się społeczeństwa niedokrwistość w wieku 
podeszłym staje się istotnym i złożonym problemem zdrowia publicznego. Z niedo
krwistością wiąże się współwystępowanie chorób układu sercowo-naczyniowego, 
zaburzeń funkcji poznawczych, depresja, upośledzenie funkcjonalne, deficyt w zakresie 
samoopieki. Niedokrwistość w wieku podeszłym jest najczęściej objawem wtórnym 
takich chorób, jak: choroby nowotworowe, przewlekłe choroby nerek, reumatoidalne 
zapalenie stawów czy też choroby zapalne jelit. Niezależnie od przyczyny niedokrwistości 
stwierdzono, że jest to istotny czynnik ryzyka zwiększonej śmiertelności osób starszych 
[13], Przyjmuje się, że kryteria rozpoznawania niedokrwistości w wieku podeszłym są 
takie same jak w przypadku młodszych osób dorosłych (obniżenie stężenia hemoglobiny 
- u kobiet poniżej 12g%, a u mężczyzn poniżej 13g%, chociaż w literaturze coraz 
częściej pojawiają się opinie, że należy zrewidować ten pogląd). Biorąc pod uwagę te 
wartości objaw ten rozpoznano u około 50% starszych pacjentów zakładu opieki 
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długoterminowej [6]. Mimo złożonych przyczyn występowania niedokrwistości w wieku 
podeszłym, w niektórych przypadkach etiologia pozostaje nieznana. Potwierdzają to 
badania przeprowadzone w jednej z Klinik Geriatrii w Belgii, gdzie aż u 17% pacjentów 
nie udało się ustalić przyczyny niedokrwistości [18]. Dlatego też należy sobie zadać 
pytanie, czy niedokrwistość w tej grupie wiekowej nie jest jednym z wielu znamion 
fizjologicznego starzenia się?. Pytanie w kontekście aktualnej wiedzy pozostaje bez 
odpowiedzi, niemniej jednak głębsza analiza molekularnych mechanizmów starzenia 
się może stanowić pewne rozwiązanie tego zagadnienia. Głównym czynnikiem 
pobudzającym proliferację i różnicowanie prekursorów erytrocytów (głównie na komórki 
ukierunkowane i prekursorowe erytropoezy) niezależnie od wieku jest cytokina - 
erytropoetyna (EPO). Ponieważ u osób dorosłych zasadniczym miejscem wytwarzania 
EPO są nerki, na proces ten u osób starszych będą wpływały zmiany inwolucyjne w 
obrębie tego narządu w procesie fizjologicznego starzenia. U osób w wieku podeszłym 
obniża się masa nerek (o około 30% w 80 roku życia), liczba czynnych kłębuszków 
nerkowych, które ulegają szkliwieniu, przybywa komórek mezangium, zmniejsza się 
liczba komórek nabłonkowych, a tym samym obniża się powierzchnia filtracji. Zmniejsza 
się przepływ krwi przez warstwę korową nerek. Biorąc pod uwagę zmiany strukturalne 
i czynnościowe w nerkach możemy użyć określenia, że nerki w okresie starości znajdują 
się w stanie utajonej (wyrównanej) przewlekłej niewydolności [18,19]. Wszystko to 
może mieć istotny wpływ na wytwarzanie EPO w okresie starości. W warunkach 
fizjologicznych pod wpływem zmniejszonego stężenia tlenu zostaje wydzielana 
erytropoetyna, która w sposób endokrynny reguluje linię komórek erytropoetycznych i 
wpływa na wytwarzanie erytrocytów. U pacjentów z niedokrwistością o nieznanej 
przyczynie w badaniu szpiku stwierdzono znamiennie niższy poziom komórek 
progenitorowych erytrocytów w porównaniu z osobami młodszymi z tego typu anemią 
oraz osobami starszymi zdrowymi. Ponadto u chorych tych wykazano mniejszą 
odpowiedź komórek progenitorowych erytrocytów na endogenną erytropoetynę. Dlatego 
też zaburzenia w zakresie produkcji EPO związane z wiekiem mogą istotnie wpływać 
na rozwój niedokrwistości u osób starszych [28]. W procesie erytropoezy niezależnie 
od wieku istotną rolę odgrywającytokiny, przy czym większość z nich jest niezbędna 
do prawidłowego przebiegu różnych etapów tego procesu. W przypadku erytropoezy 
najważniejszą cytokiną działającą na komórki ukierunkowane, prekursorowe i dojrze
wające jest EPO. Jednakże są także cytokiny, które mają negatywny wpływ na ten 
proces, a mianowicie cytokiny prozapalne (głównie czynnik martwicy guza - TNFU 
oraz IL-6). Wraz z wiekiem zwiększa się poziom cytokin prozapalnych. O ile nie budzi 
zdziwienia zwiększenie stężenia tych cytokin w przypadku takich chorób, jak: cukrzyca, 
choroby nowotworowe, choroby układu sercowo-naczyniowego, reumatoidalne zapalenie 
stawów czy też choroby infekcyjne, to niejasny pozostaje wzrost ich stężenia u starszych 
pacjentów bez stwierdzonych wymienionych procesów chorobowych [13].

Jeżeli chodzi o proces erytropoezy, cytokiny prozapalne hamują syntezę erytropoetyny, 
dojrzewanie komórek ukierunkowanych (progenitorowych) oraz zaburzają prawidłowy 
metabolizm żelaza [9]. Być może dlatego u osób w wieku podeszłym obserwuje się 
między innymi zwolnione wbudowywanie żelaza do erytrocytów. Z dużym prawdopodo
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bieństwem można stwierdzić, że efekty związane z działaniem cytokin prozapalnych 
mogą stanowić kluczowy czynnik patogenetyczny niedokrwistości o nieznanej etiologii 
w wieku podeszłym.

INTERLEUK1NA-6 A NIEDOKRWISTOŚĆ W WIEKU 
PODESZŁYM

Interleukina-6 (IL-6) to cytokina prozapalna o działaniu plejotropowym. Zasadniczą 
jej roląjest udział w odpowiedzi immunologicznej, w reakcji zapalnej i krwiotworzeniu. 
Głównymi czynnikami mającymi wpływ na jej wytwarzanie jest interleukina-1 (IL-1) 
oraz TNF-a. Z kolei IL-6 zwrotnie hamuje ich wydzielanie [29], W warunkach 
fizjologicznych u młodych osób dorosłych produkcja IL-6 jest ściśle regulowana, dlatego 
też obserwuje się bardzo niski, nieoznaczalny poziom tej cytokiny w surowicy. Badania 
wielu autorów wykazały, że u osób zdrowych wraz z wiekiem stężenie IL-6 w surowicy 
znamiennie wzrasta, zwłaszcza po menopauzie czy andropauzie [12]. Badania w 
populacji Framingham (Framingham Heart Siudy) wykazały między innymi zwiększoną 
syntezę IL-6 u osób w wieku podeszłym (średnia wieku 78 lat) w porównaniu z młodszą 
grupą wiekową (średnia wieku 39,3 lat) nawet przy niskich wartościach CRP. Fakt ten 
potwierdzają także inne badania [13]. Z kolei przeprowadzone w kilku ośrodkach w 
Stanach Zjednoczonych badania na dużej populacji osób w wieku podeszłym 
(Estabilished Populations for Epidemiologie Studies of the Elderly - EPESE) nie 
tylko wskazują na podwyższone stężenie IL-6 w surowicy u osób powyżej 70 roku 
życia, ale także na istnienie dodatniej korelacji z zaburzeniami funkcjonalnymi w wieku 
podeszłym, takimi jak: zmniejszenie mobilności, ograniczenie aktywności dnia 
codziennego (ADL), czy też występowanie depresji i zwiększona śmiertelność [11,14]. 
Związek między występowaniem niedokrwistości a podwyższonym stężeniem IL-6 
wykazano w badaniach eksperymentalnych na zwierzętach, którym podawano 
podskórnie rekombinowaną ludzką IL-6 [27]. Obniżenie stężenia hemoglobiny wkrótce 
po rozpoczęciu terapii rekombinowaną IL-6 obserwowano także u pacjentów z chorobą 
nowotworową. U chorych tych stwierdzono także zwiększenie objętości osocza i 
obniżenie stężenia żelaza w surowicy. Stężenie hemoglobiny normalizowało się mniej 
więcej po miesiącu od zaprzestania terapii [23]. Wpływ IL-6 na układ czerwono- 
krwinkowy potwierdzają także inne badania w populacji geriatrycznej [20]. Reasumując, 
zaburzenia homeostazy cytokin i wzrost stężenia IL-6 może być kluczowym czynnikiem 
patogenetycznym niedokrwistości w wieku podeszłym.
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STRES OKSYDACYJNY A NIEDOKRWISTOŚĆ
W WIEKU PODESZŁYM

Badania wielu autorów potwierdzają nasilenie ogólnoustrojowego stresu 
oksydacyjnego u osób w wieku podeszłym, chociaż sformułowana po raz pierwszy 
przez D. Harmana teoria wolnorodnikowa starzenia się budzi aktualnie liczne kontro
wersje [15]. W warunkach zwiększonego generowania reaktywnych form tlenu (RFT) 
w procesie starzenia obserwuje się wiele skutków ich toksycznego działania na komórki, 
a zwłaszcza erytrocyty ze względu na ich fizjologiczną rolę. Starzejące się krwinki 
czerwone pochodzące od osób w wieku podeszłym nie tylko wytwarzają więcej RFT, 
ale mają też ograniczone możliwości obrony przed ich działaniem. U osób starszych 
stężenie antyoksydantów niskocząsteczkowych jest obniżone (np. witaminy E), a 
aktywność komórkowych enzymów anty oksydacyjnych (dysmutazy ponadtlenkowej, 
reduktazy czy peroksydazy glutationowej) jest zmniejszona [10]. Konsekwencją 
oksydacyjnego uszkodzenia erytrocytów obserwowanego w wieku podeszłym może 
być szereg zaburzeń patologicznych. Najważniejsze z nich to zmniejszona odkształ- 
calność oraz płynność lipidów błony, inaktywacja enzymów, obniżenie stężenia ATP, 
upośledzona zdolność transportu tlenu, zaburzenia gospodarki jonowej. Zmiany te 
powodują wcześniejsze usuwanie krwinek czerwonych z krwioobiegu, czy też 
skrócenie czasu ich życia, co może prowadzić do niedokrwistości osób starszych [4]. 
W jaki sposób erytrocyty uszkodzone w wyniku utleniania są rozpoznawane przez 
makrofagi? Jedna z możliwych koncepcji to istnienie zmiatacza receptorowego, 
rozpoznającego oksydatywnie zmodyfikowane cząsteczki lipoprotein [3].

UWAGI KOŃCOWE

Chociaż niedokrwistość jest objawem bardzo często występującym w wieku 
podeszłym, a jej etiologię nie zawsze da się określić, nie możemy jej traktować jako 
nieuchronną konsekwencję starzenia się. Dla znacznej grupy pacjentów można określić 
przyczynę niedokrwistości i zastosować odpowiednią terapię.

Wykazano, że leczenie niedokrwistości w wieku podeszłym bez względu na pierwotną 
przyczynę poprawia wydolność czynnościową, funkcje poznawcze, zmniejsza objawy 
depresji, zapobiega upadkom, spowalnia progresję wielu chorób, zmniejsza śmiertelność 
oraz wpływa pozytywnie na jakość życia. Dlatego tak ważne jest rozpoznawanie 
niedokrwistości u osób starszych, chociaż często objawy z nią związane są mylnie 
przypisywane osłabieniu, niesprawności i niewydolności związanej z wiekiem.

Ze względu na istotne znaczenie niedoboru erytropoetyny w patogenezie niedo
krwistości w wieku podeszłym oraz biorąc pod uwagę różne aspekty zarówno medyczne, 
jak i ekonomiczne, w terapii anemii w tej grupie wiekowej należy rozważyć korzyści z 
podawania erytropoetyny. Biorąc pod uwagę niewielką liczbę badań eksperymentalnych, 
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a także klinicznych dotyczących zaburzeń erytropoezy w populacji geriatrycznej, problem 
niedokrwistości w tej grupie wiekowej pozostaje ciągle niewyjaśniony i powinien być 
przedmiotem dalszych badań.
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ZALEŻNOŚĆ TOLERANCJI LECZENIA 
ONKOHEMATOLOGICZNEGO OD WIEKU

AGE-DEPENDENCY OF THE TOLERANCE 
OF ONCOHEMATOLOGICAL TREATMENT

Jolanta WIECZOREK, Wiesław Wiktor JĘDRZEJCZAK

Katedra i Klinika Hematologii, Onkologii i chorób Wewnętrznych 
Akademii Medycznej w Warszawie

Streszczenie: Tolerancja organizmu na silnie działające leki i sposoby leczenia, (a do takich bez wyjątku 
należą metody zwalczające nowotwory układu krwiotwórczego) zależy zarówno od wieku, jak i od 
obecności schorzeń towarzyszących. Z kolei występowanie tych schorzeń zwiększa się z wiekiem, więc 
są to parametry statystycznie, (choć nie indywidualnie) skorelowane. Drugim zagadnieniem, które trze
ba tu brać pod uwagę jest możliwa rozbieżność wieku metrykalnego i wieku biologicznego u poszcze
gólnych chorych. Wreszcie ta tolerancja zależy także od szczególnego rodzaju nowotworu obecnego u 
danego chorego.W zależności od rodzaju stosowanego leczenia różne są też przyczyny zwiększającej 
się wraz z wiekiem jego toksyczności. W odniesieniu do chemioterapii jest to zwiększająca się ogólna 
podatność narządów wewnętrznych na uszkodzenia połączona ze zmniejszoną zdolnością regeneracyj
ną. W odniesieniu do przeszczepiania allogenicznego szpiku jest to większa skłonność do rozwoju 
ciężkiej choroby przeszczep przeciw gospodarzowi związana z zanikiem funkcji grasicy i wreszcie w 
odniesieniu do przeciwciał monoklonalnych i innych leków silnie immunosupresyjnych jest to mniej
sza zdolność układu odpornościowego do odnowy skutkująca długotrwałą immunosupresją. Jednakże, 
poza chorymi, którzy przebyli bardzo wiele kursów chemioterapii nie obserwuje się gorszej odnowy 
układu krwiotwórczego u osób starszych. Łącznie powoduje to, że nie stosuje się intensywnej chemio
terapii u osób starszych niż 70 ± 5 lat, przeszczepienia autologicznego szpiku u osób starszych niż 65 ± 
5 lat w szpiczaku i 60 ± 5 lat w ostrych białaczkach. Przeszczepienie szpiku allogenicznego od dawców 
rodzinnych jest ograniczone wiekiem 55 ± 5 lat, a przeszczepienie allogeniczne od dawcy niespokrew- 
nionego wiekiem 45 ± 5 lat.

Summary: Organism tolerance of very active drugs and aggressive methods of treatment (such as those 
used in hematology and oncology) is dependent both on age and the possible presence of comorbid 
disorders. On the other hand, the frequency of these disorders increases with age, so these parameters 
are statistically (but not always individually) related. Another problem that may influence the analysis 
is the possible discrepancy between biological and nominal age in particular patients. Furthermore, the 
tolerance is also dependent on particular tumor present in given patient.
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Depending on the type of treatment under consideration different are reasons for toxicity increasing 
with age. With regard to chemotherapy this is increasing with age general susceptibility of internal 
organs to injury combined with reduced regeneration potential. With regard to bone marrow transplan
tation it is increased risk of severe graft versus host disease related to thymic involution and with regard 
to monoclonal antibodies and other immunosuppressive drugs is lowered capacity of immune system to 
recovery leading to protracted immunodeficient status. However, except for patients heavily pretreated 
with chemotherapeutic drugs there is no impaired hematopoietic regeneration in older people.

Final conclusion is, that intensive chemotherapy is contraindicated in people older than 70 ± 5 years 
(depending on comorbidities), autologous stem cell transplantation is contraindicated in patients older 
than 65 ± 5 years in myeloma and 60 ± 5 years in acute leukemias. Allogeneic transplantation from 
HLA-identical family donor has upper age limit 55 ± 5 years while allogeneic transplantation from 
unrelated donor has upper age limit 45 ± 5 years.
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ILOŚCIOWA I JAKOŚCIOWA ANALIZA LEUKOCYTÓW 
KRWI OBWODOWEJ U OSÓB STULETNICH

W PORÓWNANIU Z MŁODYMI OSOBAMI ZDROWYMI*

*Praca finansowana przez Komitet Badań Naukowych w ramach projektu PBZ-KBN-022/PO5/ 
1999 „Genetyczne i środowiskowe czynniki długowieczności” koordynowanego przez Międzyna
rodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komórkowej w Warszawie.

THE QUANTITATIVE AND QUALITATIVE ANALYSIS
OF THE PERIPHERAL BLOOD LEUKOCYTES IN CENTENARIANS 

IN COMPARISON TO THE HEALTHY YOUNGER SUBJECTS

Renata PODKÓWKA1, Zofia NIEMIR2, Małgorzata MOSSAKOWSKA3, 
Krzysztof SAWIŃSKI4, Katarzyna WIECZOROWSKA-TOBIS1

'Pracownia Gerontologii i Geriatrii Katedry i Zakładu Patofizjologii, 2Pracownia 
Nefrologii Molekularnej Katedry i Kliniki Nefrologii, Transplantologii i Chorób 
Wewnętrznych oraz 4Katedra i Klinika Hematologii i Chorób Rozrostowych 

Akademii Medycznej im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu, 3Międzynarodowy 
Instytut Biologii Molekularnej i Komórkowej w Warszawie

Streszczenie .W niniejszej pracy podjęto próbę scharakteryzowania leukocytów krwi obwodowej (LKO) 
osób stuletnich. Badaniami objęto 39 stulatków (33 kobiety i 6 mężczyzn) zamieszkujących różne 
regiony Polski (grupa S) oraz 40 zdrowych osób (35 kobiet i 5 mężczyzn) w wieku 20-30 lat (grupa K), 
u których przeprowadzono ilościową i jakościową analizę LKO w rozmazach. Dodatkowo, w grupie S 
oceniono związek wielkości komórek z wybranymi parametrami biochemicznymi surowicy (białko C- 
reatywne, witamina B12, kwas foliowy, żelazo pozahemoglobinowe).Średnia liczba WBC w grupie S była 
niższa niż w grupie K (p<0,05), podobnie jak bezwzględna liczba (p<0,05) granulocytów obojętnochłon- 
nych (GO) i limfocytów (L). Przeciwnie bezwzględna liczba monocytów (M) u stulatków była wyższa 
(p<0,001). W grupie S średnica wszystkich analizowanych rodzajów LKO (GO, L, M) była większa w 
porównaniu z grupą K (p<0,0001). Nie obserwowano związku wielkości analizowanych krwinek z 
żadnym z ocenianych parametrów biochemicznych. Podsumowując, u osób stuletnich obserwuje się 
zmiany ilościowe i jakościowe LKO. Wyjaśnienie ich przyczyny wymaga dalszych badań.

Słowa kluczowe’, stulatkowie, leukocyty, starzenie.
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Summary. The aim of the study was to characterize the leukocytes (L) from the peripheral blood of 
centenarians.The study involved 39 subjects aged 100 years and older (group S - 33 females and 6 
males) as well as 40 young healthy individuals aged 20-30 years (group K - 35 females and 5 males). 
In all of them, the quantitative and qualitative analysis of L from blood smear was performed. Additio
nally, in centenarians, the relationship between the diameter of L and selected serum parameters was 
studied (vitamin B|2, folic acid, iron, C-reactive protein).The mean WBC count as well as mean neutro
phils (N) count and limphocytes (L) count were lower in group S than in group K (p<0.05). Oppositely, 
the mean monocytes (M) count was higher in group S (p<0.001 ). The diameter of all analyzed L (N, L, 
M) in group S was higher in comparison to group K (p<0.0001). There was no relationship between the 
diameter of analyzed leukocytes and the levels of studied biochemical serum parameters. In conclusion, 
in centenarians the quantitative and qualitative alterations in peripheral blood leukocytes were found. 
Further studies are necessary to explain their pathomechanism.

Key words’, centenarians, leukocytes, aging.
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jednostronnie na papierze formatu A4 w układzie normalnym 1800 znaków na stronie z podwójnym odstę
pem. Ostateczna wersja tekstu i rysunki (wskazówki s. 140 ) powinna być przysłana na dyskietce 3,5" jako 
plik (file) Windows lub ASCII. Pierwsza strona nienumerowana przeznaczona dla redakcji winna zawierać: 
imiona, nazwiska, tytuły naukowe autorów i adresy: w pracy, domowy wraz z telefonem i e-mail, tytuł pracy 
w języku polskim i angielskim oraz liczbę stron maszynopisu, liczbę tabel i rycin. Na pierwszej (numerowanej) 
stronie należy podać kolejno tytuł pracy w języku polskim i angielskim, imiona (w pełnym brzmieniu) i 
nazwiska autorów, nazwę zakładu naukowego, nazwisko i adres autora prowadzącego korespondencję, infor
mację o dofinansowaniu pracy oraz skrót tytułu (do 40 znaków). Następna strona powinna zawierać w języku 
polskim i angielskim streszczenie (do 1 str.) oraz słowa kluczowe 3 do 10 słów zgodnych z terminami w 
Medical Subject Headings {Index Medicus), o ile są tam zawarte. W tytule i streszczeniu można stosować 
jedynie powszechnie przyjęte skróty, np. DNA. Tekst artykułu należy rozpocząć od nowej strony. W tekście 
nie zamieszczać tabel, schematów lub rycin, a jedynie zaznaczyć ołówkiem na marginesie ich lokalizację (np. 
tab. 1, ryc. 1 itp.). Dla przejrzystości tekst można podzielić na tytułowane i numerowane rozdziały oraz 
podrozdziały. Od nowej strony należy podać spis literatury. Skróty nazw czasopism podawać należy według 
Index Medicus (listy czasopism publikowane są corocznie w numerze styczniowym). Powołanie w tekście 
następuje przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym (np. [5]). Spis 
literatury należy zestawić alfabetycznie według następującego wzoru:

[1] HNIL1CA LS, McLURE ME, SPELTZBERG TC. Histone biosynthesis and the cell cycle, [w] Philips MP, Schwartz E 
[red.] Histone and Nucleohistones. London, New York: Philips, Plenum Press 1977: 60-64..

[2] SACHSENMAJER W, REMY V, PLATTNER R. Initiation of synchronous mitosis in Physarium polycephalum. Exptl 
Cell Res 1980; 2: 41-48.

Tabele, opisy schematów i rycin powinny być załączone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki 
muszą być wykonane w postaci nadającej się do reprodukcji. Fotografie powinny być kontrastowe i wykonane 
na błyszczącym papierze. Barwne ryciny i zdjęcia są płatne.Wymiary poszczególnych rycin, schematów 
i fotografii nie mogą przekraczać 125 x 180 mm lub ich połowy. Na zdjęciach prosimy zamieszczać podział- 
kę, a nie podawać powiększenia w podpisie w związku z potrzebą zmniejszania ilustracji. Jeżeli załączniki są 
zapożyczone z innych źródeł, należy podać, skąd zostały zaczerpnięte i dołączyć zgodę autora i wydawnictwa 
na reprodukcję, jeżeli materiały te zamieszcza się w niezmienionej formie. Wszystkie załączniki, np. wykaz 
skrótów, muszą mieć na odwrocie nazwisko 1. autora i oznaczenie góry i dołu ilustracji. Jednostki miar muszą 
być zgodne z układem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrótów uzgodnionych z autorem. Autor zobowiązany jest 
do wykonania korekty autorskiej i zwrócenia jej w ciągu doby. Koszty, spowodowane większymi zmianami 
tekstu wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami błędów drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymują- 
bezpłatnie 1 egz. zeszytu PBK z opublikowaną pracą oraz mogą zamówić odbitki odpłatnie odsyłając korektę. 
Poprawioną po recenzji wersję pracy należy zwrócić do redakcji koniecznie w ciągu 30 dni. Redakcja 
zrezygnuje z publikacji maszynopisu, którego autorzy do 30 dni nie odpowiedzą na list redaktora. Od stycznia 
2003 r. Redakcja wprowadza odpłatność 300,- zł za artykuł nie przekraczający 15 str. druku.

Redakcja prosi także o dołączenie tytułu artykułu i podpisanej odpowiedzi na następujące pytania: 
Dołączono 2 kopie maszynopisu, tabel 
i rycin 
Wszyscy Autorzy znają i akceptują pracę 
Jest zgodaosób, których informacje nie
publikowane są zamieszczone w tekście

Odpowiadam za całość pracy opisanej w załączonym maszynopisie tak nie
Wyrażam zgodę na to, że artykuł po przyjęciu do druku w „Postępach” przechodzi na własność Fundacji Biologii 

Komórki i Biologii Molekularnej i jego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpisy wszystkich autorów

Treść pracy nie była uprzednio publikowana,
nie została wysłana do innej redakcji tak nie

Dołączono kopię pracy wraz z rycinami na dyskietce z 
podaniem nazwy pliku i użytego programu edycyjnego 
z komputera IBM tak nie

tak nie 
tak nie

tak nie
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