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ERRATA

W artykule Piotra Mikołajczyka — Wpływ inhibitorów syntezy chityny na

produkcję kutikuli in vitro w dyskach imaginalnych skrzydeł larw Spodoptera
jrugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) prawidłowe streszczenie w języ­
ku angielskim powinno brzmieć:

EFFECT OF CHITIN SYNTHESIS INHIBITORS ON CUTICLE PRODUCTION

IN V1TRO IN WING IMAGINAL DISCS OF SPODOPTERA FRUGIPERDA

[LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE] LARVAE

Summary
Chitin is a major supportlve component in insect cuticles. Because of its critical importance to

insect survival and its absence in plants and vertebrates It is regarded as a good target for selective

pesticide action.
The effects of three benzoylphenyl urea chitin synthesis inhibitors, chlorfluazuron (CFA),

diilubenzuron (DFB), and teflubenzuron (TFB) on 20-hydroxyecdysone (20-OHE)-stimuIated chitin

production were studied in uitro in wing imaginal discs from the last Instar larvae of Spodoptera
jrugiperda [Lepidoptera], a major agricultural pest. Chitin synthesis was quantitatively measured as

uptake and incorporation of [l4C]N-acetyl-D-glucosamine ([14C]NAGA).
Ali three inhibitors blocked 20-OHE-dependent [14C]NAGA incorporation into chitin by the wing

imaginal discs in a similar, dose-dependent manner. Their potency was not affected by the time of
their application, i.e. exposures before, during, or after 20-OHE treatment were eąually effective In

blocking chitin synthesis. The inhibition was rapid and could not be reversed by removing an

inhibitor from the culture medium. This may indicate immediate and irreversible blnding of the
inhibitor molecules in the imaginal disc epithelial cells. However, while all three compounds inhibited
[14C]NAGA incorporation, only DFB and TFB in some cases reduced but did not błock the uptake of

[14C]NAGA by the tissue.

Also, ultrastructural effects ofCFA on 20-OHE-stimulated cuticle secretion by the wing imaginal
discs were studied using electron microscopy and chitin labelling with Wheat Germ Agglutinin-gold
(WGA). Treatment with CFA resulted In two types of structural response depending on the duration
ofthe exposure ofthe wing discs to the inhibitor: 1) total absence ofchitin in procuticle with disrupted
architecture (long inhibitor treatment), and 2) formation ofprocuticle which was WGA-positive but
lacked itsusuallamellarstructure and did notcontainpolymerized chitin (shortinhibitor treatment).

These results suggest that the site of inhibition may reside in the transport of NAGA to the
surface of the epithelium and/or finał assemblage of NAGA molecules into chitin.
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WPROWADZENIE — BIOLOGIA NOWOTWORÓW

Choroby nowotworowe w długo żyjących społecznościach wysoko rozwinię­
tych krajów świata są pierwszą przyczyną zgonów, stąd też poznanie przyczyn
powstawania nowotworów i wprowadzenie nowych, skutecznych a zarazem

mniej drastycznych metod ich zwalczania budzi ogromne zainteresowanie nie

tylko wśród wąskiego grona badaczy, ale również szerokiego ogółu społeczeń­
stwa. W Polsce na choroby nowotworowe zapada rocznie ponad sto tysięcy osób,
w tym notuje się około tysiąca zachorowań wśród dzieci.

Niezwykle dynamiczny w ostatnich latach postęp w badaniach nad pozna­
niem molekularnych i komórkowych mechanizmów powstawania nowotworów,
pociągający za sobą pojawienie się lepszych metod diagnostycznych i otwierający
nowe perspektywy w leczeniu chorób nowotworowych, powoduje ogromny
wzrost zainteresowania ich biologicznymi aspektami. Redakcja Kosmosu posta­
nowiła więc wydać specjalny zeszyt poświęcony tej problematyce, abyją przybli­
żyć Czytelnikom pisma.

Badania ostatnich lat w dużej mierze koncentrują się na genetycznie uwa­
runkowanych czynnikach własnych organizmu, pobudzających wzrost nowo­
tworowy lub hamujących ten proces. Stąd też wybrane zagadnienia zostały
omówione w zeszycie tematycznym Genetyka w medycynie (Kosmos 3-4 t. 43,
1994) w artykułach Danuty Rożynkowej, Antoniego Horsta, Andrzeja

L. Pawlaka, Krzysztofa Szyftera. W niniejszym zeszycie Czytelnicy znajdą
bardziej całościowe ujęcie tej problematyki.

Proces nowotworowy polega na utrwalonej dziedzicznie zmianie w charakte­
rze komórki somatycznej, wynikiem której komórka staje się niepodatna na

mechanizmy regulacyjne, kierujące jej wzrostem i różnicowaniem się, co powo­
duje niepohamowane podziały komórek prowadzące do powstania nowotworu.

Biologii procesów nowotworzenia w szerokim pojęciujest poświęcony otwierający
zeszyt artykuł Mieczysława Chorążego i KAZiMiERza Duxa Wstęp do biologii
nowotworów. Scharakteryzowano w nim również czynniki wywołujące nowotwo­
ry i efekty ich działania, a także podano wstępne wiadomości na temat onkoge-
nów i genów supresorowych. Te ostatnie zagadnienia będą się w różnych
aspektach przewijały przez większość artykułów stanowiących niniejszy zeszyt
Kosmosu, a szczegółowo zostały omówione w pracach Janusza Siedleckiego
Molekularnepodstawy chorób nowotworowych i Barbary Grzelakowskiej-Szta-
bert Geny supresorowe — molekularne mechanizmy ich działania i ich znaczenie
w kontroli proliferacji komórek.

Janusz Limon w artykule Dlaczego cytogenetycy analizują aberracje chromo­
somowe, które pojawiają się w komórkach nowotworowych człowieka wyjaśnia
związki między zmianami w wyglądzie chromosomów a zmianami genetycznymi
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prowadzącymi do takiej deregulacji procesów wzrostu komórki, która powoduje
powstanie nowotworu. Ma to kolosalne znaczenie z punktu widzenia diagnosty­
ki, jak również w rokowaniach postępu leczenia nowotworów.

Diagnostyka wielu chorób nowotworowych opiera się nie tylko na określeniu

aberracji chromosomowych. Ogromny rozwój wiedzy i technik biologii moleku­
larnej pozwolił na określenie zmian genetycznych prowadzących do powstania
danego typu nowotworu. Przyczyniły się do tego w dużym stopniu badania

populacyjne nad predyspozycjami dziedzicznymi zachorowalności na nowotwory
złośliwe. Niezwykle wnikliwie zagadnienie to zostało omówione w artykule Jana
Steffena Uwarunkowania dziedziczne w zachorowaniach na nowotwory złośli­
we u ludzi, w którym pokazano nie tylko różne zespoły genetycznych zmian

towarzyszących procesowi nowotworowemu, ale również możliwości diagnostyki
i próby, co jest niezwykle ważne z punktu widzenia społecznego, zapobiegania
rozwojowi tych nowotworów na drodze odpowiedniej profilaktyki i poradnictwu
rodzinnemu. Kolejnym zagadnieniem, które jest istotne ze względu na etiologię
procesów nowotworowych jest tworzenie przez wiele nowotworów przerzutów,
czyli metastaz. Mechanizmy migracji komórek nowotworowych prowadzące
w konsekwencji do wytworzenia metastaz omawia Lucyna Grębecka w artykule
Migracja komórek nowotworowych w organizmie.

Zwalczanie chorób nowotworowych na obecnym etapie wiedzy polega głównie
na próbach doprowadzenia wybiórczo do śmierci komórek nowotworowych. Stąd
też ogromne zainteresowanie mechanizmami śmierci komórki, a szczególnie
kontrolowanym genetycznie procesem apoptozy. Zagadnieniu temujest poświę­
cony artykuł Ewy Sikory Apoptoza a onkogeneza, w którym są poruszone także

zagadnienia chemioterapii nowotworowej w aspekcie wywoływanej przez cyto­
statyki apoptozy. Biochemicznepodstawy chemioterapii nowotworów, polegające
na regulacji poprzez różnego rodzaju leki (nie tylko cytostatyki) mechanizmów

metabolicznych prowadzących do śmierci komórek nowotworowych przyjedno­
czesnej ochronie dzielących się komórek prawidłowych omawia Małgorzata
Balińska, Dorota Jacewicz i Katarzyna Kaczorowska. Jednym z ograniczeń w

stosowaniu cytostatykówjest wytwarzanie się oporności komórek na stosowane

leki przeciwnowotworowe, a przeciwdziałanie tym zjawiskomjest bardzo trudne
i wymaga dużej ostrożności w stosowaniu różnego rodzaju leków. Zagadnienie
to omawia Barbara Grzelakowska-Sztabert w artykule Mechanizmy oporności
komórek na leki przeciwnowotworowe.

W związku z niedogodnościami w powszechnie stosowanej chemioterapii
nowotworów współczesna medycyna stara się znaleźć nowoczesne, mniej toksy­
czne i skuteczniejsze metody zwalczania nowotworów. Należą do nich immuno­
terapia nowotworów i terapia genowa. Obie metody w pewnym stopniu są

komplementarne. Pierwszej metodzie, polegającej między innymi na takiej bier­
nej lub czynnej immunomodulacji organizmu, w wyniku której następuje znisz­
czenie komórek nowotworowych, jest poświęcony artykuł Zygmunta Pojdy
Immunoterapia nowotworów. Pewnym, bardzo szczególnym uzupełnieniem tej
pracyjest artykuł Elżbiety Walajtys-Rode Czynnik martwicy nowotworów (TNF)
o Jednym z endogennych czynników mogącym wywoływać immunomodulacyjny
efekt w zwalczaniu chorób nowotworowych. Zeszyt zamyka artykuł Jerzego
Nowaka Możliwości i perspektywy terapii genowej chorób nowotworowych po-
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święcony genetycznym metodom zwalczania chorób nowotworowych budzącym
obecnie rosnącą nadzieję.

Podejmując się przygotowania monotematycznego zeszytu Kosmosu poświę­
conego nowotworom starałam się, Jako biolog, skupić na aspektach biologicz­
nych, a nie medycznych tego zagadnienia. Zdąję sobie oczywiście doskonale

sprawę, że zebrane artykuły stanowią niepełny przegląd obecnej wiedzy w tej
dziedzinie. Wnikliwy Czytelnik może pogłębić swoją wiedzę sięgając do wspo­
mnianego zeszytu Kosmosu i do innych polskich czasopism, takich jak Nowo­
twory, czy wydane w ubiegłym roku tematyczne zeszyty Postępów Biochemii
i Postępów Biologii Komórki

Wszystkim Autorom, którzy zechcieli poświęcić swój cenny czas i przygoto­
wać materiały do tomu poświęconego biologicznym podstawom chorób nowo­
tworowych i metodom zwalczania nowotworów, składam tą drogą serdeczne

podziękowania.
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INTRODUCTION IN CANCER BIOLOGY

In highly developed societies, in which life-span is long, cancer is most

freąuent cause ofdeath. Therefore not only anarrow circle ofresearches but also

ordinary people are keenly interested in carcinogenesis and the efforts of

oncologists to introduce new less drastic methods of anticancer therapy. Cancer

morbility in Poland is about ten thousand persons per year, with recognition of
one thosand causes among children.

The unusually dynamie progress in studies on molecular and cellular
mechanisms of carcinogenesis madę within the last few years was accompanied
by introduction of better diagnostic methods, opened new perspectives for
treatment of cancer and simultaneously led to a greatly increased interest in

biological phenomena underlyning its development. That is why the editors have
decided to publish a special issue of Kosmos devoted to these problems.

Recent studies have been focused mainly on the genetically controlled
molecular factors of orgamisms which promote or inhibit tumor growth. That is
the reasons why chosen problems in this field were presented and disscused in
Genetics in Medicine, a topical issue of Kosmos (3-4/43, 1994), in the papers by
Danuta Rożynkowa, Antoni Horst, Andrzej L. Pawlak and Krzysztof Szyfter.

The development of cancer is a conseąuence of such transformation of
somatic celi, which can generate deregulation ofceli division and differentiation,
leading malignancy. Mieczysław Chorąży and Kazimierz Dux in the first paper
of the present issue entltled Cancer biology — an introduction — concentrated
on biology of carcinogenesis and the action of carcinoges. They presented also
some data concerning oncogenes and suppressors genes. Janusz Siedlecki

(Molecular basis ofcancer disease) and Barbara Grzelakowska-Sztabert (Sup­
pressors genes — molecular mechanisms oftheir action and importancefor control

ofcellularproliferation) disscussed in morę detail the tumor suppressors genes,
oncogenes and the mechanism of their action in controling of celi cycle. Many
other papers in this issue refer to the same problems. The article by Janusz
Limon Why should chromosome abberations in human neoplastic cells be anlyzed
by cytogenetists? deals with chromosome abberations in cancer cells, which

probably play an important role in patogenesis of cancer and can provide a clue
to the location of relevant genes and their products as well as to function of the
celi. The chromosome abberations specific to the particular type of cancer can

also serve as the disease markers that help to reach morę precise diagnosis,
prognosis and monitoring of the patient treated. Analysis of chromosomal
abberations is not the only way of tumor recognition. The progress in molecular

biotechnology also can help to define the genetic changes that cause specific
tumor types. Epidemiological studies on hereditary cancer predispositions can
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help in solving the problem. This veiy important ąuestion is presnted by Jan
Steffen (Hereditaryfactors in human cancer) who discusses recent studies on

expression ofhereditaiy gene defects on evaluation hereditary risk, prospects of

reducing cancer mortality in carries through early detection of gene defects, and

monitoring of pharmacological treatment. Another essential factor in the deve-

lopment of cancer invasion in this process of metastasis, which has been

presented by Lucyna Grębecka (Migration ofthe tumour cells). The molecular
mechanism ofmigration ofnormal and neoplastic cells through the surrounding
matrix have been outlined.

Selective death of cancer cells in the main aim of present-day anticancer

therapy. Ewa Sikora in the paper Apoptosis and oncogenesis discusses mecha-
nisms ofapoptosis regulation in neoplastic cells and introduction ofthis process
by a variety of antineoplastic drugs. On the other hand, the selective action of
the anticancer drug can also be achived by pharmaloglcal manipulation of the
intracellular drugs metabolism within a malignant celi. The rationale of this

approach to anticancer chemotherapy has been presented by Małgorzata
Balińska, Dorota Jacewicz and Katarzyna Kaczorowska in brief paper Experi-
mental basis ofcancer chemotherapy. The use of anticancer drugs is limited,
among others, by the celi resistance. The cellular mechanism of this phenome-
non, including multidrug resistance, is presented by Barbara Grzelakowska-
Sztabert in the article Mechanisms ofcellular resistance to aticancer drugs.

In view of the known disadvantages of cancer chemotherapy, modern
medicine is looking for new, less toxic and morę powerfull methods of cancer

treatment. The last decade brought two new tools, two complementaiy methods:
those of gene therapy and immunotherapy. Zygmunt Pojda in Immunotherapy
ofcancer, discusses various methods ofthe immunomodulation ofthe organism
leading to destruction of cancer cells. A very particular aspects connected with

immunotherapy has been presented by Elżbieta Wałajtys-Rode in the paper
Tumor necrosisfactor (TNF). The last position in the issue, Cancer gene therapy
—futurę applications andperspectiues by Jerzy Nowak, presents gene therapy,
a method which now gives rise to great hopes in treatment and prevention of
cancer.

When preparing this issue ofKosmos on biology of cancer I focused attention
on biological, not medical, aspects of the prolem. I realize that the papers
presented do not bring a comprehensive review ofthe modern knowledge of the

subject. However, some complementaiy aspects of the biology of cancer were

recently presented in Kosmos (issue 3/4, vol 43, 1994) and in the 1994 volumes
of Postępy Biochemii (Progress in Biochemistry) and Postępy Biologii Komórki

(Progress in Celi Biology).
I would like to thank very warmly all the Authors who have contributed to

present issue of Kosmos.
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WPROWADZENIE DO BIOLOGII NOWOTWORÓW

Proces nowotworowy polega na utrwalonej dziedzicznie zmianie charakteru
komórki somatycznej w wyniku czego komórka staje się niepodatna na mecha­
nizmy regulujące procesy wzrostu i różnicowania (specjalizacji). Masa komórek

nowotworowych w organizmie człowieka (zwierzęcia) rośnie w sposób ciągły
i autonomiczny.

W medycynie nowotwory złośliwe stanowią problem o wielkiej wadze społe­
cznej, ponieważ zapadalność na nowotwory jest wysoka, choroba jest wynisz­
czająca i często prowadzi do przedwczesnego zgonu. W Polsce na nowotwory
złośliwe zapada każdego roku około 100000 ludzi.

W medycynie nastawienie badawczego wysiłku na ratowanie organizmu
ukierunkowało wyobrażenia o nowotworach według klasycznych pojęć patologii
o przyczynach choroby (etiologii) oraz jej pochodzeniu i rozwoju (patogenezie).
Celem działania medycznego jest rozpoznanie nowotworów (diagnostyka), ich
leczenie (terapia) oraz zapobieganie im (profilaktyka). Wyłoniła się ważna,
o rozległym zasięgu specjalność medyczna, zwana onkologią, której zadaniem
Jest organizacja walki z rakiem, optymalizacja postępowania lekarskiego
w klinice nowotworów (onkologia kliniczna), jak i badania podstawowe (onkolo­
gia doświadczalna).

PODSTAWOWE, BIOLOGICZNE CECHY NOWOTWORÓW

Historia naturalna nowotworów, a więc ich powstawanie i rozrost w organi­
zmach wielokomórkowych najtrafniej daje się opisać w kategoriach biologii.
Nowotwory stanowią jednak nadal wyzwanie dla biologii, gdyż złożoność tego
zjawisk, a zwłaszcza na poziomie molekularnym, rodzi stale nowe pytania.

Wzrost nowotworów różni się od wzrostu normalnych tkanek zorganizowa­
nych w narządy: te ostatnie zarówno w stanach prawidłowych, jak i chorobowych
podlegają mechanizmom regulacyjnym ustroju. Wszystkie nie nowotworowe

rozrosty, odrosty i przerosty są reakcją na uszkodzenie tkanek lub zakłócenie
ich czynności i mają charakter wyrównawczy. Komórki normalne, nieraz bardzo

żywo proliferujące podczas regeneracji, prędzej czy później zaczynają dojrzewać
i przestają się dzielić, co jest wyrazem ich podporządkowania regulującym
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mechanizmom ustroju. Brak tego podporządkowania we wzroście nowotworo­
wym rozumiemy jako jeden z przejawówjego autonomii.

W normalnych tkankach dorosłego organizmu stała liczba komórek, mimo

szybkiego tempa ich podziału, tłumaczy się kompensacyjnym charakterem

proliferacji. Oznacza to, że na przykład w nabłonku jelita tempo proliferacji jest
ściśle dostrojone do tempa ubytku komórek w następstwie ich dojrzewania
czynnościowego i złuszczania. Tempo rozmnażania się komórek nowotworowych
jest w przybliżeniu takie samo, często nawet mniejsze niż tempo podziału
komórek wielu tkanek prawidłowych. Nowotwory zwiększają Jednak swoją obję­
tość mimo względnie słabego tempa podziałów komórkowych głównie dlatego, że

zachwiała się w nich równowaga między przyrostem a utratą komórek.
W populacji komórek nowotworowych mniejsza liczba komórek ginie lub wyłącza
się z cyklu życiowego, niż stanowi ich przybytek w wyniku podziałów.

Komórki nowotworowe, rozmnażając się w miejscu swego powstania, tworzą
ogniskowe zgrubienie zwane guzem (tumor). Nazwa ta jest używana na ogół
w takim samym zakresie i znaczeniu jak „nowotwór”, choć niekiedy rozróżnia

się te pojęcia. Jeśli nowotwór przybiera postać guza o kształcie kulistym, dobrze

odgraniczonym od tkanki prawidłowej, mówimy o wzroście rozprężliwym, czyli
ekspansywnym. W takim przypadku komórki nowotworowe, rosnąc w zwartej
masie, nie mieszają się z sąsiednimi komórkami normalnymi, tylkoje odsuwają,
powodując ich uciskanie i nadając układ koncentiyczny sąsiednim strukturom

narządu.
Komórki nowotworowe mogą indukować tworzenie się nowej, własnej sieci

naczyń krwionośnych — nazywa się to angiogenezą nowotworową. Rozrastające
się od obwodu rozgałęzienia naczyń zapewniają odżywianie szybko rosnących
guzów i osiąganie przez nie znacznych rozmiarów. W przypadkach, gdy nie
dochodzi do rozwoju takich naczyń, centralne okolice guza ulegają martwicy.
Angiogenezą nowotworowa tłumaczy się wytwarzaniem i wydzielaniem przez
komórki nowotworowe swoistego czynnika wzrostowego, który ma zdolność

wybiórczego pobudzania komórek, śródbłonków naczyń włosowatych do roz­
mnażania. Taki czynnik nazywamy nowotworowym czynnikiem angiogenezy,
w skrócie TAF (tumor angiogenic factor).

Często komórki nowotworowe wyosabniają się z pierwotnego ogniska rozro­
stu i wnikają pomiędzy komórki normalne. Ten proces nazywamy naciekaniem
albo infiltracją. Naciekanie i wędrówkę komórek nowotworowych w głąb otacza­

jących tkanek narządu nazywamy inwazją, a zdolność do inwazji, czyli inwazyj-
ność, pojmujemyjako jedną z cech złośliwości nowotworów.

Drugą cechą nowotworów złośliwychjest zdolność do tworzenia przerzutów
(metastasis). Przerzuty powstają wtedy, gdy pojedyncze komórki lub niewielkie
ich agregaty wyosabniają się ze struktury guza pierwotnego i porwane prądem
limfy lub krwi przenoszą się do odległych narządów. Część takich komórek,
tworząc zatory naczyniowe, zagnieżdża się i rozmnaża, dając nowe ogniska
rozrostu.

Nowotwory łagodne, w odróżnieniu od nowotworów złośliwych, są ognisko­
wymi rozrostami wysoko zróżnicowanych komórek. Przybierają postać guzów,
brodawek, wyrośli lub torbieli. Nie mając zdolności do inwazji i przerzutów, są

wyraźnie odgraniczone od tkanek sąsiednich, niekiedy otoczone torebką i po
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wycięciu lub wyłuszczeniu nie odrastają. Odróżnianie nowotworów złośliwych
od nowotworów łagodnych ma swoją dawną tradycję w medycynie ze względu
na odmienne postępowanie lecznicze i pomyślną prognozę w przypadkach guzów
łagodnych.

NAZEWNICTWO I MORFOLOGIA

Nowotwory w swym bogactwie morfologicznych odmian wymagają odpowied­
niej klasyfikacji i nomenklatury. Tradycyjne mianownictwo opracowane dla
celów onkologii znalazło również zastosowanie w opisie nowotworów występują­
cych u najrozmaitszych gatunków zwierząt. Wynika to z faktu, że u człowieka

nowotwory są częstą chorobą i przedstawiają największą różnorodność typów
i odmian, toteż z konieczności zostały najlepiej poznane pod względem histologi­
cznym.

Nowotwór może rozwinąć się w obrębie każdego narządu, w którym zachodzą
podziały komórkowe. Toteż podstawą klasyfikacji nowotworówjest ich morfolo­
giczne podobieństwo do narządów i tkanek, w obrębie któiych się rozwinęły.
Komórki nowotworowe mogą przejawiać znaczny stopień zdolności do różnico­
wania się i organizowania w narząd (tak zwane zdolności histoformatywne).
W następstwie reagowania komórek nowotworowych pochodzenia nabłonkowe­
go z normalnymi komórkami tkanki łącznej mogą wytwarzać się histologiczne
struktury charakterystyczne dla narządu.

Nazwę dla nowotworów tworzy się przez dodanie końcówki -ak do rdzenia

nazwy tkanki czy narządu. Końcówka ta przypomina tradycyjne określenie „rak”.
Najbardziej ogólny podział wynika z rozróżnienia nowotworów wywodzących się
z tkanek nabłonkowych, zwanych nabłoniakami (epithelioma), oraz z tkanek

łącznych czyli mięsaków (sarcoma). W grecko-łacińskich odpowiednikach nazw

nowotworów występuje końcówka -oma od carcirtoma. Jeśli na podstawie bada­
nia histologicznego nie można o nowotworze nic powiedzieć ponad to, że jest
nabłoniakiem albo mięsakiem (niekiedy nawet i takie rozróżnieniejest niemożli­
we) — mówimy o nowotworach anaplastycznych, a więc bardzo słabo zróżnico­
wanych pod względem morfologicznym. Jeśli dobrze jest znane umiejscowienie
pierwotnego ogniska rozrostu guza anaplastycznego, możemy do nazwy nabło-
niak lub mięsak dodać jako bliższe określenie nazwę narządu czy okolicy ciała.

Jeśli w mięsaku pojawią się struktuiy będące produktem czynności komórek

łącznotkankowych, tworzymy nazwy złożone, na przykład włókniakomięsak
(fibrosarcoma), śluzakomięsak (myxosarcoma), mięsak kostny (osteosarcoma),
mięsak chrzęstny (chondrosarcoma).

Jeżeli w nowotworze pochodzenia łącznotkankowego przeważają produkty
czynności komórkowej, natomiast same komórki nowotworowe rozmnażają się
leniwie, guz zaś w całości ma kliniczne cechy nowotworu łagodnego, używamy
nazw charakteryzujących wyłącznie produkt czynności komórek nowotworo­
wych, na przykład: włókniak (fibroma), chrzęstniak (chondroma), kostniak (osteo-
ma), śluzak (myxoma).

Takie same reguły obowiązują w określaniu nowotworów wywodzących się
z układu chłonnego, czyli z narządów limfoidalnych, na przykład mięsak limfa-
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tyczny (lymphosarcoma), chłoniak (lymphorna). Plasmocytoma oznacza nowo­
twór wywodzący się z komórek plazmatycznych. Ponieważ nowotwór ten

u człowieka rozwija się wieloogniskowo w szpiku kostnym, nazwano go szpicza-
kiem mnogim (myeloma multiplex).

Nowotwory wywodzące się z różnych składników układu krwiotwórczego
nazywamy białaczkami (leucaemia), gdyż komórki nowotworowe, na wzór komó­
rek normalnych, przedostają się obficie do krwi, nadając jej białawe, Jakby
mleczne podbarwienie. Niektóre jednakże białaczki rosną w postaci guzów lub
nacieków umiejscowionych w jednym z narządów limfoidalnych, jak węzły
chłonne czy śledziona, a niekiedy rozmnażają się w jamie otrzewnowej.

PROLIFERACJA KOMÓREK, PROGRESJA I STADIALNOŚĆ ROZWOJU

NOWOTWORÓW

Podstawową koncepcją w biologii nowotworów jest zwiększona proliferacja
(namnażanie) zmienionych nowotworowo komórek. Istotnie, zjawisko nowotwo-

rzeniajest immanentnie związane z podziałami komórkowymi. Kontrola podzia­
łów komórkowych w organizmie jest złożona i stale poznajemy jej nowe ogniwa
i elementy molekularnych mechanizmów regulujących cykl komórkowy. Tempo
podziałów komórkowych jest różne dla różnych komórek organizmu i jest
w stanie dynamicznej równowagi z wymieraniem komórek. Niektóre komórki nie

dzielą się wcale, na przykład komórki nerwowe i komórki mięśni prążkowanych.
Nie jest jasne, czy wysoki stopień proliferacji komórkowej jest sam w sobie

czynnikiem grającym istotną rolę w powstawaniu i rozwoju nowotworu. Jeśli

stoimy na stanowisku, że rak jest wynikiem mutacji somatycznej, a replikacja
DNA zachodząca w każdym cyklu komórkowym ma pewien stopień naturalnej
skłonności do popełniania błędów (na przykład spontaniczne zmiany tautome-

ryczne, występujące w nukleotydach) to wysokie tempo proliferacji per se może

być elementem karcynogenezy.
Komórki rosnące przechodzą cykl komórkowy złożony z dwóch zasadniczych

okresów: interfaza i podział komórki. W istocie można w cyklu wyróżnić kilka

dyskretnych faz. Replikacja DNA zachodzi w fazie S w okresie interfazy. Poprze­
dzają faza Gi — okres, w któiym zachodzi stała synteza makrocząsteczek (RNA,
białek) i toczą się głównie procesy metaboliczne. Po fazie S następuje krótko-

trwająca faza G2 i podział komórki (faza M). Komórki nieproliferujące (komórki
nerwowe, komórki mięśni prążkowych) są zatrzymane w fazie określanej jako
Go, której cechą jest brak procesów przygotowawczych do replikacji DNA.
Również inne komórki organizmu, które nie zwiększają swej masy i nie wchodzą
w cykl komórkowy pozostają w fazie Go. W takich komórkach, zwanych komór­
kami spoczynkowymi, toczą się wszystkie charakterystyczne funkcje i procesy
z wyjątkiem funkcji i procesów przygotowawczych do replikacji DNA. W fazie Go

pozostają także komórki hodowane w kulturach komórkowych, gdy pozbawi się
je czynników odżywczych i wzrostowych.

Znamy znaczną liczbę czynników wzrostowych, krążących w ustroju i stano­
wiących elementy złożonego układu, który sygnalizuje komórce potrzebę wzro­
stu. Czynniki te poprzez system receptorów błonowych i cytoplazmatycznych
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uruchamiają molekularny system transmisji sygnału aktywujący geny niezbęd­
ne dla rozpoczęcia reakcji przygotowawczych dla replikacji DNA. Krytycznym
momentem określanymjako „punkt restrykcyjny” (R) jest krótki okres w końco­
wej fazie Gi, gdzie następuje decyzja co do rozpoczęcia replikacji DNA. Moleku­
larne podłoże mechanizmów operujących w punkcie restrykcyjnym obejmują
interakcje wielu genów, w tym genów kodujących, czynniki transkrypcyjne,
cykliny, genów supresorowych (porównaj niżej) oraz swoistych kinaz białko­
wych. Zdarzenia molekularne zachodzące w punkcie restrykcyjnym są istotne
dla procesu nowotworowego.

Nowotwory w swym naturalnym rozwoju ujawniają szereg skokowych zmian,
zmierzających w kierunku coraz to większej złośliwości. Śledzenie zmienności

morfologicznej raków gruczołu mlecznego i płuc myszy doprowadziło Fouldsa do
sformułowania ogólnych prawidłowości w rozwoju raka, które zostały nazwane

progresją nowotworów. Według tej koncepcji rozwój złośliwych nowotworówjest
procesem złożonym, który polega na pojawieniu się różnych i rozmaicie kombi­
nujących się cech Jednostkowych.

Spośród licznych cech nowotworów rosnących w organizmie, najłatwiej
dostępne dla obserwacji są następujące: przyspieszanie tempa wzrostu, utrata

zdolności do różnicowania, pojawienie się zdolności do naciekania (inwazyjność),
do tworzenia przerzutów, do wzrostu w formie wysiękowej w przypadku przenik­
nięcia komórek do jamy otrzewnowej lub opłucnej, stopniowe uniezależnianie

się od wpływów hormonalnych, utrata zdolności do wytwarzania i wydzielania
określonych substancji, które są charakterystyczne dla zróżnicowanych komó­
rek macierzystych.

Ogólną regułą w rozwoju nowotworów jest długi czas utajenia choroby.
Upływa wiele lat między czasem ekspozycji na ewidentny czynnik przyczynowy,
jak na przykład promieniowanie jonizujące lub określony związek chemiczny,
zwłaszcza narządowo swoisty, a klinicznym ujawnieniem nowotworu.

W naturalnym rozwoju nowotworów pierwszą fazę nazywamy zapoczątkowa­
niem (inicjacją). Inicjacja dotyczy indukowanych czynnikiem rakotwórczym
zmian w pojedynczej komórce. Współczesna nauka wskazuje, że pierwotna
zmiana w fazie inicjacji polega na mutacji w takim kluczowym genie, który może

determinować niekontrolowany wzrost i tłumić procesy różnicowania. Taka

komórka, nosząca „piętno nowotworowe” może pozostawać przez długi okres
w stanie „uśpienia” do czasu, gdy pojawią się następne mutacje i nastąpią dalsze
uszkodzenia molekularnych mechanizmów kontrolujących wzrost. Morfologicz­
nie zaawansowana inicjacja może przejawiać się jako nieprawidłowy rozrost

komórek.

Progresja nowotworów pojmowana pierwotnie jako skokowa zmienność fe-

notypowa znalazła swą interpretację genetyczną dzięki badaniom doświadczal­
nym nad karcynogenezą, która z reguły okazywała się procesem wielostopnio­
wym. Klasycznym przykładem takiej stadialności jest możność wyróżnienia
dwóch stadiów w rozwoju raków skóry. W pierwszym substancja rakotwórcza

powodując mutację zapoczątkowuje proces (inicjacja). W drugim — kokarcyno-
gen, uruchamiając mechanizmy epigenetyczne doprowadza do ekspresji cech
złośliwości (promocja). Zrakowaciałe komórki zaczynają się mnożyć w sposób
niekontrolowany (progresja).



264 Mieczysław Chorąży, Kazimierz Dux

Transformacja nowotworowa komórek w hodowli in vitro również przebiega
dwustopniowo. Pierwszą zmianąjest tak zwana immortalizacja, czyli unieśmier­
telnienie komórek, druga zaś zmiana polega na pojawieniu się zdolności tumo-

rogennych. Należy tu wyjaśnić, że komórki izolowane z organizmu i hodowane
in nitro dzielą sięjedynie przez ograniczony okres, dając w wyniku najwyżej 20-50

generacji, później zaś zamierają. W obrębie takiej populacji komórek o ograni­
czonym okresie życia może wyłonić się linia zdolna do ciągłego rozmanażania,
a więc nieśmiertelna, jeśli tylko zostanie zapewniona dla niej przestrzeń i odży­
wianie. Linie ciągłe pojawiają się bądź w następstwie samoistnych mutacji, które

zdarzają się rzadko, bądź też w następstwie mutacji indukowanych przez
czynniki karcynogenne. Linie ciągłe są fenotypowo bardzo zbliżone do komórek

normalnych i nie mają zdolności tumorogennych, a więc po wszczepieniu do

organizmu zwierzęcego nie rosną. Jeśli w obrębie linii ciągłej zdarzy się druga
mutacja, lubjeśli wprowadzi się do komórek na drodze transfekcjijeden z genów
c-onc, to może dojść do pełnej transformacji nowotworowej. Wyraża się ona

zanikiem hamowania kontaktowego, a przyczepność do podłoża (tak zwane

zakotwiczenie) przestaje być warunkiem wzrostu. Komórki po wszczepieniu
zwierzęciu rosną w postaci guza, są więc tumorogenne.

Ogólnie można powiedzieć, że skokowe zmiany fenotypowe obserwowane

podczas procesu złośliwienia nowotworów są wyrazem mutacji, zachodzących
w różnych generacjach tej samej linii komórek. Każda następna generacja
przerasta poprzedzające i w ten sposób ostatnia populacja mutantów przedsta­
wia sięjako jeden klon, w którym doszło do nagromadzenia się wielu jednostko­
wych cech złośliwości. Za taką interpretacją, sięgającą 1957 roku, przemawiają
badania statystyczne nad zależnościami między częstością występowania nowo­
tworów u ludzi a wiekiem ich życia. Badania statystyczne doprowadziły wielu

badaczy do sformułowania hipotezy, że przeciętnie zachodzi 6 lub 7 kolejnych
mutacji, zanim u człowieka rozwinie się populacja złośliwych komórek, dających
pełny obraz kliniczny choroby nowotworowej.

Rozwój nowotworów złośliwych u ludzi jest również wieloetapowy. Każda
z następujących po sobie faz rozwojowych ma charakterystyczne cechy morfolo­
giczne. Podłoże stadialnego rozwoju na poziomie molekularnymjestjeszcze słabo

poznane. Z badań grupy B. Vogelsteina nad rozwojem rakajelita grubego rysuje
się pewien obraz sekwencji zdarzeń mutacyjnych w genach one i genach supre-
sorowych. W miarę wzbogacania naszej wiedzy molekularne modele opisujące
stadialność rozwoju nowotworów ulegają rozszerzeniu i modyfikacji.

Każdy czynnik środowiskowy, który zwiększa częstość występowania nowo­
tworów w populacji człowieka i zwierząt nazywamy czynnikiem rakotwórczym
albo karcynogennym lub też krócej karcynogenem. Unikamy świadomie i celowo
określenia „czynnik onkogenny”, gdyż w języku polskim fonetyczne podobień­
stwo może skłaniać do błędnych skojarzeń z onkogenami, czyli genami one.

Czynniki rakotwórcze są niesłychanie różnorodne i najogólniej możnaje podzie­
lić na chemiczne, fizyczne i biologiczne. Do pierwszych należy ogromna liczba

substancji z rozmaitych grup chemicznych, do drugich — promieniowanie
jonizujące i UV, a do trzecich — wirusy karcynogenne, zwane też tradycyjnie
wirusami onkogennymi.
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CZYNNIKI RAKOTWÓRCZE

KARCYNOGENY CHEMICZNE

Karcynogenami chemicznymi nazywamy substancje, które w swej aktywnej
postaci mogą wiązać się kowalentnie z DNA komórek i — powodując zmiany
genetyczne o charakterze mutacji — mogą w organizmie zapoczątkować ogniska
transformacji.

Genetycznym efektem rozmaitych reakcji chemicznych między karcynogena­
mi a DNA jest mutacja, a więc trwała zmiana informacji strukturalnej bądź
regulacyjnej lub też obu jej rodzajów. Mutacje genów kodujących białka
o kluczowych funkcjach komórkowych, w tym genów one i genów supresorowych
mogą stanowić istotę karcynogenezy chemicznej.

Od karcynogenów, które działając mutagennie i zapoczątkowują proces
nowotworowy, odróżniamy kokarcynogeny, które — wywołując odwracalne po­
czątkowo zmiany epigenetyczne — powodują promocję nowotworów, czyli eks­
presję ich cech złośliwości.

Jednym z kryteriów, które rozstrzyga o przypisaniu jakiejś substancji che­
micznej właściwości rakotwórczychjest wykazanie, że substancja ta, sprawdza­
na w odpowiedni sposób na grupie zwierząt doświadczalnych, zwiększa częstość
powstawania nowotworów — w porównaniu z grupą kontrolną. Drugim jest
ewidentny, udokumentowany badaniami epidemiologicznymi związek przyczy­
nowy między ekspozycją (głównie zawodową) na określony czynnik chemiczny
a zapadalnością na określony nowotwór w populacji ludzkiej.

Wstępem do czasochłonnych i kosztownych testów na zwierzętach laborato­
ryjnych jest sprawdzanie, czy substancje chemiczne podejrzane o właściwości
rakotwórcze są mutagenne dla bakterii. W teście bakteryjnym opracowanym
w laboratorium w 1973 roku przyjęto założenie, że właściwości karcynogenne
są identyczne z mutagennymi. Znalazło to potwierdzenie w fakcie, że niemal

wszystkie znane karcynogeny dały w teście Amesa wynik dodatni, natomiast

substancje nierakotwórcze z reguły nie przejawiały zdolności mutagennych.
Inny test, używany do sprawdzania różnych substancji chemicznych na

karcynogenność, polega na liczeniu ognisk transformacji komórek w hodowlach

poza ustrojem. Wartość tego testu, oceniana według stopnia zbieżności wyników
pozytywnych i negatywnych z testami na zwierzętach, jest zbliżona do testu

Amesa.
Niektóre karcynogeny chemiczne, na przykład uretan, są aktywne biologi­

cznie w takiej postaci, w jakiej istnieją poza organizmem.
Większość substancji rakotwórczych, występujących w środowisku człowie­

ka i używanych w badaniach doświadczalnych, a więc między innymi policykli-
czne węglowodory rakotwórcze (ang. PAH — polycyclic aromatic hydrocarbons),
na przykład benzopyren, metylocholantren, dwubenzoantracen oraz aminy
aromatyczne (na przykład acetyloaminofluoren), mykotoksyny (na przykład
aflatoksyna BI) jest nieczynna w swej trwałej, naturalnej postaci i ulega akty­
wacji dopiero po przemianach metabolicznych w organizmie. Tego rodzaju
substancje nazywa się niekiedy prokarcynogenami. Ich przetworzenie w ostate-
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czne karcynogeny dokonuje się pod wpływem odpowiednich cytozolowych
i mikrosomalnych enzymów (monooksygenazy, epoksydazy), których obecność
stwierdzono w komórkach wielu narządów organizmu. Enzymy biorące udział
w aktywacji metabolicznej PAH są kodowane przez rodzinę genów cytochromu
P450 zwanych genami CYP tworzących wielką polimorficzną rodzinę (około 150

genów). Aktywacja metaboliczna substancji rakotwórczych (a ściślej ksenobio-

tyków, czyli związków chemicznych nie mających dla organizmu wartości od­
żywczych) stanowi tak zwaną fazę I procesu odtruwania. Aktywny chemicznie

ksenobiotyk jest następnie sprzęgany (faza II) z na przykład glutationem do

rozpuszczalnego w wodzie kompleksu, który wydala się z moczem. Proces

sprzęgania z glutationem jest pod kontrolą S-transferazy glutationowej, kodo­
wanej przez geny GST. Związki rakotwórcze aktywowane w fazie I mogą jednak
uciekać z naturalnego toru odtruwania i tworzyć koniugaty z białkiem RNA
i DNA Jako tak zwane addukty. Addukty DNA stanowią wstępny etap mutacji,
między innymi genów one. Przy jednakowej ekspozycji na ten sam karcynogen
indywidualne ryzyko wystąpienia raka jest bardzo różne. Fakt indywidualnej
wrażliwości na czynniki rakotwórcze i predyspozycji do zapadania na nowotwory
zależy od genotypu w zakresie polimorficznych genów CYP i genów GST. Genotyp
determinujący fenotyp intensywnie metabolizujący ksenobiotyki w fazie I jest
związany z podwyższonym ryzykiem zapadalności na raka płuc i innych narzą­
dów. Interesujący jest fakt, że w rasie kaukaskiej około 50% populacji ma

genotyp GSTM1 typu zero/zero, czyli nie ma zdolności przeprowadzenia reakcji
fazy II.

Do prokarcynogenów zaliczamy tak zwane prekursory karcynogenów, a więc
substancje, które nie są groźne w swej naturalnej postaci, w pewnych warun­
kach jednak mogą w organizmie stanowić materiał do syntezy substancji
o bardziej złożonej budowie wykazującej aktywność rakotwórczą. Za przykład
niech posłużą azotyny, które wraz z aminami drugorzędowymi mogą w obecności
kwasu solnego żołądka łączyć się w nitrozoaminy, któiym przypisuje się wielkie
znaczenie w powstawaniu niektórych nowotworów u człowieka.

Sądzi się, że indywidualna predyspozycja do rozwoju nowotworu może

zależeć między innymi od genotypu warunkującego przemiany metabolizmu

karcynogenów (utlenianie, acetylacja), tworzenie adduktów DNA i naprawy
uszkodzeń w DNA.

KOKARCYNOGENY

Doświadczenia nad rozwojem raków skóry u zwierząt doświadczalnych do­
prowadziły do wniosku, że karcynogeneza jest procesem wielostopniowym,
w któiym można wyróżnić co najmniej dwa stadia: zapoczątkowanie i promocję.
Karcynogeny stosowane w bardzo małych — podprogowych dawkach mogą
wprawdzie spowodować mutację niezbędną dla zapoczątkowania nowotworu,
nie wystarczająjednak dojego ekspresji, czyli ciągłego rozmnażania się komórek
i ich wzrostu w postaci guza. Wzrost taki może jednak dojść do skutku dopiero
wtedy, gdy na populację zapoczątkowanych komórek zadziała drugi czynnik,
zwany promotorem lub kokarcynogenem. Tak więc kokarcynogenami, albo

czynnikami współrakotwórczymi, określamy substancje chemiczne, które
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w zasadzie nie będąc mutagenne, nie mają zdolności do zapoczątkowania
nowotworu, mogą jednak spowodować promocję komórek zapoczątkowanych
wcześniej przez któryś z właściwych karcynogenów.

Klasycznym przedstawicielem kokarcynogenów jest olej krotonowy, którego
aktywnymi składnikami są dwuestiy forbolu. Wśród nich najbardziej aktywny
i najczęściej używany w doświadczeniach jest związek znany pod skrótem TPA

(13-octan, 12-0-tetradekanoiloforbolu). Związek ten, zastosowany na zdrową
skórę myszy, powoduje przejściowe rozmnażanie i odróżnicowanie komórek

naskórka, w następstwie czego rozwijają się łagodne brodawczakowate rozrosty.
Jeśli natomiast stosowanie TPA zostanie wyprzedzone mutagennym działaniem

karcynogenu, to w naskórku mogą się rozwinąć złośliwe brodawczaki i raki.
W 1982 roku opisano nowy promotor 100-krotnie bardziej aktywny niż TPA,

mianowicie dwuhydroteleocydynę B, izolowaną z grzybni Streptomyces. Ten

kokarcynogen wywołuje transformację w komórkach zapoczątkowanych przez
metylocholantren względnie napromienianie nadfioletowe. Zapoczątkowany pro­
ces karcynogenezy chemicznej może być zatrzymany zarówno w doświadcze­
niach na zwierzętach, jak i w hodowlach komórkowych in uitro przez retinoidy,
które są substancjami chemicznymi działającymi antagonistycznie w stosunku
do kokarcynogenów. Retinoidy stanowią wielką rodzinę naturalnych i syntetycz­
nych związków chemicznych, będących analogami retinolu, czyli witaminy A.

KARCYNOGENY FIZYCZNE

Zaliczamy tu różne rodzaje promieniowania jonizującego. Jonizującym na­
zywamy takie promieniowanie, które w interakcji z różnymi substancjami powo­
duje dysocjację cząsteczek najony, czyli atomy obdarzone ładunkiem elektrycz­
nym. Promieniowaniajonizujące indukująjonizację wody i powstanie aktywnych
rodników tlenowych, które uszkadzają DNA i indukują replikację naprawczą.
W dostatecznie wysokiej dawce promieniowanie Jonizujące może dać pełny efekt

rakotwórczy, to znaczy stanowić dla procesu nowotworowego zarówno czynnik
zapoczątkowania, jak i promocji.

Nowotwoiy mogą być indukowane przez promieniowanie elektromagnetycz­
ne o określonej długości fali, jak i przez promieniowanie korpuskularne.
Z szerokiego widma promieni pierwszego rodzaju jako czynnik rakotwórczy
wchodzi w grę tylko promieniowanie nadfioletowe, promieniowanie rentgeno­
wskie i promienie gamma. Jeśli chodzi o promieniowanie korpuskularne, to

wszystkie jego rodzaje okazały się karcynogenne, a więc cząstki alfa, beta,
protony i neutrony.

Promieniowanie nadfioletowe Jest głównym czynnikiem w powstawaniu raka

skóry u człowieka, co wynika z badań epidemiologicznych. Mechanizm powsta­
wania tego nowotworu tłumaczy się różnymi sposobami działania promieni
nadfioletowych na układy biologiczne, jak zahamowanie podziałów komórko­
wych, inaktywacja enzymów, indukcja mutacji oraz uśmiercanie komórek.
Niektóre z biologicznych efektów napromieniowania nadfioletem można wyjaśnić
zmianami fizycznymi i chemicznymi w DNA. Spośród wielu możliwych zmian

strukturalnych w DNA, indukowanych przez promienie nadfioletowe, najbar­
dziej trwałymi i najłatwiej tworzącymi się związkami chemicznymi, które mogą

2 — Kosmos
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być mutagenne, są dimery piiymidyn. Mogą one tworzyć się przez wiązanie
między tyminą a cytozyną lub między parami samych cząsteczek cytozyny lub

tyminy.
Rakotwórcze efekty promieni X, promieniowania gamma i neutronów ujaw­

niły się w populacjach ludzkich po napromieniowaniach, które zdarzały się
w różnych okolicznościach: przypadkowych, leczniczych, diagnostycznych,
w trakcie wykonywania zawodu i podczas wybuchów atomowych.

Raki skóry pojawiały się dawniej u rentgenologów, którzy nie dysponowali
dostateczną osłoną osobistą przed źródłem promieniowania. Powstawanie no­
wotworów płuc zaobserwowano u górników w kopalniach rudy uranowej, pier­
wotnie w Czechach, a później także w USA. Wśród ludności, która przeżyła
wybuch bomby atomowej w Hiroszimie i Nagasaki, w okresie od 5 do 25 lat po
wybuchu zwiększyła się częstość występowania białaczek głównie u młodych
osobników.

WIRUSY ONKOGENNE

Badania nad rolą wirusów w karcynogenezie odegrały doniosłą rolę w odkry­
ciu komórkowych genów one i w wyjaśnieniu molekularnych mechanizmów

transformacji nowotworowej.
Wirusy rozmnażają się i przejawiają swe funkcje metaboliczne Jedynie

w obrębie komórek. Podstawowym warunkiem istnienia wirusów są mechanizmy
gwarantujące powielanie się ich kwasu nukleinowego oraz istnienie w ich

genomie informacji dla syntezy białek wirusowych. Istotnymi białkami dla
wirusa są te, które osłaniają genom i umożliwiają infekcyjność.

Ewolucyjnie wirusy są stosunkowo młodą formą życia, gdyż mogły powstać
dopiero po pojawieniu się na Ziemi komórek gospodarza, a więc bakterii (proka-
riontów) i komórek wyżej zorganizowanych, zaopatrzonych w jądro (eukarion-
tów). Istnieją dobrze uzasadnione hipotezy, że ewolucyjnie retrowirusy pochodzą
z ruchomych elementów genetycznych (transpozonów), które w normalnych
komórkach mają znaczenie dla regulacji procesów różnicowania. W toku ewolu­
cji wirusów wykształciło się bardzo dużo ich odmian o zróżnicowanej i złożonej
budowie oraz o szerokiej skali wymiarów. Wiele z nich okazało się czynnikami
chorobotwórczymi, wywołującymi choroby zakaźne. Nieliczne tylko odmiany
wirusów mogą w warunkach naturalnych indukować rozrosty o charakterze

nowotworowym.
Najogólniej dzielimy wirusy na dwa typy: wirusy DNA oraz wirusy RNA,

w zależności od rodzaju kwasu nukleinowego, w którym jest zakodowana

informacja genetyczna w dojrzałej, to jest infekcyjnej formie wirusa. Informacja
ta, choć stosunkowo uboga, wystarczajednak do spełnienia kilku podstawowych
funkcji życiowych wirusów onkogennych. Do takich należy synteza białka

strukturalnego tworzącego kapsyd (otoczkę), który w infekcyjnej fazie cyklu
życiowego wirusa osłaniajego kwas nukleinowy, umożliwia przyczepianie się do

błony komórkowej, a następnie wniknięcie do wnętrza komórki. W wirusach typu
RNA kluczowym genemjest gen poi, kodujący tak zwaną rewertazę (RNA zależną
polimerazę DNA) niezbędną dla syntezy komplementarnego do genomu RNA

dwupasmowego DNA, który następnie integruje się z genomem gospodarza.
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WIRUSY DNA

Część zwierzęcych wirusów tej grupy obejmuje się nazwą papoua, będącą
zestawieniem pierwszych sylab nazw trzech następujących wirusów: 1) papillo-
ma virus, 2) polyoma virus i 3) vacuolating simian virus typ 40 (SV40).

1) Najdawniej poznanym przedstawicielem wirusów papilloma jest wirus

Shope’a, który w warunkach naturalnych powoduje endemicznie występujące
brodawczaki uszu u królików z odmiany Cottontail. Doświadczalne zakażenie
królików domowych wirusem Shope’a powoduje rozwój złośliwych nabłoniaków
naskórka.

2) Wirus polyoma ma zdolność do wywołania różnego rodzaju nowotworów
zarówno nabłonkowego, jak i łącznotkankowego pochodzenia nie tylko u myszy,
lecz u chomika i innych gatunków,

3) Wirus oznaczony symbolem SV40, został izolowany z hodowli komórkowej
nerki małp. Odznacza się zdolnością do wywoływania mięsaków u chomików
i szczurów, a także powoduje transformację w hodowlach komórek różnego
pochodzenia.

Zdolność wirusów polyoma do transformacji komórek zależy od wytwarzania
białek kodowanych przez wirusa i nazywanych średnim antygenem T. Średni
antygen T ma aktywność kinazy tyrozynowej. Mutanty wirusa pozbawione takiej
aktywności enzymatycznej nie mają zdolności transformacji komórek.

Transformacja komórek pod wpływem wirusa SV40 dokonuje się za pośred­
nictwem białka kodowanego przez tego wirusa. Białko to gromadzi się w jądrze
komórkowym i jest znane pod nazwą dużego antygenu T. Ten jądrowy antygen
ma niezwykłe właściwości, gdyż sam (bez obecności wirusa) wystarcza do

transformacji komórek hodowanych irt vitro, Jak również do wywoływania guzów
nowotworowych u nowonarodzonych chomików.

W patogenezie nowotworów u ludzi szczególne zainteresowanie budzą wirusy
określane skrótem HPV (human papilloma virus), które u człowieka są przyczyną
pospolitych brodawczaków skóry. Z brodawczaków takich wyosobniono kilka­
naście odmian wirusów HPV. Znaczna ich większość ma związek przyczynowy
z łagodnymi brodawczakami umiejscowionymi w określonych okolicach ciała,
jednakże wirusy HPV-5, HPV-16 i HPV-18 mogą prowadzić do zmian przedrako-
wych a następnie rozwoju nowotworów złośliwych skóry i narządów płciowych
oraz krtani. Duża część tych nowotworów ma zintegrowane z genomem komórek

sekwencje HPV, które konstytutywnie (stale) wyrażają dwa wczesne geny wirusa
E6iE7.

Mechanizm rozwoju złośliwych nowotworów człowieka pod wpływem wirusa
HPV nie jest jeszcze znany, wiadomo jednak, że oprócz wirusów odgrywają tu

rolę zarówno genetyczne uwarunkowania organizmu, Jak i czynniki pochodzące
z zewnątrz.

Wśród wirusów DNA patogenicznych dla człowieka należy wymienić wirusa

Epsteina-Barr (EBV) uważany za czynnik indukujący chłoniaka Burkitta we

wschodniej Afryce równikowej i rakajamy nosowo-gardłowej w południowej Azji.
Wirus EBV należy do wirusów z grupy opryszczki (herpes virus); inne wirusy
z tej grupy były łączone także z patogenezą niektórych typów nowotworów.
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U chorych na AIDS zainfekowanych wirusem HIV spostrzega się (w populacji
Stanów Zjednoczonych Ameryki Północnej) około 20 000 razy częściej tak zwane

mięsaki Kaposi oraz w późniejszych okresach choroby częstsze (niż w populacji
ogólnej) chłoniaki wywodzące się z komórek B. Udział wirusa HIV w molekularnej
patogenezie obu tych nowotworówjest wysoce złożony.

W niektórych regionach globu (południowo-wschodnia Azja) zidentyfikowano
wysoki stopień nosicielstwa wirusa (typ B) zapalenia wątroby (HBV — hepatitis
B virus) skorelowany z wielokrotnie większą zapadalnością na pierwotnego raka

wątroby.

WIRUSY RNA

Wirusy RNA zdolne do wywoływania nowotworów u przedstawicieli różnych
gatunków kręgowców określa się nazwą wirusów onkorna. Stanowią one podro-
dzinę z rodziny Retrouiridae (retrowirusy).

Genom retrowirusów jest zakodowany w nici RNA. Genom retrowirusów
zawiera zwykle gen rewertazy noszący symbolpoi (RNA-zależna polimeraza DNA),
gen kodujący białko otoczki (kapsydu) i wewnątrzwirusowe białko strukturalne.
W cyklu życiowym retrowirusów można wyróżnić dwa okresy. W pierwszym,
który trwa kilka godzin i zaczyna się infekcją komórki, wirion przyczepia się do

błony komórkowej i przenika dojej wnętrza. Odwrotna transkryptaza (rewertaza)
wirionu powoduje syntezę DNA na matrycy wirusowego RNA. Nowy DNA jest
podwójną nicią zamkniętą w koło o średnicy 5,7 x 10° A i w tej formie ulega
integracji z komórkowym DNA, stając się prowirusem. W drugim okresie opisy­
wanego cyklu zachodzi ekspresja prowirusowego DNA przez normalne procesy
transkrypcji. Produktem tego są dwa typy RNA: pierwszy jest genomem nowego
wirionu, drugim typem jest mRNA dla syntezy białek wirusowych. Prototypem
onkogennych retrowirusów Jest wirus leukozy ptaków (ALV). Należy on do tak

zwanych łagodnych wirusów onkogennych. Wywołuje białaczki i rozrosty komó­
rek układu krwiotwórczego po długim okresie utajenia i u małego odsetka
nosicieli. Druga grupa retrowirusów onkogennych jest zaliczana do grupy tak

zwanych ostrych wirusów, które indukują nowotwory (białaczki, erytroblastozy,
chłoniaki, a także nabłoniaki i mięsaki) w krótkim okresie po infekcji
i u wysokiego odsetka zakażonych zwierząt. Charakterystyczną cechą genomu
tych wirusów jest obecność w nim wirusowego genu one (v-onc). Typowym
przedstawicielem tej grupy jest wirus mięsaka Rousa (RSV). W genomie tego
wirusa oprócz trzech genów niezbędnych w cyklu życiowym wirusa (gag, poi,
enu) znajduje się gen sre odpowiedzialny za indukcję mięsaków (sarcoma— stąd
symbol sre) u kur. Wirus RSV jest ostrym wirusem onkogennym niedefektyw-
nym, to znaczy genom jego posiada te geny, które są niezbędne dla cyklu
życiowego. Inne ostre retrowirusy onkogenne są zwykle defektywne. Charaktery­
styczną cechą ich genomu jest obecność genu v-onc i brak lub szczątkowe
sekwencje genów „własnych” wirusa (gag, poi, enu). Brak lub defekty w tych
ostatnich genach uniemożliwiają przejście wirusa przez jego cykl życiowy. Cykl
życiowy wirusów defektywnych może się odbywać tylko, gdy w czasie zakażenia

jest obecny także wirus wspomagający, zawierający funkcjonalny gen kodujący
rewertazę (poi) i geny kodujące strukturalne białka wirusa.
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Na podkreślenie zasługuje ogromne rozpowszechnienie onkogennych wiru­
sów RNA. Okazało się mianowicie, że niemal wszystkie gatunki zwierząt są
nosicielami prowirusowego DNA jednego lub kilku typów retrowirusów. Prowi-
rusowa informacja przekazuje się pionowo — a więc dziedzicznie — z rodziców
na potomstwo wraz z normalnymi genami, zgodnie z prawami Mendla. Prowirusy
mają ściśle określoną lokalizację w chromosomach, tak jak każdy inny gen.
Wyjątkowym przykłademjest pionowe przekazywanie wirusów Bittnera u myszy
z niektórych szczepów za pośrednictwem mleka matki. Przez niedopuszczenie
do wykarmiania osesków mysich mlekiem własnej matki można je uchronić

przed zakażeniem wirusem Bittnera i zapobiegać w znacznym stopniu pojawie­
niu się raków gruczołu mlecznego w późniejszych okresach życia.

Oprócz pionowego przenoszenia się Informacji genetycznej retrowirusów są
znane przykłady zakażeń poziomych, to znaczy takich, jakie wchodzą w grę przy
epidemicznym szerzeniu się chorób zakaźnych. W zakażeniu poziomym wiriony
przenoszą się z osobnika na osobnika w obrębie współcześnie istniejących obok
siebie generacji. W obrębie jednego narządu normalne fibroblasty zakażają się
wirionami RSV wytwarzanymi przez komórki mięsaka Rousa, który wszczepiono
doświadczalnym kurom.

U człowiekajedynym udowodnionym i dobrze zbadanym przykładem nowo­
tworu wywołanego przez zakaźnego wirusa jest białaczka wywodząca się
z limfocytów T. Stąd retrowirus nazwano skrótem HTLV (humanT-cell leukaemia

virus). Genomy HTLV posiadają u końca 3’ otwartą ramkę odczytu i kodują dwa
białka tax i rex uruchamiające transformację nowotworową, między innymi
poprzez aktywację genów receptorowych niektórych interleukin. HTLV nie jest
spokrewniony z żadnym ze znanych wirusów zwierzęcych z wyjątkiem wirusa
białaczki bydła BLV (bovine leukaemia virus).

Endemiczne ogniska zakażenia wirusem HTLV wykryto w Ameryce w basenie
Morza Karaibskiego oraz w południowo-zachodniej Japonii.

ROLA GENÓW ONC W ROZWOJU NOWOTWORÓW

Fakt, że nowotworowa transformacja komórek somatycznychjest nieodwra­
calna, a cechy złośliwości z komórki macierzystej przechodzą na komórki

potomne wskazuje na genetyczne mechanizmy procesu nowotworowego na

poziomie komórki. Stanowisko takie rodzi z miejsca pytanie, jakie geny i jakie
ich uszkodzenia mają kluczową rolę w procesie rakowacenia.

Odkrycie wirusowych genów one fy-onc) w ostrych, transformujących retro-

wirusach miało pierwszorzędne znaczenie w postępie dociekań nad istotą pro­
cesu nowotworzenia. W wirusie mięsaka Rousa (RSV) zidentyfikowano gen v-src

odpowiedzialny za indukcję mięsaków kur..Wkrótce okazało się, że homologiczny
gen znajduje się w niezakażonych zdrowych komórkach kury. Gen ten nazwano

komórkowym genem sre (c-src). W latach 80-tych wykryto inne komórkowe geny
homologiczne do wirusowych genów v-onc. W prawidłowej komórce eukarioty­
cznej geny te nazywamy genami proto-one. Przedrostek „proto” wskazuje, że

wyjściowy pierwotny gen tego typu jest prekursorem genu nowotworowego,
transformującego genu c-onc. Obecnie mamy ugruntowane dowody, że geny



272 Mieczysław Chorąży, Kazimierz Dux

proto-one są naturalnymi i prawidłowymi składnikami genomu i występują
u wszystkich gatunków świata zwierzęcego. Pełnią one różne, kluczowe, nieod­
zowne w biologii komórki funkcje (procesy embriogenezy, różnicowanie, prolife­
racja) . Wśród poznanych dotychczas koło 100 genów proto-ortc znajdują się geny
kodujące czynniki wzrostowe i receptory dla tych czynników. Produkty białkowe

niektórych genów proto-one mają funkcje swoistych kinaz białkowych biorących
udział w cyklu komórkowym, jeszcze inne biorą udział w przenoszeniu sygnałów
przez błonę komórkową, pełnią rolę wewnątrzkomórkowych receptorów hormo­
nalnych, mają właściwości enzymatyczne (na przykład rozszczepiają wysoko­
energetyczne wiązania w GTP). Wiele genów proto-onc koduje czynniki transkry-
pcyjne o plejotropowych właściwościach, aktywujące dużą liczbę różnych genów.
Jeszcze inne biorą udział w wytwarzaniu nowych naczyń krwionośnych.

Są dowody naukowe wskazujące, że ostre transformujące retrowirusy po­
wstały w wyniku przeniesienia i zrekombinowania z genomem łagodnego retro-

wirusa sekwencji genów proto-onc z komórki eukariotycznej. W procesie ewolucji
najpierw powstały i istniały geny proto-onc w komórkach eukariotycznych
a dopiero w późniejszych etapach ewolucji pojawiły się wirusy onkogenne,
powstałe w drodze transdukcji genów proto-onc z komórek zakażonego gospo­
darza. Sądzimy, że sekwencje komórkowego genu proto-onc nabrały właściwości

genów transformujących po przeniesieniu w sąsiedztwo takich sekwencji wiru­
sowych, które mają silne właściwości promotorowe, to znaczy właściwości

pobudzające do stałej transkrypcji każdego genu, który znajdzie się w pobliżu
takich silnych promotorów.

Retrowirusy onkogenne nie są odpowiedzialne za indukcję nowotworów
u ludzi (wyjątek stanowią wirusy HIV i HTLV). Geny proto-onc nabierają właści­
wości transformujących, czyli przekształcają się w komórkowe geny c-onc

w różnych okolicznościach. Należy w tym miejscu zauważyć, że kluczowe,
prawidłowe funkcje białek kodowanych przez geny one mogą być spełnione tylko
wówczas, gdy białkojest syntezowane w prawidłowych ilościach, gdy pojawią się
w komórce w ściśle określonych okresach i gdy ich struktura nie Jest zmieniona.
Wszelkie odstępstwa od tych prawidłowości sprawiają, że produkty komórko­
wych genów one stają się elementami aktywującymi rozwój nowotworu.

Zatem wszelkie zdarzenia molekularne prowadzące do nienormalnej, nasilo­
nej aktywności genów proto-onc, do aktywacji tych genów w nieodpowiednim
czasie lub wreszcie do mutacji genów proto-onc narzucają genom proto-onc
piętno i cechy transformujących genów c-onc. Te istotne rozróżnienia stanu

strukturalnego i funkcji genów proto-onc i c-onc w potocznym użyciu są zacie­
rane; mówimy po prostu o komórkowych genach one (c-onc), a z kontekstu

dyskusji wynika, czy są to geny o prawidłowej strukturze i funkcji, czy geny
o cechach genów transformująch (na przykład mutanty genów).

Komórkowe geny c-onc są genami silnie konserwowanymi w procesie ewolu­
cji. Są one takie same (a więc mają taką samą sekwencję nukleotydów)
u człowieka i u przedstawicieli różnych gatunków zwierzęcych: myszy, szczurów,
małp, kotów, ptaków, ryb i innych. Taka nieswoistość gatunkowa dowodzi, że

geny c-onc w ciągu wielu milionów lat ewolucji gatunków nie ulegały zagubieniu
i zmianom w procesach doboru naturalnego. Dokładna selekcja oraz konserwa­
tyzm ich kodu wskazuje, że geny c-onc mają istotne znaczenie dla życia organi-
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zmów różnych gatunków i funkcji eukariotycznych o czym wspomniano już
wyżej.

Zmiany strukturalne genów c-onc mogą być wywołane różnymi czynnikami
mutagennymi i uszkadzającymi DNA. Następstwem tych zmian, o ile nie ulegną
one reperacji, są różnego rodzaju mutacje.

MUTACJA PUNKTOWA

Zmianajednego nukleotydu w triplecie (kodonie) w obrębie genu c-onc przez
inny nukleotyd powoduje zmianę treści kodu genetycznego, co w konsekwencji
może zmienić skład aminokwasów białka transformującego (mutacja typu mis-

sens) lub wprowadzić kodon typu stop (mutacja typu nonsens). Ta ostatnia

sytuacja daje w rezultacie skrócony łańcuch białkowy. Mutację typu missens

spostrzeżono po raz pierwszy w genie c-Ha-ras wyizolowanym z raka pęcherza
u ludzi. Podobniejak w globinie w anemii sierpowatej, zmutowane białko Ha-ras

(białko p21) w pozycji 12 zamiast glicyny posiada walinę. To podstawienie
jednego aminokwasu zmienia strukturę białka p21, które jest GTP-azą i przez
to obniża powinowactwo do substratu — GTP. W innych kodonach genu c-Ha-ras

spostrzegano także inne mutacje punktowe.
Mutacje punktowe w genach c-onc występują w wielu różnych typach

nowotworów u ludzi.

TRANSLOKACJE CHROMOSOMALNE

Złamania chromosomów z przemieszczeniem genu c-onc w okolicę aktywną
innego chromosomu prowadzą do trwałej aktywacji onkogenu. Jest to częsty
mechanizm transformacji nowotworowej. Stałe występowanie aberracji chromo­
somów stwierdzono w kilku typach białaczek u człowieka i u myszy doświad­
czalnych oraz w chłoniakach.

Chłoniaki typu Burkitta są złośliwym rozrostem limfocytów B. Stale wystę­
pującą zmianą kariotypową jest złamanie chromosomu w miejscu 8q24, gdzie
znajduje się onkogen c-myc. W mechanizmie wzajemnej translokacji odcinek

złamanego chromosomu 8 z onkogenem c-myc łączy się z odcinkiem chromoso­
mu 14 (translokacja t(8,14), złamanego w miejscu występowania genów kodu­
jących ciężkie łańcuchy immunoglobulin. W następstwie przemieszczenia się
w sąsiedztwo aktywnych genów kodujących immunoglobuliny gen c-myc ulega
aktywacji, gdyż dostaje się pod wpływ ich promotorów.

Translokacje genów c-onc mogą prowadzić do powstania białek hybrydowych
o patologicznej funkcji.

AMPLIFIKACJA GENÓW C-ONC

Geny onejak większość innych genów występuje w komórkach diploidalnych
w liczbie 2 kopii. W niektórych nowotworach występuje zjawisko amplifikacji
genu c-onc, to jest zwielokrotnienie liczby kopii komórkowych onkogenów od
kilku do kilkudziesięciu razy, co znajduje swój wyraz w wytwarzaniu większej
ilości białka transformującego. Taką amplifikację genów c-myc stwierdzono
w białaczce promielocytowej oraz w raku jelita, grubego u człowieka, a także
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genów Ki-ras w nowotworze kory nadnerczy u myszy. W neuroblastoma opisano
przypadek amplifikacji genu N-myc do 1200 kopii.

WSTAWIENIE CZYLI INSERCJA PROMOTORA

Mechanizm ten wyjaśnia powstanie transformacji nowotworowej w komór­
kach wyższego organizmu po zakażeniu wirusami nie mającymi w swym genomie
genów one. Chodzi tu o tak zwane powoli transformujące wirusy RNA a także

wirusy DNA, które wywołują zmiany nowotworowe dopiero po 4-12-miesięcznym
okresie utajenia i nie wykazują zdolności do transformacji komórek w hodowli
in nitro. W badaniach nad prowirusową postacią (DNA) powoli transformujących
wirusów białaczkowych wykazano, że zespół genów strukturalnych prowirusa
jest z obu stron „oflankowany” przez długie odcinki DNA, które nazwano

powtarzającymi się długimi końcówkami (long terminal repeats) — w skrócie
LTR. Odcinki te odgrywają rolę promotora dla sąsiednich genów strukturalnych.
Aktywację genu c-myc przez insercję promotora opisano u kurcząt w chłonia-
kach wywodzących się z uchyłku Fabryciusza. Niektóre typy tak zwanych
sekwencji transpozonalnych (wędrujących) mogą dawać podobny skutek Jak

insercja promotora wirusowego.
Mechanizmów prowadzących do przemiany genów proto-onc w aktywne geny

transformujące c-one jest znacznie więcej.
Mutacje w genach c-onc mają charakter mutacji dominujących. Oznacza to,

że mutacja w jednym tylko allelu genu c-onc może dać efekt transformacyjny;
produkt prawidłowego genu w nienaruszonym allelu nie jest w stanie zrekom­
pensować patologiczny efekt genu zmutowanego. Mutacje dominujące w genach
c-onc nie dziedziczą się. Prawdopodobnie zarodki z komórki zygotycznej, zawie­
rającej mutację nawet wjednym allelu genu c-onc, giną we wczesnych okresach

rozwoju.
W procesie inicjacji i promocji nowotworów spostrzega się mutacje różnych

genów c-onc. Sądzi się, że przynajmniej 2 geny c-onc muszą być zmutowane, aby
proces karcynogenezy mógł być rozpoczęty. W wyłaniających się w procesie
karcynogenezy klonach komórkowych kumulują się mutacje kolejnych genów.

Synergistyczny efekt mutacji w różnych genach c-onc był obserwowany
u myszy transgenicznych z wprowadzonym mutantem genu c-myc i genu c-ras.

Zapadalność na nowotwory była znacznie większa w przypadku wprowadzenia
obu transgenów one niż po wprowadzeniu tylko jednego z nich.

Ostatnio zwraca się uwagę na możliwość wystąpienia mutacji w obrębie poza
genowych sekwencji niekodujących typu sekwencji powtarzających się (mikro-
satelitarnych). Są to tak zwane mutacje dynamiczne, które prowadzą do zmian
w liczbie kopii sekwencji powtarzających się. W konsekwencji mogą zmieniać się
konformacje dużych domen DNA i wpływać na funkcję genów zawartych w tych
domenach. Biologiczne skutki aktywnych genów c-onc realizują się ostatecznie
w zwiększonej aktywności proliferacyjnej komórek.
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GENY SUPRESOROWE (ANTY-ONKOGENY)

W hybrydach komórek nowotworowych z komórkami prawidłowymi, po­
wstałych w wyniku fuzji obu rodzajów tych komórek nie ujawniają sie cechy
złośliwości, a więc fenotyp nowotworowy jest tłumiony. Podobną supresję feno­
typu nowotworowego uzyskano po wprowadzeniu do komórek nowotworowych
izolowanych chromosomów komórek prawidłowych, a użycie pojedynczych chro­
mosomów pozwoliło na określenie tych chromosomów, które wywoływały efekt

supresyjny. W miarę upływu czasu niektóre komórki odzyskiwały swój złośliwy
charakter (rewertowały), a zjawisku temu towarzyszyła utrata określonego chro­
mosomu lub części chromosomu. Te spostrzeżenia wskazywały na istnienie

genów supresorowych, od których zależał efekt supresyjny. Innym dowodem na

obecność w genomie genów supresorowych były spostrzeżenia, że pewnym
typom nowotworów towarzyszą aberracje struktury chromosomów, zwłaszcza

delecje. Takie delecje ujawniano na poziomie molekularnym techniką analizy
długości fragmentów restrykcyjnych (RFLP — restriction fragment length poly-
morphism). Analiza techniką RFLP umożliwiła mapowanie na chromosomach

tych loci, w których wystąpiło zjawisko utraty heterozygotyczności (LOH — loss
of heterozigozity) to znaczy loci, gdzie rezydowały geny supresorowe. Niezwykle
użyteczne okazały się też analizy aberracji chromosomalnych w przypadkach
dziedzicznych predyspozycji do rozwoju nowotworów wskazujące na istnienie

genów supresorowych. Analiza sporadycznej (Jednostronnej) i dziedzicznej, dwu­
stronnej postaci siatkówczaka oka (retinoblastoma) pozwoliła sformułować hipo­
tezę, w myśl której dziedziczny siatkówczak powstał w wyniku dwustopniowej
mutacji w obrębie domniemanego genu Rb mającego funkcje supresorowe,
którego locus przypisano do długiego ramienia chromosomu 13. W 1985 roku

gen Rb został zidentyfikowany, następnie poznano jego budowę a potem budowę
i funkcję jego produktu — białka plO5Rb. Molekularny proces odpowiedzialny
za rozwój dziedzicznych postaci siatkówczaka polega na wystąpieniu w komórce

zygotycznej mutacjijednego allelu, mutacji obecnej w plemniku ojca lub komórce

jajowej matki. Drugi allel genu Rb ulega mutacji w życiu płodowym lub po
urodzeniu i dopiero wówczas rozwija się nowotwór. Mutacja w supresorowym
genie Rb ma więc charakter recesywny tak długo, jak utrzymuje się nie naru­
szony („dziki”) allel Rb, czyli tak długo, jak długo locus Rb jest w stanie

heterozygotyczności choroba nie rozwija się. Produkt dzikiego allelu Rb kompen­
suje funkcję zmutowanego allelu. Eliminacja normalnego genu Rb (na przykład
na drodze delecji) manifestująca się jako LOH prowadzi do ujawnienia się
choroby nowotworowej.

Dziś znamy kilkanaście genów supresorowych, ich strukturę i funkcję ich

produktów białkowych oraz udział w rozwoju dziedzicznych postaci nowotwo­
rów.

Białka, produkty genów supresorowych mają zwykle funkcje plejotropowe.
Ogólnie rzecz biorąc geny supresorowe są antagonistami genów one, stąd
synonim geny anty-one. Białka supresorowe (produkty na przykład genu Rb,
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genu p53) mają właściwość kompleksowania z białkami onkogennymi wirusów,
grają rolę regulatorów ekspresji genów i kontroli cyklu komórkowego.

Gen kodujący białko p53 jest jednym z genów najczęściej zmutowanych
w różnych typach nowotworów. Białko p53jest strażnikiem prawidłowego cyklu
komórkowego. Spostrzeżono, że uszkodzenia DNA w fazie Gi indukuje aktyw­
ność genu p53 a ekspresja białka p53 uniemożliwia poprzez złożony mechanizm

molekularny rozpoczęcie replikacji DNA (wejście komórki w fazę S) dopóty,
dopóki procesy naprawcze nie usuną uszkodzeń. Komórka z nie naprawionym
materiałem genetycznym nie wchodzi w fazę replikacji, lecz Jest skierowana na

drogę wiodącą do apoptozy czyli genetycznie programowanej śmierci komórki.

Współdziałanie genów supresorowych p53, Rb z genami kodującymi inhibi­
tory (na przykład białka pl5, pl6, p21, p27) kinaz zależnych od cyklu komór­
kowego (na przykład Cdk 4,6) z cyklinami A, B, E, D i czynnikiem transkrypcyj-
nym E2F stanowi złożony mechanizm regulujący cykl komórkowy i kontrolujący
proliferację komórek.

Rozwój nowotworu złośliwego jest wynikiem interakcji między szeroko poję­
tymi czynnikami środowiskowymi a genami. W przypadku tak zwanych nowo­
tworów samorzutnych czynniki dziedziczne nie manifestują się lub też nie

dostrzegamy ich. Przyjmuje się, że w takich przypadkach nowotwór był spowo­
dowany czynnikiem środowiskowym.

W niektórych rodzinach nowotwory występują w niezwykle wielkiej liczbie.
Takie rodzinne agregacje nowotworów mogą być przypadkowe, mogą powstawać
w następstwie ekspozycji członków rodzin na wspólny czynnik rakotwórczy lub
wreszcie mogą być przejawem obarczeń dziedzicznych. Nie spostrzegano doty­
chczas, aby w przypadku nowotworów dziedziczyły się dominujące mutacje
w genach c-ortc. Przypuszcza się, że mutacje takie są letalne; co oznacza, że

zarodki z komórki zygotycznej niosącej mutacje w genach one nie mogą się
rozwinąć. Inaczej dzieje się z recesywnym genem supresorowym, gdzie mutacja
jest skompensowana „dzikim” allelem tego genu. Zarodki heterozygotyczne ze

zmutowanym allelem genu supresorowego mogą rozwinąć się prawidłowo a

osobnicy heterozygotyczni są klinicznie zdrowi. Dopiero mutacja lub delecja
drugiego, normalnego allelu prowadzi do osiągnięcia stanu homozygotyczności,
co pozwala na rozwój nowotworu. Mechanizm taki postulowano w przypadkach
dziedzicznej postaci siatkówczaka (retinoblastoma), gdzie rozwija się dwuoczna,
wieloogniskowa postać nowotworu. Pierwsza mutacja w Jednym z alleli supre­
sorowego genu Rb jest wniesiona do komórki zygotycznej ze strony ojca lub
matki. Inaktywacja drugiego allelu następuje w życiu płodowym lub we wczes­
nym okresie życia noworodka.

Oprócz siatkówczaka są znane inne dziedzicznie występujące nowotwory
związane z mutacjami genów supresorowych. Stanowią one na ogół mały odsetek
nowotworów samorzutnych. Zalicza się tu raki sutka z mutacją w genie p53 (tak
zwanej rodziny Li-Fraumeni), raki sutka i jajnika (mutacje w genie BRCA1
i BRCA2), guz Wilmsa (nowotwor nerki u dzieci), mnogie nowotwory gruczołów
dokrewnych (mutacje w genach MEN), neurofibromatoza typ 1 (choroba Re-

cklinghausena) i typ 2 (oponiaki i nowotwory z komórek Schwanna), rak jelita
grubego na tle rodzinnej polipowatości, rzadziej rak płuca i innych narządów.
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W większości tych nowotworów stwierdzono stan homozygotyczności w odpo­
wiednich loci genów supresorowych.

Rodzinne zespoły dziedziczne {Ataxia teleangiectasia, Xeroderma pigmento-
sum, anemia Fankoniego, zespół Blooma, progeria i in.) cechują się predyspozy­
cją do rozwoju nowotworów złośliwych. W zespołach tych występują dziedziczne

wady w układach enzymatycznych naprawiających uszkodzenia w DNA,
w związku z czym częstość uszkodzeń DNA powodowanych przez czynniki
fizyczne (na przykład promieniowanie UV) i chemiczne jest wysoka.

Indywidualna wrażliwość na czynniki rakotwórcze jest związana z genetycz­
nie uwarunkowanym wzorem metabolizmu ksenobiotyków i procesami detoksy-
fikacji, o czym była wzmianka wyżej.

Jak widać z tego krótkiego przeglądu rozwój nowotworów złośliwych jest
niezwykle złożonym zjawiskiem biologicznym. Kluczową rolę w procesie nowo-

tworżenia mają oddziaływania środowisko — geny. Obecnie zwraca się baczną
uwagę na komponenty dziedziczne w rozwoju chorób nowotworowych.

CANCER BIOLOGY — AN INTRODUCTION

The generał biological features of cancer cells, type of carcinogens and mechanism of cancer

transformation were discused.
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Każda prawidłowa komórka somatyczna człowieka podczas swojego podziału
mitotycznego wykazuje obecność 46 chromosomów, pośród których wyróżniamy
44 chromosomy autosomalne oraz dwa chromosomy płciowe XX u kobiety i XY
u mężczyzny. Reprezentatywny zestaw chromosomów danej komórki, ułożony
według obowiązujących zasad, nazywamy kariogramem (ryc. 1). Komórki płciowe
natomiast posiadają zredukowaną liczbę chromosomów do 23, tak że powstająca
w procesie zapłodnienia zygota posiada 46 chromosomów dając początek orga­
nizmowi, którego wszystkie komórki somatyczne będą posiadały 46, czyli diplo-
idalną liczbę chromosomów ( nazewnictwo genetyczne jest wyjaśnione w słow­
niku terminów genetycznych znajdującym się na końcu artykułu).

Upłynęło wiele lat żmudnych doświadczeń, zanim cytogenetycy zdołali ustalić

prawidłową liczbę chromosomów człowieka. Wynikało to przede wszystkim
z trudności metodycznych w uzyskiwaniu czytelnych obrazów chromosomów.
Jak wiadomo, chromosomy uwidaczniają się podczas podziału mitotycznego
komórki, szczególnie wyraźnie w stadium metafazy. Dlatego też, aby uzyskać
czytelne do analizy chromosomy, stosowano początkowo tak zwane metody
bezpośrednie analizy tkanek, których komórki wykazują wysoką aktywność
mitotyczną, na przykład szpik kostny. Najlepiej jednak do tego celu służą
hodowle komórek in nitro, na przykład fibroblastów pobranych ze skóry czy też

limfocytów T pobranych z krwi obwodowej pacjenta. Drugą ważną sprawą
metodyczną było zatrzymanie podziału komórki właśnie w stadium metafazy,
kiedy to chromosomy są najbardziej widoczne. W tym celu stosuje się obecnie

kolchicynę (alkaloid roślinny wyizolowany z Ziemowita Jesiennego), która uszka­
dzając mikrotubule wrzeciona podziałowego komórki zatrzymuje mitozę w sta­
dium metafazy. Wreszcie ostatnim ważnym czynnikiem okazało się wprowadze­
nie szoku hipotonicznego komórki będącej w stadium metafazy — komórka taka

poddana działaniu, na przykład, wody pęcznieje, a pojej utrwaleniu w preparacie
mikroskopowym obserwuje się duży rozrzut chromosomów w tak zwanej płytce
metafazalnej, co umożliwia wykonanie analizy liczby lub struktury chromoso-
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Ryc. 1. Górna część ryciny przedstawia chromosomy
człowieka w stadium metafazy podziału komórki wybar-
wione techniką prążkową. W dolnej części znajduje się
kariogram ułożony z tychże chromosomów według obo­
wiązujących zasad. Prawidłowy zapis tego kariogramu:

46,XY (limon i Mitelman 1994).

mów. Dopiero równoczes­
ne zastosowanie wszy­
stkich powyższych osiąg­
nięć metodycznych dopro­
wadziło do odkrycia pra­
widłowej liczby chromoso­
mów człowieka przez szwe­
dzkich badaczy Tijo i Leva-
na w 1956 roku.

Kolejnym postępem
w badaniach cytogenety-
cznych było odkrycie przez
CASPERSSONa i współpra­
cowników (1970), także
szwedzkich badaczy, zja­
wiska nierównomiernej,
tak zwanej prążkowej fluo-

rescencji ramion chromo­
somów w mikroskopie
fluorescencyjnym po wy-
barwieniu ich pochodnymi
akrydyny (Beil i Limon

1973). Okazało się miano­
wicie, że każdy chromo­
som człowieka wykazuje
wzdłuż swoich ramion

charakterystyczną budo­
wę prążkową, która po­
zwala na jego precyzyjną
identyfikację pośród po-
zostałch chromosomów
i w konsekwencji umożli­
wia wykrycie ewentual­
nychjego mutacji wskutek

zmiany liczby chromoso­
mów w zaburzeniach po­
działu w komórce, bądź też
uszkodzeń jego struktury.
W chwili obecnej cytogene-
tycy stosują kilkadziesiąt
różnych technik ujawnia­
jących prążkową strukturę
chromosomów oraz opra­
cowali mapy rozkładu

powtarzalnych prążków
w poszczególnych chromo­
somach człowieka (ryc. 2)
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wraz z zasadami zapisu uszkodzeń (aberracji) tychże chromosomów (ISCN
1985).

Ryc. 2. Prawidłowy kariotyp człowieka. Obok każdego chromosomu wybarwionego
techniką prążkową znajduje się mapa występujących w nim regionów i prążków. Ramiona
krótkie określamy literą „p” a długie literą „q". Regiony i prążki zapisujemy cyframi
arabskimi. Na przykład prążek 3 regionu 1 ramion długich chromosomu 2 zapisujemy: 2q31.

Najnowszym osiągnięciem technik cytogenetycznych jest połączenie analizy
prążkowej chromosomów z hybrydyzacją in situ. Hybrydyzacja in situ umożliwia

identyfikację całych chromosomów (tak zwane malowanie chromosomów), ewen­
tualnie wybranych ich regionów lub prążków, a nawet niewielkich odcinków DNA

(genów) w ramionach chromosomów lub w jądrach komórek będących w stanie

spoczynku (interfazalne komórki). Należy w tym celu dysponować odpowiednią
sondą (odcinkiem) DNA, którą po sprzężeniu na przykład z biotyną hybrydyzuje
się z komplementarnymi odcinkami DNA w chromosomach lub w Jądrach
interfazowych. Specyficzne miejsce hybrydyzacji wykrywa się przeciwciałami
sprzężonymi ze związkiem fluorescencyjnym (technika FISH — fluorescence in
situ hybridization) i w konsekwencji obserwuje się pod mikroskopem fluoryzu­

jący odcinek chromosomu metafazowego, ewentualnie świecący punkt w jądrze
interfazalnym komórki w miejscu odpowiadającym lokalizacji badanego chro­
mosomu czy też genu (ryc. 3) (Gray i Pinkel 1992). Szczegółowy opis tych
molekularnych technik cytogenetycznych oraz ich zastosowanie w medycynie
i biologii jest zawarty w kilku publikacjach polskich autorów (Zawada i Latos-

Bieleńska 1993, Bocian 1993, Gronwald i współaut. 1994).
W patologii człowieka jest znany cały szereg chorób czy też zespołów choro­

bowych wywołanych zaburzeniami liczby bądź też struktury chromosomów.
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Ryc. 3. Schemat efektów barwień cytologicznych
w przypadku zastosowania hybrydyzacji in situ.

Po lewej stronie znajdują sle wybrane chromosomy w sta­
dium metafazy, a po prawej jądra interfazalne komórek,
w których znajdują się te chromosomy. Zastosowano zna­
kowaną sondę fragmentu DNA znajdującego się w ramio­
nach długich chromosomów. W przypadku gdy w metafazie

znajdują się dwa takie chromosomy, to wjądrze interfazal-

nym tej komórki obserwujemy dwa świecące punkty (te­
chnika FISHl(A), a gdy występuje trisomia tychże
chromosomów — trzy świecące punkty (B). Można również
stosować znakowanie dwóch różnych fragmentów DNA

znajdujących się w pobliżu siebie w ramionach długich
chromosomów — wjądrze interfazalnym obserwujemy dwa

znajdujące się blisko siebie świecące punkty (C). Gdy na­
tomiast dojdzie to translokacji pomiędzy dwoma chromo­
somami i dla których wyznakowania zastosowano sondy
DNA sprzężone ze fluorochromami o różnym kolorze świe­
cenia — można wykryć tę translokację wjądrze interfazal­
nym w postaci dwóch znajdujących sie obok siebie świecą­

cych różnymi kolorami punktów (D).

Zjawisko powstawania tych aberracji chromosomowych zachodzi najczęściej
w komórkach rozrodczych rodziców i powstające mutacje chromosomowe są

przekazywane potomstwu powodując ich poronienia samoistne lub w wielu

przypadkach liczne wady rozwojowe i choroby. Okazuje się, że ponad 50%
embrionów pochodzących ze spontanicznych poronień wykazuje obecność aber­
racji chromosomowych. Do najbardziej częstych zespołów chorobowych wywo­
łanych aberracjami chromosomowymi (tak zwane chromosomopatie) należy tak

zwany „mongolizm” — zespół Downa (trisomia chromosomu 21). Tak więc
niektóre aberracje chromosomowe, występujące we wszystkich komórkach or­
ganizmu człowieka, są najczęściej letalne (wywołują poronienia embrionów

obarczonych tą zmianą) lub wywołują choroby.
Do powstawania aberracji chromosomowych może dochodzić również

w pojedynczych komórkach somatycznych różnych tkanek i narządów ciała

ludzkiego podczas rozwoju osobniczego na skutek działania znanych lub najczę­
ściej nie poznanych dotąd czynników mutagennych. Oczywiście nie każda

aberracja chromosomowa prowadzi do transformacji nowotworowej komórki,
w niektórych przypadkach prowadzi dojej śmierci, w innych do powstania klonu
komórek (potomstwa jednej komórki) o „niegroźnej dla organizmu mutacji
chromosomowej”. Jak się obecnie sądzi, tylko niektóre aberracje chromosomowe

prowadzą do transformacji nowotworowej komórki i te właśnie aberracje będą
omówione w dalszej części tego artykułu. Należy wyraźnie podkreślić, że

w przypadku choroby nowotworowej, aberracje chromosomowe występują wy­
łącznie w komórkach nowotworowych przy równoczesnym prawidłowym skła­
dzie chromosomów w komórkach pozostałych tkanek i narządów organizmu.
Dlatego też proces powstawania nowotworu jest nazywany przez wielu autorów

chorobą genetyczną pojedynczej komórki somatycznej, w której dochodzi do

powstania aberracji chromosomowej, aby następnie poprzez nie kontrolowany
rozrost tej komórki doprowadzić do powstania guza nowotworowego (wyjątek
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stanowią rzadkie zespoły dziedzicznej predyspozycji do nowotworów). Należy
również pamiętać, że zjawisko to może powstać w dowolnej komórce organizmu,
praktycznie każdego narządu i w dowolnym okresie czasu życia człowieka. Co

więcej, proces ten trwa niekiedy wiele lat zanim zostanie rozpoznany przez
lekarza lub bezpośrednio przez chorą osobę.

OBSERWACJE CHROMOSOMÓW W KOMÓRKACH NOWOTWOROWYCH

CZŁOWIEKA

Analiza chromosomów komórek nowotworowych ma swoją długą tradycję.
Już pod koniec ubiegłego stulecia patolog niemiecki, D. von Hansemann zauwa­
żył w preparatach mikroskopowych tkanek nowotworowych człowieka niepra­
widłowe podziały mitotyczne komórek, co skłoniło go do wysnucia hipotezy, że

u podłoża powstawania nowotworów są zaburzenia podziałów komórkowych
prowadzące do nierównego podziału jądra komórki. Jak to czasami bywa
w nauce, na skutek silnej krytykijego poglądów przez innych badaczy, w latach

późniejszych wycofał się ze swojej koncepcji (według Sandberga 1990). Dopiero
kolejny badacz niemiecki, Theodor Boveri, sformułował mutacyjną teorię po­
wstawania nowotworów w swojej pracy pt. Zur Frage der Entsuchung maligner
Tumorert, którą opublikował w 1914 roku. Ujmując problem w dużym uprosz­
czeniu: Boveri uważał, że nieprawidłowe podziały mitotyczne zachodzące
w komórkach nowotworowych prowadzą do różnej liczby chromosomów, co

z kolei prowadzi do transformacji nowotworowej komórki. Koncepcja ta, nazy­
wana teorią mutacji somatycznej, jest uznawana obecnie za jeden z podstawo­
wych mechanizmów powstawania nowotworów i coraz więcej dowodów na

istnienie tego mechanizmu dostarczają współczesne wyniki badań cytogenety-
cznych oraz molekularnych.

Proces powstawania nowotworów jest wieloetapowy i został przedstawiony
w artykule Chorążego i Duxa (1995) w tym zeszycie Kosmosu. Obserwacje
chromosomów w komórkach nowotworowych, aczkolwiek dotyczą tylko jednego
elementu tego złożonego procesu, wydają się tworzyć istotny czynnik w bada­
niach mechanizmów karcynogenezy. Wynika to z faktu, że rozrastające się
w organizmie człowieka komórki nowotworowe wykazują obecność licznych
aberracji (mutacji) chromosomowych i to zarówno liczbowych (genomowych), jak
i strukturalnych. Dotychczasowe obserwacje wykazują, że liczba chromosomów
w komórce nowotworowej wykazuje duże wahania i może zmniejszyć się
z prawidłowej do niekiedy liczby okołohaploidalnej, to znaczy około 23, albo,
i tak jest najczęściej, zwiększa się, osiągając niekiedy liczbę dochodzącą do
kilkuset chromosomów w jednej komórce. Co więcej, chromosomy komórek

nowotworowych ulegają niekiedy bardzo licznym aberracjom strukturalnym —

praktycznie obserwuje się w nich wszystkie rodzaje aberracji występujących
w komórkach ssaków — delecje, duplikacje, różnego rodzaju translokacje
i inwersje. O ile początkowo cytogenetycy nie byli w stanie dokonać szczegółowej
charakterystyki tych niekiedy bardzo złożonych aberracji chromosomowych, to

od kilku lat, dzięki istotnemu rozwojowi technik hodowli komórek i barwień

prążkowych chromosomów, zaczęli dostrzegać pewne korelacje pomiędzy okre-

3 — Kosmos
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ślonymi aberracjami chromosomowymi, nazywanymi aberracjami pierwotnymi,
a rodzajem histologicznym nowotworu, z komórek którego uzyskano te chromo­
somy (Heim i Mitelman 1987, Sandberg 1990, Limon i Mitelman 1994). Ponadto

zauważono, że wyniki analizy cytogenetycznej mogą mieć implikacje praktyczne
w prognozowaniu klinicznym pacjentów.

ABERRACJE CHROMOSOMOWE W KOMÓRKACH NOWOTWOROWYCH UKŁADU

KRWIOTWÓRCZEGO (BIAŁACZKI)

Pierwszą swoistą aberrację chromosomową wykryto w komórkach nowotwo­
rowych pacj entów z przewlekłą białaczką szpikową (CML). Nowell i Hunderford

(1960) zauważyli, że w metafazach tychże komórkach występuje mały chromo­
som, który powstał według nich jako wynik delecji jednego z chromosomów

grupy G, jak ustalono potem, chromosomu 22. Należy zaznaczyć, że komórki

innych tkanek badanych pacjentów wykazywały obecność prawidłowego zesta­
wu chromosomów. Tak więc tylko komórki szpiku zmienione nowotworowo

posiadały nieprawidłowy chromosom, który nazwano, ze względu na miasto,
w którym dokonano tej obserwacji — chromosomem filadelfijskim (w skrócie Ph).
Wkrótce inni autorzy potwierdzili fakt występowania chromosomu Ph w komór­
kach nowotworowych pacjentów z przewlekłą białaczką szpikową oraz w części
przypadków ostrej białaczki szpikowej. Co wiecej, zaobserwowano, że podczas
przełomu blastycznego choroby pojawiają się dodatkowe aberracje chromoso­
mowe, które niekiedy pojawiają się na kilka miesięcy przed wystąpieniem
objawów chorobowych (Haus 1992). Jakie miało to ówcześnie implikacje prakty­
czne w medycynie? Otóż analiza cytogenetyczna stała się postępowaniem diag­
nostycznym i prognostycznym w białaczkach oraz zachęciła cytogenetyków
i hematologów do dalszych poszukiwań swoistych aberracji chromosomowych
w różnych nowotworach układu krwiotwórczego.

Na przykładzie chromosomu filadelfijskiego można prześledzić dalszy rozwój
badań genetycznych, w tym molekularnych, w hematoonkologii. Otóż w roku
1973 Rowley dzięki zastosowaniu techniki prążkowej identyfikacji chromoso­

mów wykryła, że chromosom Ph nie powstaje, jak początkowo przypuszczano,
w wyniku delecji, lecz trąnslokacji wzajemnej pomiędzy chromosomami 9 i 22
i dokładnie sprecyzowała miejsca pęknięć obu chromosomów t(9;22)(q34;ql3)
(ryc. 4). Obserwacja ta zainteresowała genetyków molekularnych, którzy podjęli
się analizy molekularnej genów znajdujących się w miejscu pęknięć tych chro­
mosomów lub w ich pobliżu wychodząc z założenia, że tam właśnie powinny
znajdować się geny odpowiedzialne za transformację nowotworową. Już wkrótce

wykryto, że w wyniku translokacji pomiędzy chromosomami 9 i 22 dochodzi do

przeniesienia protoonkogenu c-abl (homologa retrowirusowego onkogenu) znaj­
dującego się w chromosomie 9q34 na chromosom 22ql3 w pobliże nie poznanego
dotychczas genu ber. Pomimo, iż wkrótce poznano produkt białkowy nowo

powstałego genu ber/obi nie wyjaśniono do końca roli tego białka w procesie
transformacji nowotworowej komórek szpiku (Nowell 1994, Rabbitt 1994).
Dalsze badania molekularne chromosomu Ph doprowadziły do sklonowania
i pełnej charakterystyki genu bcr/abl wskazujące, między innymi, na różnice
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w miejscu pęknięcia genu bcrw procesie formowania chromosomu Ph pomiędzy
komórkami przewlekłej białaczki szpikowej oraz ostrej białaczki szpikowej.
Efektem tego jest mniejszy produkt białkowy genu bcr/abl w ostrej białaczce

szpikowej, co wydaje się determinować odmienny przebieg kliniczny obu chorób

(Nowell 1994). Z chwilą gdy sonda genu bcr/abl stała się osiągalna dla badaczy
i to nawet w formie gotowych do użycia zestawów odczynników, nastąpił
zasadniczy przełom w diagnostyce i monitorowaniu leczenia przewlekłej biała­
czki szpikowej oraz niektórych innych postaci białaczek — w tym ostrej białaczki

limfoblastycznej (ALL) występującej zarówno u dzieci, jak i dorosłych (Kowalczyk
1994) oraz ostrej białaczce szpikowej (AML) u dorosłych. Wykrycie chromosomu
Ph w komórkach tych ostatnich białaczek ma znaczenie dla pacjentów, gdyż
znacznie pogarsza rokowanie kliniczne (Kowalczyk 1994, Skotnicki 1993).

9 22 t(9;22X<|34;q11)

Ryc. 4. Schemat translokacji t(9;22)(q34;ql3) powstającej w komórkach przewlekłej
białaczki szpikowej . Powstały w wyniku tej translokacji chromosom będący pochod­

nym chromosomu 22 (z prawej strony) nazywamy chromosomem Ph.

Aczkolwiek badania cytogenetyczne chromosomów powinny być nadal wykony­
wane w diagnostyce tych chorób, to dysponując sondą genu bcr/abl możemy
wykryć obecność komórek z tą specyficzną translokacją dzięki metodzie PCR.
Jest to wysoce czuła technika biologii molekularnej, która pozwala na wykrycie,
na przykład, Jednej komórki z tą translokacją na milion prawidłowych komórek

szpiku (Nowak i Januszkiewicz 1994). Co więcej, dysponując znakowaną sondą
tego genu można wykonać opisane powyżej molekularne badanie cytogenetycz­
ne, tak zwaną hybrydyzację in situ polegającą na łączeniu się (hybrydyzacji) tej
sondy z genem translokacyjnym, znajdującym się wjądrze interfazowym komór­
ki i wykrywaniu miejsca hybrydyzacji metodami immunohistochemicznymi pod
postacią barwnych reakcji lub fluorescencji. Tak więc aby wykryć chromosom
Ph u pacjenta z podejrzeniem określonej białaczki, nie musimy w niektórych
przypadkach hodować komórek szpiku w celu uzyskania chromosomów, lecz

możemy identyfikować tę translokację w jądrze interfazalnym komórki szpiku
na zwykłym rozmazie cytologicznym tychże komórek, ajeżeli komórki nowotwo-
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rowe przedostaną się ze szpiku do krwi obwodowej to znajdujemyje w rozmazie

tej krwi na szkiełku mikroskopowym.
Przedstawiony powyżej przykład chromosomu Ph ilustruje postęp metodycz­

ny genetyków w badaniach chorób nowotworowych układu krwiotwórczego.
Jakie zasadnicze implikacje poznawcze i praktyczne wynikają z osiągniętego
postępu tych badań?

Po pierwsze, okazało się, że większość chorób nowotworowych układu krwio­
twórczego wykazuje obecność swoistych aberracji chromosomowych dla okre­
ślonego rodzaju białaczki. Stąd też analiza aberracji chromosomowych stała się
niezależnym czynnikiem wspomagającym diagnostykę różnicową tych chorób.
Tabela 1 przedstawia wybrane (najbardziej częste) choroby nowotworowe szpiku,
w których wykryto swoiste aberracje chromosomowe.

Tabela 1

Przykłady swoistych aberracji chromosomowych występujących
w nowotworach układu krwiotwórczego

Choroba Anomalie chromosomowe

Ostra białaczka limfoblastyczna (ALL) t(l;19)(q23;pl3)

Mielodysplazje (MDS) del(5q)
Chłoniak Burkitt’a t(8;14)(q24;q32)
Ostra białaczka szpikowa (AML) t(8;21)(q22;q22)
Przewlekła białaczka szpikowa (CML) t(9;22)(q34;qll)
Chłoniak złośliwy t(14;18)(q32;q21)
Ostra białaczka promielocytowa (APL) t(15;17)(q22;qll)
Ostra białaczka mielomonocytowa
(AMMol)

Inv(16)(pl3q22) lub del(16)(q22)

Po drugie, kompleksowa analiza korelacji pomiędzy aberracjami chromoso­
mowymi a przebiegiem klinicznym choroby wykazały, że obserwacje cytogenety-
czne komórek nowotworowych mają znaczenie prognostyczne w klinice. Tabela
2 przedstawia znaczenie prognostyczne aberracji chromosomowych występują­
cych w komórkach nowotworowych choiych z ostrą białaczką szpikową i ostrą
białaczką limfoblastyczną (Skotnicki 1993). Należy podkreślić, że właściwe

rozpoznanie choroby oraz znajomość czynnika ryzyka decydują o wyborze przez
lekarzy określonej strategii leczenia to znaczy wyboru odpowiednich leków

cytostatycznych i, niekiedy, wielkości dawek i czasu podawania tych leków

(Skotnicki 1993, Kowalczyk 1994).
Po trzecie, ponieważ analiza molekularna PCR lub hybrydyzacja in situ

pozwalają na wykiycie niewielkiej liczby komórek nowotworowych (Gray i Pinkel

1992), to wyniki tych badań mogą pomóc lekarzowi w szczególnych przypadkach
postępowania klinicznego, kiedy lekarzowi niezbędna jest informacja — czy
w organizmie pacjenta, pomimo intensywnego leczenia, pozostały komórki bia-
łaczkowe (tak zwana choroba resztkowa)? Podobnie w przypadku przeszczepu
prawidłowych komórek szpiku pacjentowi, u którego w postępowaniu transplan­
tacyjnym zniszczono promieniowaniem komórki nowotworowe szpiku, pojawia
się pytanie — czy przeszczepione normalne komórki szpiku przyjęły się i tworzą
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zdrową tkankę szpikową, a może nie zniszczone do końca komórki nowotworowe

zaczynają się rozmnażać i „wypierać” prawidłowe komórki szpikowe uzyskane
od zdrowego dawcy?

Tabela 2
Znaczenie prognostyczne aberracji chromosomowych u chorych z

ostrą białaczką szpikową (AML) oraz z ostrą białaczką
limfoblastyczną (ALL). (Według: Skotnicki 1993, zmodyfikowany)

Rokowanie kliniczne
Rodzaje aberracji chromosomowych

AML ALL

Dobre lnv (16)
del (16)
t(8;21)
t(15;17)

hiperdiploidia

Pośrednie t(9;22)
t(v;ll)
del(9q)
+8

zbliżony do haploidii
diploidia

Złe t(6:9), del(5q),
del(7q)
t(l;7), inv(3)
t(3;3)

t(l;19), t(4;l 1)
t(9:22), t(8;14)
t(l 1;14), Ł(v;12)
del(6q)

Po czwarte, uzyskane informacje o genach zlokalizowanych w miejscach lub
w pobliżu miejsc pęknięć chromosomów zaangażowanych w swoiste translokacje
oraz znajomość produktów białkowych tych nowo powstających genów pogłę­
biają naszą wiedzę o mechanizmie powstawania nowotworów. Stwarza to także

nadzieję na swoistą terapię przyczynową chorób nowotworowych. Niezwykle
interesująca jest ostatnio dokonana obserwacja, że w wyniku translokacji
pomiędzy chromosomami 15 i 17 w komórkach ostrej białaczki promielocytowej
(APL) dochodzi do uszkodzenia genu (w chromosomie 17) odpowiedzialnego za

budowę podjednostki receptora kwasu retinowego. Dlatego też w leczeniu powy­
ższej białaczki stosuje się, z pozytywnym rezultatem, wysokie dawki kwasu

retinowego (Nowell 1994).

ABERRACJE CHROMOSOMOWE W KOMÓRKACH LITYCH GUZÓW
NOWOTWOROWYCH

Dlaczego lite guzy nowotworowe człowieka stały się tak intensywnie badanym
polem działania cytogenetyków? Na pewno sprawiły to odkrycia cytogenetyczne
dokonane w komórkach nowotworowych układu krwiotwórczego, które zostały
opisane w poprzednim podrozdziale. Albowiem, jeżeli wyjdziemy z założenia, że

proces powstawania nowotoru jest związany z mutacją somatycznej komórki,
należy oczekiwać, że podobnie jak w komórkach szpiku, w komórkach innych
tkanek człowieka dochodzi do powstawania swoisiych aberracji chromosomo­
wych, które mają związek z transformacją nowotworową tychże komórek. Wyniki
badań cytogenetycznych licznych guzów nowotworowych człowieka ostatnich lat

wykazały, że oczekiwania genetyków były słuszne. Tabela 3 przedstawia najeżę-
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stsze swoiste aberracje chromosomowe występujące w niektórych litych guzach
człowieka.

Tabela 3

Przykłady swoistych aberracji chromosomowych występujących w litych guzach nowotworowych
człowieka

Choroba Anomalie chromosomowe

Guzy mezenchymalne:
Łagodne:
Tłuszczak

Mięśniak macicy
Złośliwe:

Tłuszczakomięsak śluzowały
Maziówczak złośliwy
Mięśniako-mięsak prążkowanokomórkowy

translokacje chromosomu 12ql3-15
chromosomy pierścieniowe
t(12;14)(ql4-15;q23-24)

t(12;16)(ql3.3;pll.2)
t(X; 18)(p 11 ;ql 1)
t(2;13)(q35-37;ql4)

Guzy nabłonkowe:
Rak oskrzela
Rak nerek
Guz Wilms'a (nerki)

del(3)(p 14-23)
del(3)(p 11-14) oraz t(3;5)(pl3;q22)
del(l l)(pl3)

Guzy neurogenne, neuroektodermalne:

Oponiak
Siatkówczak

Zwojak zarodkowy
Guz Ewing’a

del(22)(ql2-13) oraz -22

del(13)(ql4)
del(l)(p31-pter) oraz HSR/DMS

t(lI;22)(q24;ql2) oraz +8

Wyniki te uzyskano po wielu latach przełamywania trudności metodycznych,
albowiem o ile uzyskanie chromosomów ze szpiku kostnego człowieka nie

przedstawia obecnie problemu metodycznego dla doświadczonego zespołu cyto-
genetyków, to analiza chromosomów komórek litych guzów nowotworowych
stanowi nadal dość duży problem metodyczny. Wydaje się paradoksem, że

komórki złośliwie rosnącego guza nowotworowego w zasadzie powinny „dostar­
czać” dużo komórek w stadium metafazy. Tymczasem praktyka wykazuje, że

wyprowadzanie hodowli pierwotnych irt vitro tychże komórek, które, jak wspo­
mniano powyżej, stanowią główne źródło chromosomów, nie jest proste. Te

niekiedy szybko dzielące się komórki w tkance guza nowotworowego, z chwilą
„wyrwania" poprzez działanie chirurga z naturalnego środowiska Jakimjest guz,
tracą aktywność mitotyczną w hodowli in vitro i dość często hodowle te przera­
stają prawidłowymi komórkami znajdującymi się w obrębie guza, na przykład
fibroblastami. Zainteresowanych tym problemem Czytelników odsyłam do prac

przeglądowych z tego zakresu (Limon i Mitelman 1994, Limon 1994a).
W drugiej połowie lat osiemdziesiątych dokonano przełomu metodycznego

w analizie chromosomów komórek litych guzów człowieka i obecnie najczęściej
stosuje się następującą procedurę (ryc. 5): podczas operacji chirurg wycina
w jałowych warunkach fragment tkanki guza nowotworowego i w sterylnym
naczyniu przesyła do laboratorium cytogenetycznego. Tam również w warun­
kach jałowych rozdrabnia się nożyczkami tkankę guza i poddaje działaniu

enzymu zwanego kolagenazą przez okres od kilku do kilkunastu godzin. Enzym
ten powoduje uwolnienie komórek z tkanki guza i tym samym uzyskuje się
zawiesinę pojedynczych komórek nowotworowych, z których po eliminacji mar-
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twych komórek zakłada się w naczyniach hodowlanych (najczęściej plastiko­
wych) pierwotną hodowlę komórkową stosując różnego rodzaju wzbogacone
pożywki (Limon i Mitelman 1994, Limon 1994a). W ten sposób komórki nowo­
tworowe, wprowadzone do pierwotnej hodowli in vitro po kilkunastu godzinach,
a najczęściej po kilku dobach zaczynają się rozmnażać (iyc. 6) i stają się źródłem
chromosomów dla cytogenetyka poszukującego swoistych aberracji chromoso­
mowych w różnych rodzajach guzów nowotworowych.

'S *31

Ryc. 5. Proces zakładania pierwotnej hodowli in vitro z litego guza nowotworowego (Li­
mon i Mitelman 1994). Kolejne etapy tej procedury są opisane w tekście.

Fakt występowania swoistych aberracji chromosomowych w niektórych ro­
dzajach guzów nowotworowych człowieka, podobniejak w chorobach nowotwo­
rowych hematologicznych, nadał nową rolę cytogenetyce w diagnostyce różnico­
wej tych guzów. Oczywiście, podstawowe rozpoznanie tych nowotworów opiera
się na rutynowych badaniach histopatologicznych prowadzonych przez patolo­
gów, czy też immunohistochemicznych czy też w mikroskopie elektronowym.
Cytogenetyk może Jednak wypowiedzieć się co do rozpoznania histopatologiczne­
go w przypadku tak zwanych anaplastycznych, niskozróżnicowanych złośliwych
guzów, kiedy to wyniki wyżej wspomianych metod stosowanych przez patologów
nie dają jednoznacznej odpowiedzi (Limon i Mitelman 1994).

Podobniejak w przypadku chorób nowotworowych szpiku genetycy moleku­
larni zainteresowali się odkryciami cytogenetyków dokonanymi na materiale

pochodzącym z litych guzów nowotworowych. Na przykładzie nowotworu dzie­
cięcego, nazywanego mięsakiem Ewing’a, opiszę dokonany w ostatnich latach

postęp metodyczny w rozpoznawaniu tego guza, które dość często przysparza
kłopotów diagnostycznych patologom, a wczesna diagnoza tego złośliwego no­
wotworu ma istotne znaczenie w wyborze terapii. W roku 1984 Turc-Carel
i współpracownicy odkryli, że komórki tego nowotworu posiadają translokację
pomiędzy chromosomami 11 i 22 — t( 11 ;22)(q24;ql2). Już wkrótce okazało się,
że ponad 90% tych nowotworów wykazuje obecność tej translokacji i w ten

sposób analiza cytogenetyczna stała się ważnym czynnikiem diagnostycznym
tego nowotworu. Fakt ten ma również implikacje dotyczące pochodzenia tkan­
kowego tego nowotworu. Otóż przez wiele lat sądzono, że nowotwór ten wywodzi
się z tkanki mezenchymalnej i dlatego nazywano ten guz mięsakiem. Tymczasem
identyczną translokację pomiędzy chromosomami 11 i 22 wykryto także
w guzach nowotworowych o jednoznacznym pochodzeniu z komórek zarodko­
wego grzebienia nerwowego. Podobieństwo tej translokacji sugeruje zatem, że

guz Ewing’a wywodzi się z tkanki neuroektodermalnej i nie jest mięsakiem —

tak więc wyniki badań cytogenetycznych mogą niekiedy dostarczać informacji
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Ryc. 6. Fotografia hodowli pierwotnej nadnerczaka. Widoczne są rosnące in uitro ko­
mórki pośród których dwie komórki, znajdują się w stadium metafazy (strzałki) —jest
to właściwy moment do dodania do hodowli kolchicyny zatrzymującej podziały komór­

kowe w stadium metafazy.

o etiologii niektórych nowotworów. W roku 1993 wyizolowano i sklonowano gen
obejmujący tę translokację i scharakteryzowano produkt białkowy tego genu
(Sandberg i Bridge 1994)). Osiągnięcie to zostało natychmiast wykorzystane
w praktyce klinicznej. Podobnie jak w przypadku genu bcr/abl w hematologii
onkologicznej można obecnie rozpoznawać guz Ewing’a technikami molekular­
nymi badając bezpośrednio gen translokacyjny w izolowanym DNA komórek

nowotworowych techniką PCR lub, bez hodowli komórkowej, identyfikować
obecność tego genu wjądrach interfazalnych komórek tego nowotworu z użyciem
opisanej uprzednio techniki hybrydyzacji in situ (FISH) (Giovannini i wspólaut.
1992). Obie techniki są szybkie i cechują się wysokim stopniem swoistości, ale

niestety i wysokimi kosztami.

ZNACZENIE ABERRACJI CHROMOSOMOWYCH W PROGNOZOWANIU
KLINICZNYM

Na obecnym etapie rozwoju cytogenetyki litych guzów człowieka stosunkowo
niewiele można powiedzieć o roli tych badań w prognozowaniu klinicznym.
Najlepiej udokumentowaną zależność pomiędzy obrazem cytogenetycznym guza
a przebiegiem klinicznym choroby znajdujemy w przypadku zwojaka zarodko­
wego (neuroblastoma) — guza nowotworowego występującego w wieku dziecię­
cym. Okazuje się, że o pacjentach w wieku poniżej pierwszego roku życia,
w guzach których występuje hiperdiploidalna lub okolotriploidalna liczba chro­
mosomów z brakiem lub niewielką liczbą aberracji strukturalnych, można

rokować dobrze. Natomiast pacjenci powyżej 5 roku życia z zaawansowanymi
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guzami o okołodiploidalnej lub okołotetraploidalnej liczbie chromosomów
z równoczesną delecją ramion krótkich chromosomu 1 nie rokują wyzdrowienia
(Sandberg i Bridge 1994). Dokonano szeregu obserwacji podobnych korelacji
w innych guzach nowotworowych człowieka, a szczególnie w rakach pęcherza
moczowego, stercza, jajników i okrężnicy oraz gwiażdziaków mózgu. Jednak

większość tych obserwacjijest jeszcze na wstępnym etapie i wymaga dalszych
badań na większej liczbie pacjentów (Limon i Mitelman 1994, Limon 1994b).

Na obecnym stopniu rozwoju naszej wiedzy można wymienić następujące
praktyczne i poznawcze znaczenia badań cytogenetycznych w patologii i klinice

litych guzów nowotworowych człowieka.
Po pierwsze, już sam fakt wykrycia w jakichkolwiek komórkach powtarzal­

nych licznych aberracji chromosomowych wskazuje na nowotworowy charakter

badanych komórek.
Po drugie, wykrycie swoistej aberracji chromosomowej w komórkach nowo­

tworowych umożliwia, w niektórych przypadkach, przeprowadzenie diagnostyki
różnicowej tych guzów. Uściślenie tej diagnozy z kolei decyduje niekiedy
o wyborze sposobu leczenia pacjenta z danym guzem nowotworowym. Należy

jednak zaznaczyć, że zbyt mała liczba danych powoduje, że analiza aberracji
chromosomowych w guzach litych nie jest niezależnym czynnikiem diagnosty­
cznym, takjak ma to miejsce w nowotworach układu krwiotwórczego.

Po trzecie, niektóre obserwacje cytogenetyczne komorek litych guzów mają
zastosowanie w prognozowaniu klinicznym. Uzyskane do tej pory dane upoważ­
niają do przypuszczenia, że zgromadzenie większej liczby danych pozwoli,
w najbliższej przyszłości, na ścisłe określenie zależności pomiędzy rodzajami
i złożonością aberracji chromosomowych występujących w komórkach guza
nowotworowego a przebiegiem klinicznym choroby.

Po czwarte, obserwowane częste utraty materiału genetycznego w litych
guzach, szczególnie pochodzenia nabłonkowego, pod postacią delecji fragmentu
lub braku całego chromosomu doprowadziły do odkrycia tak zwanych genów
supresorowych pełniących istotną rolę w regulacji funkcji onkogenów. A zatem

wyniki połączonych badań cytogenetycznych i molekularnych dostarczają wiele

istotnych informacji o mechnizmie powstawania i progresji nowotworów.
Do przedstawionych w tabelach 1 i 3 wykazów chorób nowotworowych

człowieka, w komórkach któiych znaleziono swoiste aberracje chromosomowe,
stale przybywają nowe i należy oczekiwać, że do końca XX wieku większość
swoistych aberracji chromosomowych oraz powstające w ich wyniku specyficzne
białka w nowotworach człowieka zostaną zdefiniowane. Dynamiczny postęp
metodyczny badań cytogenetycznych oraz molekularnych sprawia, że cytogene-
tyk oraz biolog molekularny stają się pomocnikami patologa w diagnostyce
chorób nowotworowych. Już obecnie wyniki badań genetycznych znalazły zasto­
sowanie w klinicznej diagnozie, w prognozowaniu i monitorowaniu leczenia

niektórych chorób nowotworowych człowieka. Najistotniejszym wydaje się Jed­
nak postęp badań genetycznych nad mechanizmem procesu powstawania
nowotworów, albowiem poznawanie tego złożonego procesu działa stymulująco
na poszukiwania nowych rozwiązań terapeutycznych i stwarza nadzieję na

swoiste leczenie jednej z najczęstszych poważnych chorób trapiących współczes­
nego człowieka — choroby nowotworowej.
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SŁOWNIK TERMINÓW GENETYCZNYCH

Aberracje chromosomowe liczbowe (genomowe):
Diploidia— prawidłowa liczba chromosomów w komóce (u człowieka 46 = 2n).
Aneuploidia — zwiększenie lub zmniejszenie się liczby chromosomów

w komórce o liczbę 22 lub mniejszą, to znaczy 46-+22. Zwiększenie się liczby
chromosomów nazywamy hiperdiploidią, a zmniejszenie hipodiploidią. Zwię­
kszenie liczby chromosomów o jeden nazywamy trisomią i na przykład dla
chromosomu 7 zapisujemy +7, a utratę jednego chromosomu nazywamy
monosomią i zapisujemy -7.

Poliploidia — zwiększenie liczby chromosomów w komórkach, na przykład
u człowieka o liczbę 23 = n. Komórka triploidalna posiada 46 + 23 = 69 chromo­
somów, tetraploidalna 92 itd.

Aberracje chromosomowe strukturalne:

Delecja — utrata fragmentu dystalnego chromosomu (jedno pęknięcie) lub

śródchromatydowego (dwa pęknięcia). Jeżeli dystalne delecje dotyczą na przy­
kład prążka 12 ramion krótkich chromosomu 7 to zapisujemy: del(7)(p 12),
a prążka 21 ramion długich tego chromosomu: del(7)(q21).

Translokacja — przemieszczanie się fragmentów ramion chromosomów

pomiędzy nimi. Może być wymiana wzajemna lub niewzajemna. Dotyczyć może

więcej niż dwóch chromosomów. Jeżeli doszło do wzajemnej translokacji pomię­
dzy chromosomami 9 i 22 z miejscami pęknięć 9q34 i 22qll, to zapisujemy:
t(9;22)(q34;qll).

Duplikacja — podwojenie się fragmentów chromosomów. Stosujemy zapis:
dup(2)(p23-pl4).

Inwersja — na skutek dwóch pęknięć w obrębie chromatyd jednego chro­
mosomu dochodzi do odwrócenia sie tego odcinka o 180 i następnie do ponow­
nego połączenia się obu końców. Inwersja może być pericentryczna obejmująca
centromer, lub paracentryczna zachodząca w obrębie jednego z ramion chromo­
somu. Najprostszy zapis inwersji: inv(2)(p21q31).

Izochromosomy — chromosomy zbudowane wyłącznie z ramion długich lub
krótkich chromosomu. Jeżeli izochromosom jest zbudowany z ramion długich
chromosomu 7 to zapis wygląda następująco: i(7)(ql0).

Centromer — przewężenie pierwotne chromosomu, miejsce połączenia obu

chromatyd. W zależności od Jego umiejscowienia wyróżniamy chromosomy:
metacentryczne (u człowieka nr 1, 3, 16, 19, 20), akrocentryczne (odp. 13, 14, 15,
21, 22 i Y), submetacentryczne (wszystkie pozostałe chromosomy). Patrz rycina. 1.

Chromosomy „double minutes” (DMS): malutkie chromosomy pojawiające
się w metafazach w liczbie od kilku do kilkuset. Występują głównie w komórkach

nowotworowych niektórych guzów — uważa się, że są cytologicznym efektem

amplifikacji (powielenia się wielu kopii) genów.
HSR — Homogenously Staining Regions: jednolicie wybarwiające się regiony

ramion chromosomów komórek nowotworowych. Uważa się, że podobnie jak
DMS są efektem cytologicznym amplifikacji genów.
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Kańotyp — reprezentatywny zestaw chromosomów danego osobnika (lub
guza nowotworowego) ułożony według obowiązujących zasad). Kariogram: ze­
staw chromosomów jednej komórki — nie zawsze stanowi kariotyp danej osoby,
gdyż czasami organizm jest tworzony przez komórki o różnych kariogramach
(tak zwane organizmy mozaikowe).

Klonowanie — wyizolowanie określonego fragmentu DNA (na przykład zna­
nego genu) i jego namnożenie w koloniach bakteryjnych.

Geny supresorowe (antyonkogeny) — geny działające supresyjnie na aktyw­
ność onkogenów. Dziedziczą się autosomalnie recesywnie. Do tej pory zlokalizo­
wano w chromosomach człowieka około 10 takich genów, między innymi genp53
w chromosomie 17pl3. Uważa się, że utrata tych genów prowadzi do wzrostu

ekspresji protoonkogenów.
Hybrydyzacja — łączenie się dwóch pojedynczych i komplementarnych nici

DNA w cząsteczkę dwuniciową.
Protoonkogeny — zlokalizowane w jądrze komórkowym geny homologiczne

do retrowirusowych onkogenów. Scharakteryzowano ponad 20 takich genów,
które między innymi kontrolują różnicowanie się i proliferację komórek.
W przypadku mutacji tych genów może dochodzić do powstawania nieprawidło­
wych produktów białkowych uczestniczących w procesie transformacji nowo­
tworowej .

PCR — technika molekularna polegająca na wielokrotnym powtórzeniu
reakcji replikacji określonego fragmentu DNA w wyniku czego otrzymuje się setki
lub tysiące kopii takiego samego odcinka DNA (może to być określony gen).

Sonda — sklonowany fragment DNA lub RNA, oznakowany radioaktywnie
(lub innym znacznikiem na przykład fluorochromem) służący do wykrycia
sekwencji komplementarnych nukleotydów poprzez hybrydyzację, na przykład,
z chromosomami lub jądrami interfazowymi komórek.

WHY SHOULD CHROMOSOME ABERRATIONS IN HUMAŃ NEOPLASTIC CELLS

BE ANALYZED BY CYTOGENETISTS?

Cancer and leukemia are genetlc diseases not at the organlsm level, although occasionally thls
is tire case, but at the level of individual cells. The main difference between a neoplastic celi and
a normal one is that the fonner has undergone DNA change(s) — mutation{s) that enable it to escape
the organism’s normal proliferation control mechanisms. On the cytologlcal level, during mitosis the

genome (DNA) of the celi takes the form of chromosomes. Many hematologie malignancies and solid
tumors in man are characterized by acąuired genetic rearrangements that can be detected by
cytogenetic methods as clonal chromosomal abnormalities mostly as deletions or translocations, or

by molecular studies as a gene mutations. A comblnation of cytogenetic and molecular genetic
techniąues has been used to provlde considerable Information on the development ofleukemias and
solid tumors. Chromosome aberrations may be primary, i.e. occuring at the beginning of a tumors

life and presumably playing an important role in the pathogenesls of neoplastic cells, or secondary,
i.e. occuring during later tumor evolution-progression. In generał, chromosome studies of human
cancer and leukemias have provided important clues to the location of revelant genes and their
Products (tumor-speclficproteins) and to the mechanismsby which theirgrowth regulatory functions
have been altered. The specific chromosome aberrations in a particular tumor type or leukemia also
serve as dlsease markers that help in reaching a morę precise diagnosis, including a better
assessment of the prognosls in indivldual cases. Thus. tire distinct chromosomal aberrations and
molecular genetlc findings have already found clinical application in differentlal diagnosis, prognosis,
and monitoring of the treated patients, and will be helpful In designing a therapy based on molecular

understanding and methodology.
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UWARUNKOWANIA DZIEDZICZNE W ZACHOROWANIACH NA
NOWOTWORY ZŁOŚLIWE U LUDZI

Badania ostatnich lat dostarczają wielu dowodów na to, że predyspozycje
dziedziczne są bardzo istotnym czynnikiem w zachorowalności na nowotwory
złośliwe w skali populacyjnej nie tylko w wieku dziecięcym lecz także u ludzi

dorosłych. Jednakże nosicielstwo przeważającej większości takich predyspozycji
oraz ich związek przyczynowy z zachorowaniami na nowotwory złośliwe
w indywidualnych przypadkach są w dalszym ciągu rzadko rozpoznawalne.

Obecny szybki postęp wiedzy o dziedzicznych uwarunkowaniach zachoro­
wań na nowotwory złośliwe wynika głównie z trzech kierunków badań (Steffen
1993):

— z analiz metodami epidemiologicznymi częstości drugich zachorowań na

różne nowotwory wśród krewnych, zwłaszcza pierwszego stopnia;
— z poszukiwań związków przyczynowych pomiędzy zachorowaniami na

nowotwory złośliwe a polimorfizmem lub dziedzicznymi defektami genów,
które mogą zwiększać wrażliwość na znane czynniki rakotwórcze;

— z rozwoju metod, które umożliwiają lokalizowanie w chromosomach
i analizę dziedzicznych mutacji genowych w badaniach rodzin ob­
ciążonych silnymi dziedzicznymi predyspozycjami do rozwoju nowotwo­
rów złośliwych.

Te ostatnie badania mają szczególnie istotne znaczenie dla praktyki onkolo­
gicznej; rozpoznanie predyspozycji przed jej ujawnieniem się otwiera bowiem

między innymi perspektywę wcześniejszego rozpoznania i skuteczniejszego le­
czenia nowotworów u jej nosicieli.

PROBLEMY ZWIĄZANE Z ROZPOZNAWANIEM NOSICIELSTWA PREDYSPOZYCJI

DZIEDZICZNYCH W PRAKTYCE ONKOLOGICZNEJ

Liczbę predyspozycji dziedzicznych, które mogą warunkować zwiększone
ryzyko zachorowania na jeden lub kilka typów nowotworów złośliwych można

na podstawie obecnego stanu wiedzy oszacować na kilkaset.

Względnie łatwo są rozpoznawalne jednak tylko dziedziczne defekty genowe
przejawiające się rodzinnymi zachorowaniami na nowotwory złośliwe — zwłasz-
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cza wieku dziecięcego — rzadkie w populacji — a także predyspozycje, którym
towarzyszą inne łatwo uchwytne zmiany funkcjonalne i/lub morfologiczne
w różnych układach lub narządach lub w których nowotwory rozwijają się na

podłożu dziedzicznych stanów przedrakowych. Dotychczas poznano około 100

silnych, w większości rzadkich lub bardzo rzadkich dziedzicznych predyspozycji
do rozwoju nowotworów, które udało się wyodrębnić w badaniach rodzinnych
na podstawie takich kryteriów (Steffen 1984, Cannon-Albright i współaut.
1991). Do nowotworów wieku dziecięcego, których dziedziczne uwarunkowanie

jest względnie łatwo rozpoznawane, należą między innymi siatkówczak (retino-
blas toina), guz Wilms’a (nephroblastoma) i rozwijające się w tym okresie życia
guzy w gruczołach wydzielania wewnętrznego. Od lat znane i względnie łatwo

rozpoznawalne są także liczne genodermatozy, na podłożu których rozwijają się
raki skóry oraz kilka zespołów rodzinnej polipowatości jelit, która jest stanem

przednowotworowym w rozwoju rakówjelita grubego. Podstawą do rozpoznania
homozygotycznego nosicielstwa defektów genowych, które są podłożem bardzo

wysokiego ryzyka wczesnych zachorowań na białaczki i nowotwory centralnego
układu nerwowego u chorych na zespoły Fanconiego, Blooma i ataxia teleangiec-
tasia są wczesne objawy dysfunkcji różnych układów w tym zwłaszcza immu­
nologicznego i — w przypadku ataxia teleangiectasia — nerwowego.

Większości dziedzicznych predyspozycji do rozwoju nowotworów złośliwych
nie towarzyszą jednak takie łatwo uchwytne zmiany fenotypu.

Praktycznie niemożliwejest rozpoznawanie na podstawie analiz zachorowal­
ności rodzinnej predyspozycji ujawniających sięjedynie w warunkach ekspozycji
na określone czynniki rakotwórcze.

Rozpoznawanie silnych predyspozycji do rozwoju nowotworów nie pozosta­
jących w uchwytnym związku z narażeniami egzogennymi, dziedziczonychjako
cechy dominujące, może ułatwić stwierdzenie rodzinnych agregacji zachorowań
na jeden lub kilka typów nowotworów złośliwych. Innymi przyczynami takich

agregacji mogą być jednak zarówno rodzinna ekspozycja na ten sam silny
egzogenny czynnik rakotwórczy, jak i — w przypadku nowotworów częstych
w populacji — losowe skupienie zachorowań. Nowotwoiy uwarunkowane dzie­
dzicznymi predyspozycjami nie wyróżniają się z reguły dostatecznie umiejsco­
wieniem, cechami budowy histologicznej ani przebiegiem. Wczesny wiek zacho­
rowania i/lub rozwój u tego samego chorego kolejnego nowotworu w innej
lokalizacji mogą być pomocne w rozpoznaniu nosicielstwa genów predyspozycji
jedynie w kontekście innych cech, w tym zwłaszcza występowania rodzinnego.
Kryterium rodzinnego występowania nowotworów jest mało użyteczne w rozpo­
znawaniu obciążenia dziedzicznego w niewielkich rodzinach, ponieważ pra­
wdopodobieństwo nosicielstwa dotyczy średnio 50% krewnych pierwszego sto­
pnia, wiek zachorowania nosicieli jest różny a u niektórych z nich nie dochodzi
do ekspresji defektu genowego. Trudności w rozpoznawaniu dziedzicznego tła
zachorowań w takich rodzinach są odpowiednio większe, jeżeli dotyczą nowo­
tworów rozwijających się tylko u jednej płci — na przykład raków sutka, jajnika,
trzonu macicy, stercza czy męskiej gonady.
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EPIDEMIOLOGIA RODZINNYCH ZACHOROWAŃ NA NOWOTWORY ZłOŚLIWE

Badania epidemiologiczne a zwłaszcza analizy przyczyn zgonów bliskich

krewnych na podstawie danych zgromadzonych w tak zwanych rejestrach
genealogicznych umożliwiają oszacowanie wpływu wszystkich predyspozycji
dziedzicznych na zachorowalność na nowotwory złośliwe w poszczególnych
lokalizacjach narządowych — niezależnie od wiedzy o ich naturze oraz o pra­
wdopodobieństwie ich ekspresji u nosicieli. Z analiz tego typu (Cannon-Albright
iwspółaut. 1991, 1994, Goldgar i współaut. 1994) wynika, że czynniki dziedzi­
czne odgrywają istotną rolę w zachorowalności na wszystkie nowotwory złośliwe

dotąd badane tą metodą. Ryzyko drugiego zachorowania na ten sam typ
nowotworu wśród krewnych pierwszego stopnia na raki: żołądka, jelita grubego,
płuca, jajnika, sutka, stercza czy nerkijest, na przykład, zwiększone w stosunku
do populacji kontrolnej 2 do 3-krotnie a ryzyko drugiego zachorowania na raka
krtani aż 8-krotnie. Spośród nowotworów rzadszych w populacji szczególnie
wysokim bo aż 5-9-krotnie zwiększonym ryzykiem drugiego zachorowania wśród

krewnych pierwszego stopnia wyróżniają się białaczki limfatyczne, złośliwe

nowotwory jądra i raki tarczycy. W większości z wymienionych lokalizacji
wskaźniki zwiększonego rodzinnego ryzyka zachorowania obliczone w ten spo­
sób są z reguły jeszcze wyższe, jeżeli uwzględnić tylko nowotwory rozpoznane
przed 50-tym lub 60-tym rokiem życia.

Analizy danych z rejestrów nowotworowych uzupełnione informacjami
o zachorowaniach lub przyczynach zgonów wśród bliskich krewnych dostarczają
również danych użytecznych dla wyodrębnienia różnych typów dziedzicznych
predyspozycji do rozwoju poszczególnych nowotworów złośliwych. W wyniku
takich badań ustalono na przykład, że obok predyspozycji do rozwoju raka sutka
u młodych kobiet istnieją też predyspozycje ujawniające się zachorowaniami

rodzinnymi na ten nowotwór w starszych grupach wieku (Mettlin i współaut.
1990). Na podstawie analiz epidemiologicznych wykazano również, że zachoro­

wania na jeden typ nowotworu mogą wiązać się ze zwiększonym ryzykiem
zachorowania wśród krewnych pierwszego stopnia na nowotwory złośliwe w

innych lokalizacjach (Goldgar i współaut. 1994). W uzupełnieniu do tego, dzięki
analizom danych zawartych w rejestrach genealogicznych zidentyfikowano ro­
dziny, w których występują różne „wzory” asocjacji zachorowań, na przykład:
rak sutka—- rakjajnika: rak sutka—rak stercza; rak sutka— nowotwory układu

limfatycznego, centralnego układu nerwowego i mięsaki (Cannon-Albright
iwspółaut. 1991, STEFFEN 1994).

Wyodrębnienie zachorowań rodzinnych najeden typ nowotworu występują­
cych w różnych grupach wieku, a zwłaszcza analizy „wzorów” asocjacji zachoro­
wań na nowotwory w różnych lokalizacjach dowodzą więc, że:

—- podłożem dziedzicznie uwarunkowanych zachorowań na jeden i ten sam

typ nowotworu mogą być różne typy predyspozycji;
— niektóre dziedziczne defekty lub polimorficzne warianty genowe mogą

przejawiać się predyspozycjami do rozwoju nowotworów złośliwych
w kilku różnych lokalizacjach narządowych.
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MECHANIZMY DZIEDZICZNYCH PREDYSPOZYCJI DO ROZWOJU
NOWOTWORÓW ZŁOŚLIWYCH

Mnogość predyspozycji dziedzicznych do rozwoju nowotworów złośliwych
wynika stąd, że ryzyko zachorowania na nie może być modyfikowane w kolejnych
fazach karcynogenezy przez wiele grup genów o różnej funkcji. W szczególności:

1. Prawdopodobieństwo powstania mutacji somatycznych w krytycznych
genach komórkowych pod wpływem różnych czynników rakotwórczych pozosta-
je w związku z funkcją genów, które kontrolują metabolizm chemicznych czyn­
ników rakotwórczych, odporność i naprawę uszkodzonego DNA.

2. Proces nowotworowego przekształcenia komórek w różnych tkankach
i narządach może przebiegać torami mutacyjnymi dotyczącymi różnych genów.
Prostym chociaż nie jedynym efektem dziedzicznych defektów któregokolwiek
z takich genów jest skrócenie u nosicieli toru mutacyjnego, prowadzącego
w komórkach somatycznych do rozwoju nowotworu, o jedno ogniwo.

3. Rozwój klinicznie wykrywalnego nowotworu staje się możliwy dopiero
wówczas, gdy komórki przekształcone uzyskają warunki do rozplemu. Warunki
te podlegają kontroli szeregu genów zarówno w komórkach przekształconych,
jak i nienowotworowych komórkach z różnych tkanek obciążonego ustroju.

Propozycję klasyfikacji dziedzicznych predyspozycji według kryterium odno­
szącego działanie warunkujących je genów do kolejnych faz karcynogenezy —

szerzej rozwiniętą w innym miejscu (Steffen 1993) przedstawiono w tabelach
1-3. Przedstawiona klasyfikacja wydaje się być użyteczna między innymi dla

wyjaśnienia uwarunkowań mieszanych (to jest oddziaływań czynników środo­
wiskowych i genów w zachorowaniach na nowotwory) a także sugeruje kierunki
badań nad dziedzicznymi predyspozycjami dotychczas niedostatecznie rozpo­
znanymi.

Ekspresja predyspozycji dziedzicznych zestwionych w tabeli 1 jest uwarun­
kowana narażeniem na działanie różnych czynników rakotwórczych. Dziedzicz­
ny polimorfizm enzymów zwłaszcza z różnych rodzin monooksygenaz kontrolo­
wanych przez geny z rodzin CYP 1, CYP 2 i 3 oraz enzymów detoksyfikujących
— zwłaszcza transferazy S-glutationu i N-acetylotransferaz, przejawiający się
zróżnicowaną akumulacją i detoksyfikacją aktywnych metabolitów różnych
egzo- i endogennych karcynogenów chemicznych — znajduje swoje odzwiercied­
lenie w kilkukrotnie zwiększonym ryzyku zachorowania nosicieli niektórych
wariantów polimorficznych między innymi na raka płuca, pęcherza moczowego,
jelita grubego i wątroby (Smith i współaut. 1994). Defekty lub polimorfizm genów
kontrolujących neutralizację silnie rakotwórczych wolnych rodników powstają­
cych w tkankach napromienianych jest prawdopodobnie Jednym z czynników
warunkujących osobniczo zróżnicowaną wrażliwość na karcynogenne działanie

promieniowania o wysokich energiach (Cox 1994). Czynniki dziedziczne deter­
minują zapewne również ryzyko rozwoju nowotworów inicjowanych przez wirusy
onkogenne, gdyż z badań rodzinnych wynika, że odporność na czynniki infekcyj­
ne jest silnie dziedzicznie zdeterminowana (Sorensen i współaut. 1988).
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Wpływ różnych grup genów na przebieg karcynogenezy I.

Modyfikacja działania karcynogenów inicjujących

Tabela 1

Funkcja genów Predyspozycje dziedziczne Częstość w populacji —

najczęstsze nowotwory
A. Efektywna ekspozycja na karcynogeny

Metabolizm ksenobioty-
ków i karcynogenów
endogennych (w tym
wolnych rodników)

polimorfizm enzymów:
monooksygenazy
hydroksylaza arylowa
transferaza-S glutationu
transferaza acetylowa
dysmutaza nadtlenkowa

bardzo częste: nowotwory „tyto-
nio zależne”, zawodowe, radio-

genne, środowiskowe (?),
współuwarunkowane karcyno-
genami endogennymi (?) — raki

płuca, pęcherza, jelita grubego
i wątroby

Metabolizm sterydów polimorfizm enzymów (?) częste (?): nowotwory hormonoza-
leżne — raki sutka, trzonu maci­
cy, stercza (?)

Ochrona przed U. V. albinizm

(polimorfizm enzymów
syntetyzujących melaninę ?)

rzadki — raki skóry
bardzo częsty — raki skóry,
czerniak

Odporność infekcyjna ?

bardzo częste (?): niektóre
białaczki i chłoniaki; rak szyjki
macicy, odbytu, niektóre raki

skóry, rak wątroby (?)
B. Naprawa zmian premutacyjnych

Naprawa DNA i
chromosomów

xerodermapigmentosum.
zespół Wernera

zespół Blooma

zespół Fanconiego
ataxia teleangiectasia
niektóre genodermatozy

homozygoty — rzadkie:
białaczki, raki skóry i guzy
centralnego układu nerwowego;
heterozygoty — bardzo częste:
nowotwory w różnych
lokalizacjach narządowych
w wieku dojrzałym

Prawdopodobieństwo utrwalenia się zmian mutacyjnych indukowanych
przez karcynogeny fizyczne i chemicznejest uwarunkowane dziedzicznie zdeter­
minowaną wydolnością mechanizmów enzymatycznej naprawy uszkodzonego
DNA. Dowodem tego jest wielokrotnie zwiększona, wczesna zachorowalność na

nowotwory złośliwe u homozygotycznych nosicieli różnych dziedzicznych defe­
któw genów kontrolujących te procesy. Znacznie częstsze w populacji, heterozy-
gotyczne, klinicznie niewykrywalne nosicielstwo defektów tych genów, warun­
kuje bardziej umiarkowane, kilkakrotnie zwiększone ryzyko zachorowania na

różne nowotwory złośliwe w wieku dojrzałym (Knight i współaut. 1993). Szacuje
się na przykład, że heterozygotyczne nosicielstwo genu ataxia teleangiectasia
występujące w populacji z częstością l%-2% warunkuje około 9% zachorowań
na raka sutka; ponadto nosiciele tego genu są obciążeni kilkakrotnie zwiększo­
nym ryzykiem zachorowania na inne nowotwory narządów wewnętrznych (Swift
i współaut. 1991). Różne dziedzicznie uwarunkowane defekty przejawiające się
upośledzoną naprawą uszkodzeń chromosomów po napromienianiu komórek

poza ustrojem występują w populacji z częstością około 25%, a ich nosicielstwo

warunkuje kilkakrotnie zwiększone ryzyko zachorowania na nowotwory złośliwe

(Knight i współaut. 1993). Podobne współzależności stwierdzono w badaniach,

4 — Kosmos
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w których analizowano częstość uszkodzeń chromosomalnych po ekspozycji
limfocytów na standardowe stężenia mutagennego leku przeciwnowotworowego
— bleomycyny; liczbę uszkodzeń chromatydowych przekraczającą 0,80 najedną
metafazę stwierdzono u około 12% zdrowych dawców i aż u około 50% chorych
na nowotwory złośliwe jamy ustnej, gardła i krtani, płuca i Jelita grubego (Hsu
i współaut. 1989).

Scharakteryzowane wyżej różne typy predyspozycji dziedzicznych — zwłasz­
cza uwarunkowanych dziedzicznym polimorfizmem enzymów kontrolujących
przemiany różnych karcynogenów chemicznych i heterozygotycznym nosiciel­
stwem defektów genów kontrolujących naprawę uszkodzonego DNA — ze wzglę­
du na częstość występowania — wpływają w sposób istotny, chociaż obecnie

jeszcze trudno wymierny na zachorowalność na nowotwory złośliwe uwarunko­
wane ekspozycją na różne egzogenne czynniki rakotwórcze, szczególnie w mło­
dych grupach wieku; w tym zwłaszcza raki płuca, jamy ustnej, krtani, pęcherza
moczowego i wątroby. Szereg danych sugeruje również, że ten sam typ predy­
spozycji odgrywa istotną rolę w zachorowalności na nowotwory — w tym
zwłaszcza przewodu pokarmowego i sutka — w których inicjacji istotną rolę
mogą odgrywać karcynogeny endogenne, powstające odpowiednio w przebiegu
trawienia i w przemianach hormonów sterydowych. Generalnie, badania nad

predyspozycjami omówionymi powyżej sugerują, że nawet w warunkach długo­
trwałych ekspozycji na silne karcynogeny, nowotwory złośliwe rozwijają się
przede wszystkim i najwcześniej u nosicieli cech dziedzicznych warunkujących
zwiększoną wrażliwość na ich działanie.

W tabeli 2 zestawiono predyspozycje uwarunkowane dziedzicznymi defekta­
mi genów, których mutacje pozostają w bezpośrednim związku przyczynowym
z nowotworowym przekształceniem komórek. Do pełnej ekspresji „fenotypu
nowotworowego” przejawiającego się zdolnością do nieograniczonego namnaża-

nia się komórek, naciekania i niszczenia przez nie normalnych struktur tkan­
kowych oraz ich zasiedlaniem się i namnażaniem w lokalizacjach odległych,
w większości tkanek dochodzi dopiero wskutek sekwencji mutacji w kilku

onkogenach i genach supresji wzrostu nowotworowego (antyonkogenach).
Wśród dziedzicznych mutacji genów współwarunkujących ten fenotyp, stano­
wiących podłoże silnych predyspozycji do rozwoju nowotworów, zlokalizowanych
i scharakteryzowanych dotychczas, przeważają heterozygotyczne defekty anty-
onkogenów, z których większość przejawia się rodzinnym występowaniem no­
wotworów wieku dziecięcego (Knudson 1993, Kinzler i Vogelstein 1993). Eks­
presja defektu na poziomie komórki jest uwarunkowana wypadnięciem funkcji
obu alleli antyonkogenu; jest prawdopodobne, że u nosicieli mutacji dziedzicz­
nych do utraty normalnego allelu dochodzi wskutek rekombinacji somatycznej
(wymiany fragmentów pomiędzy homologicznymi chromosomami w czasie mito­
zy) . Z nowszych badań wynika, że nosiciele większości dziedzicznych defektów

antyonkogenów warunkujących rodzinne zachorowania na nowotwory wieku

dziecięcego są w późniejszym wieku obciążeni ryzykiem zachorowania także na

niektóre inne nowotwory złośliwe. Wynika to z faktu, że defekty jednego i tego
samego antyonkogenu mogą stanowić ogniwa w szlakach mutacyjnych prowa­
dzących do rozwoju nowotworów w różnych lokalizacjach.
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Wpływ różnych grup genów na przebieg karcynogenezy
II. Dziedziczne defekty genów warunkujące bezpośrednio nowotworowe przekształcenie komórek

Tabela 2

Funkcja genów Predyspozycje dziedziczne (geny) Częstość w populacji —

najczęstsze nowotwory

Antyonkogeny
(regulacja transkrypcji
genów cyklu
komórkowego, naprawy
DNA 1/lub apoptozy;
regulacja adhezji; inne)

retlnoblastoma (RB-7)

guzWilms'a (WT-1)
zespół Beckwith-Wiedemana

zespoły. Hlppel-Lindau (VHL)
neuroflbromatosis 1 (NF-I)
neuroilbromatosis 2 (NF-2)
polipowatość Jelit (APC)

zespół Li-Fraumeni (TP53)

„Multiple endocrlne neoplasia”
— typ 2 (RET)

rzadkie: retlnoblastoma,
osteosarcoma, różne lokalizacje
u dorosłych nosicieli

nephroblastoma
hepatoblastoma,
rhabdomyosarcoma
rak nerki
neuroflbroma

schwannoma, meningioma
rakjelita grubego, rzadziej
w innych lokalizacjach
białaczki, mięsald, guzy centralne­
go układu nerwowego, rak sutka
rak tarczycy, pheochromocytoma

Onkogeny
(transdukc)a sygnałów) polimorfizm H-RAS częste: raki płuca, jelita grubego,

pęcherza, (inne ?)

Geny „mutatory”
(naprawa pomyłek w

replikacji DNA)

zespól Lynch I i II

(HMSH2;HMLH1;
(H PMS 1;HPMS2}

częste: rakjelita grubego, raki

żołądka, trzonu macicy, układu

moczowego, jajnika 1 inne

Podłożem umiarkowanie zwiększonego ryzyka zachorowania na różne nowo­
twory złośliwe może być również dziedziczny polimorfizm w niekodujących
sekwencjach onkogenów. Dotychczas nie zidentyfikowano natomiast dziedzicz­
nych defektów onkogenów, z mutacjami zlokalizowanymi w miejscach geno­
wych, w których są one znajdowane w guzach nowotworowych. Być może wynika
to stąd, że mutacje tego typu są Już w życiu płodowym letalne.

Obiecującym kierunkiem dalszych badań mogą być poszukiwania dziedzicz­
nych zaburzeń regulacji funkcji onkogenów — zwłaszcza przejawiających się
uruchomieniem mechanizmów promocji nowotworowej.

W tabeli 2 umiejscowiono również predyspozycje dziedziczne uwarunkowane
niedawno odkrytymi defektami genów „mutatorów”, których funkcja polega na

naprawie „pomyłek” w replikacji DNA. Skutkiem defektów tych genów jest
zwiększone tempo mutacji w różnych genach komórkowych, w tym onkogenach
i antyonkogenach (Jessup i współaut. 1994). Działanie „mutatorowe” może być
także uwarunkowane defektami innych genów niż wymienione w tabeli 2 w tej
grupie. Niedawne badania dowodzą, na przykład, że antyonkogen TP 53 reguluje
nie tylko procesy apoptozy, lecz także ekspresję genów kontrolujących procesy
naprawy uszkodzonego DNA (Marx 1994). Jednym ze skutków dziedzicznych
defektów genu TP 53 — a być może również niektórych innych antyonkogenów
— jest więc zapewne przyspieszona akumulacja zmian mutacyjnych w komór­
kach somatycznych.
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Wyodrębnienie trzeciej grupy dziedzicznych predyspozycji do rozwoju nowo­
tworów złośliwych (tabela 3), nazwanych „promocyjnymi” (Steffen 1993), znaj­
duje uzasadnienie w ich związku przyczynowym z mechanizmami warunkują­
cymi namnażanie się komórek — w części różnymi w poszczególnych tkankach
i narządach — które jednocześnie warunkują rozplem komórek przekształco­
nych nowotworowo.

Tabela 3

Wpływ różnych grup genów na procesy karcynogenezy
III. Promocja nowotworów

Funkcja genów Predyspozycje dziedziczne Częstość w populacji —

najczęstsze nowotwory

Onkogeny
(czynniki wzrostu i ich

receptory)

hiperkeratoza dłoni i stóp
(ERBB3)

rzadka — rak przełyku

Synteza hormonów lub ich

receptorów

dysgenezja gonad
rodzinne nowotwory
hormonozależne (?)
[BRCA 1 ?)

bardzo częste (?): guzy
gonad, nowotwory
hormonozależne (?)

Synteza cytokin i ich

receptorów

polimorfizm TNFf

polimorfizm IL-1 a

wrodzone niedobory
immunologiczne z

hlpogammaglobullnemią

białaczki, chłoniaki (inne ?)

białaczki, chłoniaki, rak

żołądka

Jednym z warunków umożliwiających rozplem takich komórekjest ekspresja
na ich powierzchni receptorów dla czynników wzrostowych. W przypadku defe­
któw dziedzicznych, polegających na zaburzeniach negatywnej regulacji funkcji
genów, które kontrolują syntezę receptorów dla czynników wzrostowych, komór­
ki w niektórych tkankach i narządach są w stanie stałej gotowości do odpowiedzi
na te czynniki. Jednym z nielicznych dotąd przykładów dziedzicznych predyspo­
zycji promocyjnych uwarunkowanych w ten sposób jest zespół rodzinnego
rogowacenia dłoni i podeszew stóp, którego nosicielstwo wiąże się niemal ze

100-procentowym prawdopodobieństwem rozwoju raka przełyku.
Alternatywnie, podłożem predyspozycji promocyjnych może być dziedzicznie

uwarunkowana „nadmierna” synteza czynników wzrostowych, w tym hormonów
i cytokin. Dotychczas poznano predyspozycje tego typu w niektórych genetycznie
uwarunkowanych zespołach zaburzeń funkcji układu immunologicznego,
w których występuje zwiększona synteza cytokin. Efektem takich predyspozycji
może być zarówno uruchomienie mechanizmów w autokiynnej stymulacji no­
wotworu (jeżeli rozwija się on z komórek zdolnych zarówno do ekspresji recep­
tora, jak i syntezy odpowiedniego czynnika wzrostowego), Jak i stymulacja
parakiynna (jeżeli komórki, z których rozwija się nowotwór, mogą ujawniać
receptor powierzchniowy lecz nie syntetyzują czynnika wzrostowego).

Poszukiwanie dalszych dziedzicznych predyspozycji promocyjnych, poza
nowotworami rozwijającymi się z komórek, których wzrostjest uwarunkowany
przez cytokiny, wydaje się być szczególnie obiecujące w badaniach nad uwarun­
kowaniami rozwoju nowotworów hormonozależnych.

Przedstawiona wyżej charakterystyka mechanizmów ekspresji różnych pre­
dyspozycji dziedzicznych w powiązaniu z kolejnymi fazami karcynogenezy tłu-
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maczy między innymi dlaczego rozwój jednego i tego samego typu nowotworu

może być uwarunkowany dziedzicznymi defektami różnych genów:
— podłożem predyspozycji do rozwoju raka sutka może być, na przykład,

zarówno heterozygotyczne nosicielstwo genu ataxia-teleangiectasia,
dziedziczny defekt antyonkogenu TP 53, jak i — prawdopodobnie —

defekty genów promocyjnych (Steffen 1994);
— silne dziedziczne predyspozycje do rozwoju raka jelita grubego mogą być

uwarunkowane dziedzicznymi mutacjami antyonkogenu APC lub nosi­
cielstwem genów „mutatorów”; równolegle — podłożem umiarkowanych
predyspozycji do rozwoju tego nowotworu może być polimorfizm kilku

genów metabolizujących lub neutralizujących niektóre karcynogeny
(Smith i współaut. 1994) a także — prawdopodobnie — upośledzona
naprawa uszkodzeń chromątydowych (Hsu i współaut. 1989).

POSTĘPY W LOKALIZOWANIU I MOLEKULARNYCH BADANIACH GENÓW
SILNYCH PREDYSPOZYCJI DO ROZWOJU NOWOTWORÓW ZŁOŚLIWYCH

Silne predyspozycje dziedziczone jako cechy dominujące są według szacun­
ków opartych głównie o badania częstości rodzinnych skupień zachorowań

przyczyną 5%-10% nowotworów łącznie we wszystkich grupach wieku. Powyższe
szacunki są jednak prawdopodobnie zaniżone. Wiek, w któiym dochodzi do

ekspresji poszczególnych predyspozycji tego typu, jest różny; większość z nich

ujawnia sięjednak zachorowaniami wcześniejszymi niż u ludzi nie obciążonych.
Natura większości silnych predyspozycji ujawniających się wysokim ryzy­

kiem zachorowania na jeden lub kilka nowotworów u ludzi dorosłych nie jest
jeszcze znana. Rozwój molekularnych metod lokalizowania dziedzicznych defe­
któw genowych w chromosomach znacznie ułatwił odnajdywanie i odczytywanie
sekwencji nukleotydowych genów silnych predyspozycji do rozwoju nowotworów

złośliwych, poznanie ich produktów oraz lokalizowanie i charakteiyzowanie
mutacji wewnątrzgenowych w badaniach rodzin obciążonych. Postęp w tych
badaniach otwiera możliwości rozpoznawania takich predyspozycji przed ich

ekspresją. Ma to ogromne znaczenie dla praktyki onkologicznej; ustalenie

wysokiego indywidualnego ryzyka zachorowania zwiększa bowiem szanse wcześ­
niejszego rozpoznawania i skuteczniejszego leczenia nowotworów u nosicieli

predyspozycji i otwiera dla nich opcję ewentualnej terapii prewencyjnej.
Do końca lat osiemdziesiątych praktycznie Jedyną metodą lokalizowania

niektórych dziedzicznych defektów genowych warunkujących zachorowalność
na nowotwory złośliwe — ograniczoną tylko do genów supresji wzrostu nowo­
tworowego (antyonkogenów) — była niezwykle pracochłonna analiza delecji
chromosomalnych, to jest częściowych ubytków chromatyny występujących
w normalnych komórkach niewielkiego odsetka nosicieli takich defektów
i lokalizowanie — na podstawie badania wielu probantów — wspólnego mini­
malnego ubytku występującego we wszystkich delecjach (Heim i Mittelman

1987). Dzięki takim analizom zlokalizowano kilka genów silnych predyspozycji
do rozwoju nowotworów w wieku dziecięcym a także gen APC, którego defekt
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warunkuje rozwój raka jelita grubego na podłożu polipowatości jelit u ludzi

dorosłych.
Przełomowe znaczenie dla postępu w lokalizowaniu genów silnych predyspo­

zycji nowotworowych miało umiejscowienie w chromosomach kilku setek poli-
morficznych sekwencji tak zawnego mikrosatelitarnego DNA. Polimorfizm tego
DNA, przejawiający się różną liczbą następujących po sobie powtórzeń krótkich
— zazwyczaj dwu nukleotydowych sekwencji, umożliwia ich wykorzystanie do

pośredniego lokalizowania dziedzicznych mutacji w badaniach rodzinnych
metodą analizy sprzężeń (linkage analysis) (Weber i May 1989, Weissenbach
i współaut. 1992). Powyższa metoda — w najkrótszym zarysie — polega na

wykazaniu, że wszyscy lub przeważająca większość członków rodzin, u których
rozwinął się nowotwór, dziedziczą konsekwentnie tylko jeden polimorficzny
wariant (pochodzący od matki lub ojca) jednego z wielu markerów o znanej
lokalizacji. Sprzężone dziedziczenie markera i cechy predyspozycji oznacza, że

gen tej predyspozycji jest zlokalizowany w bliskim sąsiedztwie markera —

ponieważ prawdopodobieństwo segregacji (niezależnego dziedziczenia) uwarun­
kowane wymianą fragmentów homologicznych chromosomów (Crossing over)
w przebiegu podziału mejotycznego genów bardzo blisko zlokalizowanych jest
znikome. Metoda analizy sprzężeń genów z markerowymi sekwencjami mikro­
satelitarnego DNA — aczkolwiek bardzo pracochłonna — zwłaszcza przy całko­
witym braku danych sugerujących prawdopodobną lokalizację poszukiwanego
defektu genowego (w takim przypadku jest konieczna analiza sprzężeń z kilku
setkami sekwencji markerowych) umożliwiła w ostatnich dwóch latach odkrycie
i zlokalizowanie genów „mutatorów” warunkujących rodzinne zachorowania na

rakijelita grubego bez polipowatości (Peltomaki i współaut. 1993) oraz uściślenie

lokalizacji dwóch genów warunkujących większość wczesnych rodzinnych za­
chorowań na raka sutka — BRCA 1 (Miki i współaut. 1994, Feidman i współaut.
1994) i BRCA 2 (Wooster i współaut. 1994).

Ostatnio rysują się możliwości dalszego postępu w lokalizowaniu dziedzicz­
nych defektów genowych związane zwłaszcza z metodą „genomie mismatch

scanning” umożliwiającą przesiew genomu w całości — mniej pracochłonną,
wymagającą jednak dopracowania pewnych rozwiązań technicznych. Zaletą tej
metody jest między innymi możliwość jej wykorzystania do lokalizacji genów
predyspozycji dziedzicznych o niskiej penetracji, to jest ujawniających się
u względnie niewielkiego odsetka nosicieli (Aldhous 1994).

Przedstawiony powyżej postęp metod lokalizowania genów pozwala przyjąć,
że w bliskiej przyszłości uda się umiejscowić i scharakateryzować geny większo­
ści silnych predyspozycji do rozwoju nowotworów.

Najnowsze badania nad genami silnych predyspozycji do rozwoju nowotwo­
rów — zwłaszcza raków jelita grubego i sutka — wnoszą szereg istotnych
informacji o współzależnościach pomiędzy typami dziedzicznych mutacji a ce­
chami zachorowalności u nosicieli.

Większość dziedzicznych predyspozycji do zachorowań na raki jelita grubego
rozwijające się na podłożu kilku klinicznie odrębnych odmian rodzinnej polipo­
watości jelit, jest uwarunkowana mutacjami w obrębie antyonkogenu APC,
zlokalizowanego w ramieniu długim chromosomu 5 (5q21). Zarówno liczba,
lokalizacja, jak i czas rozwoju polipów, Jak też i wiek oraz wielkość ryzyka
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zachorowania na raka jelita grubego i na nowotwory w innych lokalizacjach
a także występowanie lub nieobecność niezłośliwych zmian pozajelitowych (na
przykład cyst epidermoidalnych, kostniaków i guzów desmoidalnych) jest uwa­
runkowana lokalizacją mutacji w różnych eksonach genu APC (Bishop i Hall

1994, Herrera i współaut. 1994).
Przeważająca większość przypadków rodzinnego raka jelita grubego bez

polipowatości, które według różnych oszacowań stanowią 4% do 17% zachoro­
wań na ten nowotwórjest uwarunkowana dziedzicznymi mutacjami szczególnej
klasy genów MMR (mismatch repair), któiych normalna funkcja polega na

naprawie pomyłek w replikacji DNA. Skutkiem dziedzicznych defektów tych
genów jest szybka akumulacja „przypadkowych” mutacji w różnych genach
komórkowych, w tym w onkogenach i antyonkogenach z toru mutacyjnego
prowadzącego do rozwoju raka jelita grubego (Jessup i współaut. 1994). Dzie­
dziczne mutacje defektu dwóch genów MMR — HMSH2 (lokalizacja 2pl6)
i HMLH 1 (lokalizacja 3p21) warunkują odpowiednio 60% i 30% zachorowań

rodzinnych na raka jelita grubego bez polipowatości; dwa dalsze geny — H PMS
1 (2q31-33) i H PMS 2 (7p22) warunkują prawdopodobnie pozostałe 10%
zachorowań. Na podstawie analiz rodzinnych wyodrębniono co najmniej dwa
dziedziczne zespoły, w których występuje rak jelita grubego bez polipowatości.
W zespole Lynch I wysokie ryzyko zachorowania wśród nosicieli ogranicza się
do jelita grubego. W zespole Lynch II występuje równolegle zwiększone ryzyko
zachorowania między innymi na raki trzonu macicy, żołądka, jelita cienkiego,
górnego odcinka układu moczowego ijajników. W obu tych zespołach występują
jednak dziedziczne mutacje tych samych genów (Bishop i Hall 1994, Jessup
i współaut. 1994).

Niedawno zlokalizowano dwa geny— BRCA 1 (Miki i współaut. 1994, Feidman
i współaut. 1994) i BRCA 2 (Wooster i współaut. 1994), których defekty
warunkują przeważającą większość wczesnych rodzinnych zachorowań na raka
sutka i dość znaczną część rodzinnych zachorowań na raki jajników (tabela 4).
Analizy mutacji genu BRCA 1 — aczkolwiek dotychczas przeprowadzone tylko
w 5-ciu rodzinach — dostarczają szeregu istotnych informacji charakteryzują­
cych związki pomiędzy ich lokalizacją i charakterem a wiekiem zachoro­
wania i bilateralnością raków sutka a także współwystępowaniem ryzyka zacho­
rowania na raka jajnika (tabela 4). Badania te udokumentowały również, że

niektóre nosicielki mutacji BRCA 1 — warunkujących u innych kobiet obciążo­
nych z tych samych rodzin wczesny rozwój raka sutka — nie zachorowały na ten

nowotwór pomimo przekroczenia 80-tego roku życia (Miki i współaut. 1994).
Równie interesujące są dane dotyczące spektrum nowotworów wśród nosi­

cielek genu BRCA 2, w tym współwystępowanie w kilku rodzinach raków sutka
i jajnika u kobiet i raków sutka u mężczyzn (Wooster 1994).

Dotychczasowe badania molekularne na razie niewielkiej liczby genów sil­
nych predyspozycji do rozwoju nowotworów złośliwych w wieku dojrzałym
dowodzą więc, że współzależności pomiędzy predyspozycjami wyodrębnionymi
na podstawie badań rodzinnych a warunkującymi je defektami genowymi są

bardziej złożone niż wcześniej przypuszczano:
— dziedziczne mutacje w różnych loci jednego i tego samego genu mogą

warunkować predyspozycje dotąd traktowane Jako odrębne;
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— z drugiej strony, jeden typ rodzinnej predyspozycji może być także uwa­
runkowany dziedzicznymi mutacjami różnych genów.

Tabela 4

Dziedziczne defekty genu BRCA 1: typy mutacji i cechy
fenotypu (na podstawie danych Y. Miki i współaut. 1994)

Typ mutacji Cechy fenotypu

Typ „nonsense"
substytut C -> T
kodon 1313

zachorowania na rakajajnika równie częstejak zachorowania
na raka sutka

względnie późny wiek zachorowania na raka sutka

Przesunięcie ramki odczytu
delecja 11 par zasad
kodon 24

rzadkie zachorowania na rakajajnika
wczesne zachorowania na raka sutka

(koniec 3-cie| i początek 4-te| dekady życia)

Przesunięcie ramki odczytu
insercja C
kodon 1756

rzadkie zachorowania na raka Jajnika
wczesne zachorowania na raka sutka

(koniec 3-ciej i początek 4-tej dekady życia)
bardzo częsty bilateralny rak sutka

Mutacja punktowa
substyt. T -> G
kodon 1771

rzadkie zachorowania na raka Jajnika’
około 40% zachorowań na raka sutka po 50 roku życia
(rozkład dwumodalny ?)

Mutacja nie znana

(regulacyjna ?)
brak transkiyptu

rzadkie zachorowania na raka jajnika*
wczesne zachorowania na raka sutka

(koniec 3-cięj i początek 4-tej dekady życia)

♦Proporcja w zachorowaniach na raka sutka i raka jajnika — w przybliżeniu jak 10 : 1

PERSPEKTYWY I UWARUNKOWANIA APLIKACJI WIEDZY O GENACH SILNYCH
PREDYSPOZYCJI DO ROZWOJU NOWOTWORÓW ZŁOŚLIWYCH W PRAKTYCE

ONKOLOGICZNEJ

Lokalizowanie i analizy sekwencji nukleotydowych genów silnych predyspo­
zycji do rozwoju nowotworów złośliwych otwiera możliwości badania nosicielstwa
ich defektów, chociaż w przypadku dużych genów, w których mutacje są
zlokalizowane w różnych ich częściach, niezbędne będzie jeszcze pokonanie
nierozwiązanych dotąd problemów technicznych. Badanie nosicielstwa dziedzi­
cznych defektów w większych grupach chorych powinno między innymi umożli­
wić określenie rzeczywistego udziału poszczególnych typów predyspozycji
w ogólnej zachorowalności na dany typ nowotworu. W tym kontekście warto

wspomnieć, że w serii badań 45 chorych na raka sutka, bez ewidentnego
obciążenia rodzinnego, aż u 4 zidentyfikowano dziedziczne defekty genu BRCA
1 — mogłoby to sugerować, że wcześniejsze szacunki częstości tej predyspozycji
były 2-4 krotnie zaniżone (Futreal i współaut. 1994).

W przypadkach ewidentnego lub tylko domniemanego obciążenia silnymi
predyspozycjami badanie członków rodzin chorych, czy też ewentualne badania

populacyjne, otwierają możliwości ograniczenia umieralności wśród nosicieli

wysokiego ryzyka zachorowania poprzez wdrożenie metod umożliwiających naj­
wcześniejsze wykrycie rozwijającego się nowotworu. Na przykład zestawione
w tabeli 5 wskaźniki ryzyka zachorowania na raka sutka w funkcji wieku wśród
kobiet w całej populacji i wśród nosicielek genu BRCA 1, wskazują w sposób
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oczywisty na konieczność poddawania tych ostatnich badaniom mammograficz­
nymjuż w trzeciej dekadzie życia (Knight i współaut. 1993). Wczesne wdrożenie

diagnostycznych metod endoskopowych i terapia prewencyjna doprowadziłyjuż
obecnie u nosicieli wysokiego dziedzicznego ryzyka zachorowania na rakajelita
grubego uwarunkowanego defektem antyonkogenu APC do wydłużenia czasu

ich życia (BlSHOP i Hall 1994). Analogiczny program badań diagnostycznych
może przynieść Jeszcze lepsze efekty u nosicieli genów „mutatorów”, gdyż wyle-
czalność wcześnie wykrytych raków jelita grubego a także niektórych innych
nowotworów szczególnie często występujących w zespole Lynch IIjest względnie
wysoka (Lynch 1994). Nowe możliwości wczesnego rozpoznawania rozwoju
nowotworów uwarunkowanych dziedzicznie wynikają także z perspektyw wyko­
rzystania do tego celu czułych metod wykrywania defektów onkogenów i anty-
onkogenów — pojawiających się sekwencyjnie w kolejnych stadiach karcynoge-
nezy—na przykład w wydalinach lub popłuczynach (Markham i współaut. 1994).

Tabela 5

Skumulowane ryzyko zachorowania na raka sutka u nosicielek

genu BRCA 1 w zestawieniu z ryzykiem całej populacji kobiet (wg
M-C. King i współaut, 1993)

Wiek (rok życia)
Współczynnik ryzyka

Cała populacja Nosicielki BRCA 2*

40 0,005 0,16

50 0,02 0,59

60 0,04 0,77

70 0,07 0,82

80 0,10 0,86

*W świetle nowszych danych ryzyko nosicielek BRCA I w grupach do 50 roku życia może być znacznie

wyższe niż podane w tabeli.

Obok wczesnego wykrywania, u nosicieli niektórych typów defektów dziedzi­
cznych jest możliwa też opcja chirurgii prewencyjnej — na przykład usunięcie
tkanki gruczołowej sutka, usunięcie jajników przed osiągnięciem wieku, gdy
dochodzi do ekspresji defektu (Biesecker i współaut. 1993, King i współaut.
1993) a nawet usunięcie jelita grubego (Bishop i Hall 1994, Lynch 1994).
Potwierdzenie nosicielstwa będzie w przyszłości stanowiło niezbędną przesłankę
do rozważenia takiej opcji. Powyższe uwagi, zwłaszcza dotyczące perspektyw
wcześniejszego wykrywania, odnoszą się także do nosicieli genów predyspozycji
do rozwoju nowotworów w innych narządach — dotychczas nie zlokalizowanych.

Ogromne znaczenie dla praktyki lekarskiej ma pytanie dotyczące ewentual­
nych perspektyw zapobiegania ekspresji silnych predyspozycji do rozwoju no­
wotworów złośliwych w postępowaniu zachowawczym.

Punktem wyjścia do odpowiedzi na to pytanie może być szereg fragmentary­
cznych dotąd obserwacji sugerujących, że zachorowania u nosicieli niektórych
przynajmniej silnych predyspozycji do rozwoju nowotworów złośliwych są współ-
uwarunkowane środowiskowo:
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1. W innym miejscu wspomniano Już, że niektóre nosicielki genu BRCA 1,
i to z rodzin z wczesną ekspresją defektu, nie chorują nawet po przekroczeniu
80-tego roku życia (Miki i współaut. 1994). Co więcej, przynajmniej wJednej dużej
rodzinie wykazano obniżenie wieku zachorowań na dziedzicznie uwarunkowa­
nego raka sutka wśród młodszych roczników kobiet; być może Jest to uwarun­
kowane działaniem tego samego czynnika egzogennego, który powoduje, że

w ostatnich dziesięcioleciach rośnie również zachorowalność na ten nowotwór
w całej populacji kobiet. Znamienne, że w tych samych rodzinach nie zaobser­
wowano jednoczesnego obniżenia się wieku zachorowań na raka jajnika —

uwarunkowanych tym samym defektem genowym (Naród i współaut. 1993).
2. W spektrum nowotworów uwarunkowanych dziedzicznymi mutacjami

genu APC obok raków jelita grubego występują także raki żołądka. Ryzyko
zachorowania u nosicieli większości defektów tego genu na raki jelita grubego
we wszystkich regionach świata sięga 100%; natomiast częstość zachorowania
na raki żołądkajest proporcjonalna do zachorowalności na ten nowotwór w całej
populacji danego regionu. Podobnie kształtuje się zachorowalność na raki

żołądka u nosicieli w zespole Lynch II — jest ona bardzo wysoka w Japonii,
pośrednia w niektórych krajach europejskich a niska w USA — odpowiada to

częstości zachorowań na ten nowotwór w całej populacji w wymienionych
krajach. Zwraca też uwagę zmiana spektrum zachorowań w pierwszej opisanej
dużej rodzinie obciążonej zespołem Lynch II, w której zgromadzono dane dla
5-ciu kolejnych pokoleń. W pierwszym pokoleniu raki jelita grubego, żołądka
i trzonu macicy występowały z jednakową częstością. W ostatnich dwóch poko­
leniach przeważają raki jelita grubego; zachorowania na raki żołądka obniżyły
się znacznie — zgodnie z tendencją spadkową w całej populacji — a zachorowań
na raki trzonu macicy w ostatnim pokoleniu w ogóle nie obserwowano (Utsuno-
mya i współaut. 1994).

3. Na możliwości przynajmniej czasowego blokowania ekspresji genów sil­
nych predyspozycji wskazują wyniki badań, w których postępowanie profilakty­
czne ograniczające zachorowania „sporadyczne” na rakajelita grubego — w tym
przypadku podawanie dużych ilości wapnia (strącającego czynniki rakotwórcze

rozpuszczalne w tłuszczach) — hamowało wstępne fazy karcynogenezy — to jest
zwiększoną proliferację i „odróżnicowanie” komórek w kryptach jelitowych —

także u nosicieli rodzinnego wysokiego ryzyka zachorowania (Lipkin i Newmark

1985, Rożen i współaut. 1989).
Racjonalne podstawy ewentualnych metod postępowania zachowawczego,

ograniczającego prawdopodobieństwo lub opóźniającego ekspresję silnych pre­
dyspozycji do rozwoju nowotworów, wynikną zapewne dopiero z badań funkcji
poszczegónych genów takich predyspozycji — obecnie zaledwie zapoczątkowa­
nych. Możliwości kontroli farmakologicznej wydają się rysować szczególnie
obiecująco w przypadkach defektów uruchomiających mechanizmy promocyjne
— na przykład terapia antyhormonalna — w nowotworach hormonozależnych,
lub terapia przeciwzapalna gdy skutkiem dziedzicznego defektu genowego Jest

zwiększona synteza cytokin uruchomiających para- lub autokiynne mechani­
zmy promocyjne.
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HEREDITARY FACTORS IN HUMAŃ CANCER

Summary

Recent progress in studles on heredltary cancer predispositlons and on cancer genes has been
reviewed. In partlcular, thefollowlngproblemswerediscussed: 1, Limitations in recognizing carriers
of the cancer predisposing genes in current clinical practice; 2, Epldemiological assessment of the
contributlon ofheredity to the incidence of common types of cancers; 3, Mechanisms and diversity
of heredltary predispositlons to cancer; relationships to carcinogenesis — genetic control of carcl-

nogen sensltlvity, heredltary defects of genes involved In mutational pathways at the cellular level,
tumor promotion genes; 4, Recent progress in chromosomal locallzation and molecular analysls of

genes ofcommon familial tumors; 5, Modes ofexpression ofdifferent intragenic mutations in carriers
ofhereditary defects ofthe APC and BRCA 1 genes; 6, Envlronmental modlflcation ofthe expression
ofheredltary gene defects strongly predisposing to some common types of cancers; 7, Impact of the
recent progress in studles on cancer genes on clinical practice — evaluation ofindividual heredltary
risk, prospects for reducing cancer mortality in carriers through early detection and for the

development of preventive pharmacologlcal treatments.
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MOLEKULARNE PODSTAWY CHORÓB NOWOTWOROWYCH

Badania nad molekularnymi podstawami chorób nowotworowych absorbują
naukowców od wielu lat. Powoli zaczyna się kształtować obraz zmian moleku­
larnych, którym musi podlegać komórka na drodze do fenotypu nowotworowego.
Większość współczesnych danych wskazuje na brak zasadniczych zmian różni­
cujących komórki normalne od nowotworowych (tab. 1). Najpoważniejsze wydają
się zmiany prowadzące do częściowej lub całkowitej utraty inhibicji kontaktowej
w tym inhibicji kontaktowej ruchu. Inne zmiany (na zmiany w poziomie lub

aktywności niektórych enzymów) mają raczej charakter ilościowy. Czasami
zmianom ilościowym towarzyszą pewne zmiany jakościowe, na przykład poja­
wianie się produktów zmienionych ale zachowujących właściwości produktu
podstawowego lub zmiany w czasie ich trwania w komórce. O komórkach, które

nabierają wyżej wspomnianych cech, mówi się, że nabyły fenotyp komórki

nowotworowej, czyli uległy transformacji. Dwie cechy czynią komórki nowotwo­
rowe szczególnie niebezpiecznymi dla całego organizmu. Niepohamowany wzrost

związany z dużą niestabilnością genetyczną oraz zdolność do inwazji i kolonizacji
obszarów normalnie zajmowanych przez inne rodzaje komórek (Alberts i współ-
aut.1989).

Tabela 1
Niektóre zmiany towarzyszące transformacji

Zmiany w błonach

komórkowych
Zmiany adhezyjne Zmiany we wzroście i podziałach

komórek

Zwiększenie transportu meta­
bolitów

Zwiększenie tworzenia pęche­
rzyków błonowych
Wzrost mobilności białek bło­
nowych

Zmniejszenie adhezji powie­
rzchniowej
Przyjmowanie bardziej okrą­
głych kształtów
Brak prawidłowej organizacji fi-
lamentów aktynowych
Zanik zewnętrznych struktur

fibronektynowych
Nadprodukcja aktywatora pla­
zm inogenu

Wzrost do nienaturalnie wyso­
kich gęstości
Obniżenie wymagań dla czynni­
ków wzrostu

Nabycie zdolności do nieograni­
czonej proliferacji
Nabycie zdolności do wzrostu

w zawiesinie
DNA izolowane z tych komórek
może powodować transformację
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ETAPY KARCYNOGENEZY

Proces przekształcania się komórki normalnej w nowotworową można po­
dzielić na trzy etapy (Steffen 1993) (ryc. 1). W pierwszym etapie, nazwanym
pre-inicjacją, mamy przede wszystkim do czynienia z kontaktem komórek

normalnych z pre-karcynogenem lub karcynogenem. W tym etapie istotną rolę
odgrywają predyspozycje genetyczne. Są one przede wszystkim związane
z polimorfizmem genów kodujących enzymy uczestniczące w metabolizowaniu
i detoksyfikacji czynników rakotwórczych. Sprawność w metabolizowaniu kar-

cynogenów oraz szybkość detoksykacji determinuje czas ekspozycji komórki na

działanie czynników uszkadzających, w tym w szczególności uszkadzającychjej
DNA. Ponadto predyspozycje genetyczne są związane również z polimorfizmem
genów kodujących enzymy systemu reperacyjnego. Polimorfizm w obszarze

systemu reperacyjnego w zdecydowany sposób może wpłynąć na częstość mu­
tacji, a co za tym idzie, sprzyjać procesowi karcynogenezy.

Ryc. 1. Etapy karcynogenezy

ETAP I ----------------------- ► ETAP II -----------------------► ETAP III

PRE-INICJACJA INICJACJA PROGRESJA

Ekspozycja na

karcynogeny chemiczne i

fizyczne

Nagromadzanie
mutacji prowadzących
do transformacji

Selekcja klonalna

Nabycie zdolności
do przerzutowania

Drugi etap to proces właściwej inicjacji. Rozpoczyna się on wraz z pojawie­
niem się pierwszej mutacji. Gromadzenie się kolejnych mutacji w istotnych ze

względu na funkcję komórki genach musi w konsekwencji doprowadzić do

powstania komórki stransformowanej. Kolejne mutacje mogą wystąpić sponta­
nicznie, ale też mogą być wywołane przez pewne związki chemiczne, czynniki
fizyczne oraz mogą być wynikiem infekcji komórki przez tak zwane wirusy
onkogenne. Mutacje niezbędne do przeprowadzenia komórki normalnej w no­
wotworową tworzą tak zwany szlak mutacyjny. Nie wszystkie mutacje w tym
szlaku mająJednakową wagę, na przykład w rakujelita grubego mutacje w genie
p53 występują w prawie 80%, podczas gdy mutacje w genie ras jedynie w kilku

procentach nowotworów. Wydaje się, że i na tym etapie predyspozycje genetyczne
odgrywają istotną rolę. Jeśli jedna z mutacji szlaku jest odziedziczona to czas

niezbędny do transformacji komórki w nowotworową jest skrócony o czas

jednego wydarzenia mutacyjnego. Jest to szczególnie dobrze widoczne w nowo­
tworach dziecięcych i w zespołach na przykład Li-Fraumeni czy Blooma.

Ostatnim etapem Jest progresja nowotworu, czyli nabywanie przez komórki
zdolności do nieograniczonego wzrostu, a w wypadku nowotworów złośliwych do
tworzenia przerzutu. Na tym etapie zdecydowaną rolę wydają się odgrywać
zjawiska związane ze zmianami w błonach komórkowych, a w szczególności
z nabywaniem nowych cech przez białka adhezyjne błony. Ponadto zmianom

ulegają też poziomy enzymów lizujących tak zwaną błonę podstawną w tym
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w szczególności kolagenaz. Dotychczasowe dane dotyczące etapu progresji nie

pozwalają w pełni uzasadnić roli predyspozycji genetycznych na tym etapie.
Przyczyny transformacji, jak z powyższego wynika, leżą w zmianach

w materiale genetycznym komórki. Pierwszą osobą, która potwierdziła prawid­
łowość powyższych rozważań był uczony norweski, A. Knutson. Na podstawie
badań epidemiologicznych nad siatkówczakiem wysunął hipotezę, że komórka
może ulec transformacji, jeśli zajdą w jej genomie co najmniej dwie niezależne

mutacje. W większości przypadków zmiany te są skutecznie usuwane albo na

poziomie pojedynczej komórki przez system reperacyjny, albo na poziomie
organizmu przez system immunologiczny. Istnieje jeszcze Jedno dodatkowe

zabezpieczenie. Komórka może zostać skierowana na drogę programowanej
śmierci zwanej apoptozą (patrz dalej). Jeśli zawiodą wszystkie wspomniane
powyżej zabezpieczenia powstaje komórka stransformowana.

GENY SZLAKU MUTACYJNEGO

Geny komórkowe związane z transformacją nowotworową mogą oddziaływać
w różny sposób: po pierwsze mogą zmienić swoją normalną funkcję poprzez: a.

mutacje, które powodują zmiany w funkcji białek, b. translokacje chromosomo­
we, które prowadzą do zmian w ekspresji genu lub dojego strukturalnych zmian,
c. poprzez amplifikację, w wyniku której następuje selektywny wzrost liczby kopii
określonego genu; po drugie poprzez całkowitą utratę komórkowych genów.
Może to nastąpić poprzez: a. mutację, która inaktywuje prawidłową funkcję
danego genu, i b. delecje z genomu.

Liczbę genów w genomie człowieka można ocenić na około 50000.
W przeciętnej komórce jedynie 15000-20000 genów jest aktywnych; z nich

prawdopodobnie najwyżej kilkaset może oddziaływać znacząco, bezpośrednio
lub pośrednio w procesie karcynogenezy. Geny aktywnie uczestniczące w szlaku

mutacyjnym można podzielić na cztery główne grupy:
1. geny, których produkty białkowe uczestniczą w przekazywaniu informacji

pomiędzy zewnętrzną częścią błony komórkowej ajej wnętrzem i pomiędzy
wnętrzem a Jądrem komórkowym — onkogeny:

2. geny, których produkty białkowe uczestniczą w procesach związanych
z ekspresją innych genów czyli są czynnikami transkrypcyjnymi — on­
kogeny i antyonkogeny;

3. geny, których produkty białkowe mają wpływ na prawidłowy przebieg
proliferacji komórek — antyonkogeny;

4. geny, których produkty białkowe wpływają na wierność replikacji/repe-
racji podnoszące częstość mutacji kilkadziesiąt do kilkuset razy — geny
mutatorowe.

Z przedstawionego powyżej podziału widać, że geny te, z wyjątkiem ostatniej
grupy, uczestniczą przede wszystkim w przekazywaniu informacji o stanie
komórki na różnych szczeblach jej organizacji. Każda komórka jest w stanie
odbierać cały szereg sygnałów z zewnątrz. Docierają one do jądra komórki

poprzez zakotwiczone na powierzchni komórki białka, które nazywamy recepto­
rami. Sygnały te to nie tylko tak zwane hormony wzrostu czy też czynniki
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depolaryzujące błonę komórkową ale również zmiany w istotnych dla funkcjo­
nowania komórki stężeniach kationów, takich jak sód czy wapń. Poprzez recep­
tory oddziaływują one na wnętrze komórki. Wiele z tych receptorów może

przekazać dalej informację. Mówimy wówczas o uruchomieniu tak zwanych
przekaźników drugiego rodzaju. One to pośrednio lub bezpośrednio przeka­
zują informacje o warunkach zewnętrznych do jądra komórkowego. Informacja
ta docierając do jądra zostaje przetłumaczana na język aktywatorów transkry­
pcji. O tym, które geny w danej komórce zostaną uaktywnione, decyduje przede
wszystkim obecność tak zwanych czynników transkrypcyjnych. To one, łącząc
się z promotorem genu, rozpoczynają proces jego uaktywnienia a w połączeniu
z innymi białkami regulują również jego ekspresję. Jest to bardzo skompli­
kowany i subtelny system równowagi decydujący o prawidłowym przebiegu
szlaków metabolicznych w komórce. Każde zaburzenie w tej regulacji może

prowadzić do destabilizacji komórki, a co za tym idzie, mieć dla niej poważne
konsekwencje (Alberts i współaut. 1989).

ONKOGENY I ANTYONKOGENY

Wirusy onkogenne mogą zawierać materiał genetyczny w postaci DNA tak

jak normalne komórki, ale mogą też posiadać RNA zamiast DNA. Tego typu
onkogenne wirusy noszą nazwę retrowirusów. Badania nad transformującymi
mechanizmami wirusów onkogennych doprowadziły do wyodrębnienia fragmen­
tów genomu, bez których wirus traci swoje własności onkogenne. Te fragmenty
nazwano właśnie onkogenami. Wkrótce okazało się, że normalna komórka

posiada bardzo wiele, choć nie wszystkie, odpowiedników onkogenów (tabela 2).
Dla odróżnienia ich od onkogenów znalezionych w wirusach nazwano je proto-
onkogenami lub komórkowymi onkogenami. W literaturze fachowej stosuje się
określenia v-onc i c-onc na oznaczenie wirusowych i komórkowych onkogenów.

Tabela 2

Funkcja onkogenów i Ich komórkowych odpowiedników

Funkcja produktu onkogenu Nazwa onkogenu
Kinazy białkowe

tyrozyny src, yes.fgr, abl.jps, erb-B, kit, sea, ros

seryny/treoniny raf, mos

Czynniki wzrostu i ich receptory
PDGF sis
EGF-Rec erb-B

Tyroid horm-Rec erb-A
M-CSF-Rec fms
Białka wiążące GTP H-ras

K-ras
N-ras

Czynniki transkrypcyjne myb, myc, fos, jun, ets, rei, ski

Badania wirusowych onkogenów i ich komórkowych analogów pozwoliły na

ustalenie roli tych genów w procesach transformacyjnych. Wiele znanych pro-
to-onkogenów zalicza się do przekaźników zaangażowanych w przenoszenie
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informacji dla komórki o jej podziale lub różnicowaniu. Inne kodują czynniki
wzrostu, receptory dla czynników wzrostu, tak zwane białka G, cytoplazmatycz-
ne kinazy białkowe oraz czynniki transkrypcyjne (tabela 2). Wirusowe onkogeny
cechuje duże podobieństwo do ich komórkowych analogów. Ich homologia waha

się w granicach od 20% do 80%. Są więc one odpowiednikami komórkowych
przekaźników sygnałów, ale takimi, które uciekają spod normalnych komórko­
wych mechanizmów kontrolnych. Podobnie, mutacje proto-onkogenów powodu­
ją, że ich produkty białkowe upodabniają się w swoim działaniu do produktów
onkogenów wirusowych.

W komórce normalnej produkt genu jest niewątpliwie włączony w zapewnie­
nie jej prawidłowego rozwoju. Jeżeli utrata jakiegoś genu jest ściśle związana
z transformacją komórki normalnej do nowotworowej, to taki gen nazywamy

genem supresorowym transformacji nowotworowej, lub antyonkogenem (ang.
tumor supressor gene). Geny te pełnią w komórce bardzo wiele istotnych funkcji,
ale przede wszystkim są zaangażowane w kontrolę procesu proliferacji komór­
kowej (tabela 3).

Tabela 3

Geny supresorowe transformacji nowotworowej

Gen supresorowy Lokalizacja
chromosomalna

Funkcja produktu genu

p53 17pl3.1 czynnik transkrypcyjny, kontroler prawidłowego
przebiegu proliferac|l, strażnik genomu

Rbl 13ql4 kontroler prawidłowego przebiegu proliferacji,
czynnik transkrypcyjny

APC 5q21 ?

WT1 llpl3 ?

czynnik transkrypcyjny
NF1 17qll cytoplazmatyczne białko aktywujące GTP

NF2 22q białko cytoszkleletu
VHL 3p25 ?

MTS1 9p21 inhibitor kinazy cdk4

GENY MUTATOROWE

Mniej więcej cztery lata temu grupa fińsko-ameiykańska pod kierunkiem
A. de la Chapelle z Uniwersytetu w Helsinkach i B. Vogelsteina z Uniwersytetu
Johna Hopkinsa w Nowym Jorku rozpoczęła pracę mającą na celu ustalenie

odziedziczanego defektu genowego w rodzinnym raku jelita grubego, w którym
nie występuje polipowatość jelit. Wbrew oczekiwaniom, u członków badanych
rodzin nie stwierdzono dziedzicznego defektu żadnego spośród przebadanych
onkogenów, jak i genów supresorowych. Zespół De la Chapelle’a i Vogelstein’a
podjął więc bardzo żmudne badania polegające na poszukiwaniu związku po­
między zachorowaniem a dziedziczeniem polimorficznych markerowych sekwen­
cji DNA. Jako markery wykorzystano sekwencje tak zwanego mikrosatelitarnego
DNA. W wyniku badań z zastosowaniem około 350 tego typu sond udało się
ustalić taką korelację z dziedzicznym polimorfizmem sekwencji zlokalizowanym

5 — Kosmos
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w ramieniu krótkim chromosomu 2 w pozycji 2p 15-16. W dalszych badaniach

prowadzonych na komórkach nowotworowych pobranych od chorych zespół
kierowany przez De la Chapelle’a i Vogelstein’a nie stwierdził utraty heterozy-
goiyczności w analizowanym fragmencie co wskazuje, że w komórkach nowo­
tworowych prawidłowy allel tego genu nie podlega delecji, jak to ma miejsce
w przypadku genów supresorowych transformacji nowotworowej (na przykład
genu p53). W badaniach tych zaobserwowano również, że zmianie w prążku
pl5-16 chromosomu 2 towarzyszą ogromne zmiany w całym genomie. Autorzy
postawili więc hipotezę, że fragment ten zawiera prawdopodobnie pojedynczy
gen, który jest albo częścią aparatu replikującego DNA odpowiedzialnego za

wierność kopiowania, albo też za tak zwaną reperację poreplikacyjną (Marx
1993a). W pół roku po odkryciu pierwszego genu mutatorowego ogromny zespół
(pod publikacją podpisało się 35 osób z dwunastu ośrodków naukowych całego
świata) ustalił, że gen ten koduje białko będące homologiem drożdżowego białka
msh2. W drożdżach białko tojest elementem poreplikacyjnego systemu naprawy
błędnie sparowanych zasad (ang. mismatch repair), a jego rola w tym systemie
naprawczym polega na rozpoznaniu i związaniu się z błędnie sparowanymi
zasadami. Produkt zdefektowanego genu nie rozpoznaje lub rozpoznaje w ogra­
niczonym zakresie żle sparowane zasady, co prowadzi do narastania liczby
mutacji rozproszonych w sposób przypadkowy po całym genomie. Do rozwoju
nowotworu dochodziłoby wówczas, gdy takie mutacje wystąpiłyby w genach,
których defekty są istotne z punktu widzenia procesu transformacji. W droż­
dżach, w sytemie naprawy błędnie sparowanych zasad z produktem genu msh2

współdziałają dodatkowo dwa inne białka. Ich poszukiwania u ludzi doprowa­
dziły w maju tego roku do zlokalizowania na chromosomie 3p obu ludzkich

homologów. Wstępne dane wydają się sugerować, że podobnie jak w przypadku
genu msh2, mutacje w obu pozostałych genach są zasocjowane z rodzinnym
rakiem jelita grubego (Fishel i współaut. 1993, Cleaver 1994, Jiricny 1994).

TRANSFORMACJA NOWOTWOROWA A ZABURZENIA W PRZEBIEGU CYKLU
KOMÓRKOWEGO

Prawidłowość przebiegu cyklu komórkowegojest gwarantowana przez istnie­
nie dwóch tak zwanych punktów restrykcyjnych. Punkt pierwszy to granica faz
G1 i S. Tu przede wszystkim odbywa się kontrola integralności materiału

genetycznego. Wykrycie uszkodzenia w DNA powoduje zatrzymanie procesu
replikacji i uruchomienie systemów naprawczych. Drugi punkt to granica faz
G2 i M, gdzie odbywa się kontrola tworzenia się funkcjonalnego wrzeciona

podziałowego przed mitozą. Obecnie dysponujemy już sporą liczbą danych na

temat mechanizmów kontrolujących oba punkty restrykcyjne.

ROLA rbl I p53

Dwa antyonkogeny wydają się szczególnie istotne z punktu widzenia ich

wpływu na przebieg cyklu komórkowego, a co za tym idzie proliferacji. Jeden
z nich to produkt genu oznaczonego rbl, a drugi genu p53. Białkowe produkty
tych genów odgrywają kluczową rolę w regulacji cyklu komórkowego. Produkt
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genu rbl — białko pl 10 posiada zdolność do wiązania się z czynnikami trans-

krypcyjnymi, gdyjest w formie ufosfoiylowanej. Na przykład, gdyjego częściowo
ufosfoiylowana postać jest związana z czynnikiem transkrypcyjnym E2F, to ten

kompleks inaktywuje procesy transkrypcji pewnych genów. W fazie G1 nastę­
puje dysocjacja E2F od białka pl 10 i rozpoczyna się proces aktywnej transkry­
pcji. P110 zostaj e przekształcone w białko p 107, które po połączeniu się z cykliną
A i p34 wyłącza produkt genu rbl. W fazie S białko pl 10 Jest w postaci w pełni
ufosfoiylowanej i przebywa w niej aż do końca fazy G2. Podczas fazy M następuje
częściowa defosforylacja, która uaktywnia pl 10 do tworzenia kompleksu z E2F.

Wyłączenie transkrypcji sprzyja wyprowadzeniu komórki do fazy GO. Wyjściu
komórki z fazy GO towarzyszy defosforylacja i dysocjacja E2F od pl 10 (Nevins
1992).

Produkt genu p53 — białko p53 jest jednym z najistotniejszych, jeśli nie

najistotniejszy, regulatorem cyklu komórkowego. Jego rolę w cyklu determinuje
przede wszystkim jego udział w kontroli integralności genomu. Stąd też białko

p53 jest nazywane często strażnikiem molekularnym lub strażnikiem genomu
(Lane 1992). Biologicznie aktywną formą białkajest odpowiednio u fosforylowany
homotetramer. Rozpoznaje on ściśle określoną sekwencję DNA, czyli zachowuje
sięjak czynnik transkrypcyjny. Pod koniec fazy G1 ilość białka p53 rośnie.
Z cytoplazmy przedostaje się do jądra. Jego wniknięcie do jądra powoduje
zatrzymanie wzrostu komórek w fazie w G1. W przypadku stwierdzenia uszko­
dzeń w DNA jego ilość w jądrze rośnie powodując zatrzymanie cyklu komórko­
wego. Białko p53jest również fosforylowane w zależności od cyklu komórkowego.
Stopień fosforylacji może mieć wpływ na zdolność do tworzenia homotetrameru
a zatem i na zdolność do aktywacji określonych genów. Maksymalny poziom
fosforylacji jest osiągany w fazie M cyklu. Gen p53 zawiera cztery obszary
sekwencji o znacznej homologii międzygatunkowej. Większość mutacji w genie
p53 występuje właśnie w tych obszarach. Są to przeważnie delecje fragmentu
lub całego genu oraz mutacje punktowe prowadzące do zmianyjednego amino­
kwasu na drugi. Zmutowane białko cechuje znacznie przedłużony czas „życia”
w komórce. Normalne białko p53 ma okres półtrwania 10-20 min, podczas gdy
jego zmutowany odpowiednik potrafi pozostawać w komórce nawet do 12 godzin.
W większości przypadków zmutowane białko nie traci zdolności do tworzenia
tetramerów z prawidłowym białkiem p53. Taki heteromer traci jednak zdolność
do specyficznego wiązania się z DNA, przez co nie może pełnić funkcji regulatora
transkrypcji. Podobnie Jak zmutowane białko p53 zachowują się niektóre białka
kodowane przez onkogeny wirusowe, na przykład antygen T wiursa SV40, białko
E6 wirusa HPV czy białko Elb adenowirusa. Wiążą się one z prawidłowym
białkiem p53. Powstały heteromer białka p53 i białka wirusowego jest również

nieaktywny jako regulator transkrypcji. Konsekwencją powstałego połączenia
jest obniżenie ilości normalnego białka p53. Zmniejszenie poziomu prawidłowe­
go p53 przez połączenie ze zmutowaną wersją białka czy też z białkiem wiruso­
wym prowadzi do przedwczesnego zwolnienia bloku proliferacyjnego. Rozpoczy­
na się wówczas runda replikacji DNA, co może doprowadzić do utrwalenia

zmiany mutacyjnej w przypadku, gdy nie został zakończony proces naprawy
uszkodzonego DNA. Utrata kontroli nad proliferacją komórki prowadzi do gro­
madzenia się komórek genetycznie niestabilnych z różnymi mutacjami i aberra-
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cjami chromosomalnymi. To z kolei do szybkiej selekcji komórek stransformo-

wanych (Culotta i Koshland Jr. 1993, Siedlecki 1993a).
Ze względu na dużą rolę białka p53 w procesach metabolicznychjego funkcja

musi być precyzyjnie regulowana. Poszukiwania regulatorów funkcji białka p53
zakończyły się pomyślnie dwa lata temu z chwilą odkrycia genu nazwanego
mdm2. Bliższa analiza tego genu zlokalizowanego na chromosomie 12ql3-14
wskazuje, że dzięki alternatywnemu splicingowi (złożenie genu) powstają cztery
różne transkrypty. Produkty białkowe trzech z nich łączą się bezpośrednio
z prawidłowym białkiem p53, podczas gdy czwarty produkt, pozbawiony N-koń-

cowej części białka, nie wykazuje zdolności do łączenia z p53. Sugeruje to

jednocześnie, że ten region białka odpowiada za oddziaływanie z białkiem p53.
Sekwencja aminokwasowa białek mdm2 ujawnia, że białko to posiada miejsce
wiążące się z metalem oraz tak zwane palce cynkowe, które są miejscem
oddziaływania z DNA. Wydaje się więc, że białko mdm2 spełnia również dodat­
kową funkcję czynnika transkiypcyjnegc dla pewnych genów. Ze względu na te

właściwości białko mdm2 może być zaliczone do klasy onkogenów. Białko mdm2

tworzy z cząsteczką p53 heterodimer analogiczny do tego, jaki tworzy z białkami

wirusowymi lub zmutowanym białkiem p53. Dane białko mdm2 poprzez połą­
czenie z białkiem p53 moduluje aktywność transkrypcyjną p53 prawdopodobnie
na zasadzie ujemnego sprzężenia zwrotnego. Jest również możliwe, że z punktu
widzenia regulacji transkrypcji istotny jest ilościowy stosunek między obu
białkami mdm2/p53. Wydaje się, że heterodimer p53-mdm2 blokuje ekspresję
genów dla których białko p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym. Ponadto po­
wstanie kompleksu białkowego p53-mdm2 prowadzi do zmniejszenia stężenia
wolnego białka p53, i co za tym idzie do zwolnienia boku proliferacyjnego (Haines
i współaut. 1994). Tak więc konsekwencje nadekspresji genu mdm2 są podobne
do tych jakie wywołuje mutacja w genie p53. Ostatnio wykazano w niektórych
nowotworach zwiększoną ekspresję genu mdm2. Takie przypadki obserwowano
w mięsakach tkanek miękkich i kości oraz w glejakach i gwiaździakach (Rein-
ferberger i współaut. 1993). W ciągu ostatnich kilku lat stało sięjasne, że utrata

aktywności supresorowej genu p53 prawie zawszejest etapem prowadzącym do

transformacji nowotworowej.

KINAZY CYKLIN I ICH INHIBITORY

Najnowsze badania prowadzone przez Kamba, Skolnicką i ich współpracow­
ników, poszukujących w komórkach czerniaka genu szczególnie istotnego
w szlaku mutacyjnym prowadzącym do transformacji nowotworowej (ang. su-

sceptibilitygene), ujawniły istnienie nowego antyonkogenu, którego udział w tym
procesie może być nawet większy niż genów p53 i rbl (Marx 1994). Ku swemu

zdziwieniu badacze ci stwierdzili, że delecje i mutacje w tym genie towarzyszą
nie tylko komórkom czerniaka, ale również komórkom wielu innych typów
nowotworów. Z dotychczasowych danych doświadczalnych wynikało, że najczę­
ściej spotykaną zmianą w większości nowotworów jest zmiana w genie p53.
Dotyczy ona bowiem ponad 50% wszystkich typów nowotworów. Według wstę­
pnych danych opublikowanych w jednym z ostatnich numerów Science Kamb
i współautorzy (1994) stwierdzili zmiany w obrębie badanego genu w ponad 75%
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przebadanych komórek nowotworowych. W 50% były to delecje całego lub części
genu a w około 25% mutacje punktowe. Gen ten, nazwany MTS1 (ang. multiple
tumor supressor), zlokalizowano na chromosomie 9p21. Koduje on niskoczą-
steczkowe białko o ciężarze 16000 daltonów (pl6). Jest ono inhibitorem tak

zwanej cdk-4 kinazy, enzymu fosforylującego cyklinę D. Cykliny to grupa białek

odgrywająca czołową rolę w cyklu komórkowym. Ich fosforylacja przez odpowied­
nie kinazyjest motorem wprawiającym w ruch mechanizmy cyklu komórkowego.
Ufosforylowane cykliny tworzą kompleks białkowy zwany MPFI (ang. maturation

promoting factor) z kinazą białkową zwaną p34. Brak fosforylacji cyklin unie­
możliwia utworzenie kompleksu MPF I i rozpoczęcie syntezy DNA. Fosforylacja
cyklin jest konieczna również w fazie podziałowej. Gen MTS1 wykazuje 93%

podobieństwa do drugiego genu znajdującego się w bezpośrednim sąsiedztwie,
który nazwany został MTS2. Produkt tego genujest o kilka aminokwasów krótszy
niż pl6. Funkcja MTS2 nie jest znana, ale podobieństwo sekwencji do MTS1

sugeruje, że może to być również inhibitor kinaz typu cdk. Nie można też

wykluczyć, żejest to skrócony, nie funkcjonalny gen, w oparciu o który nie może

powstać prawidłowy produkt (ang. trunkated gene) (Marx 1994).
Białko pl6 Jestjuż kolejnym opisanym w ciągu ostatniego półrocza inhibito­

rem kinaz białkowych typu cdk. W połowie 1993 roku Vogelstein opisał regulo­
wany przez białko p53 produkt genu WAF 1 (El-Deiry i współaut. 1993). Białko

to, zwane p21, również hamuje aktywność kinaz fosforylujących cykliny
w szczególności kinazę cdk2 uczestniczącą w fosforylacji cykliny E. Zupełnie
niedawno okazało się, że białko p21 może również bezpośrednio oddziaływać
z innym białkiem, elementem składowym kompleksu replikacyjnego, zwanym
PCNA (ang. proliferating celi nuklear antigen). Nawiasem mówiąc PCNA nazwany
był przez pewien czas również cykliną. Wydaje się więc, że funkcja białka p21
nie ogranicza się jedynie do zablokowania wejścia w fazę S cyklu komórkowego
przez inhibicję fosforylacji kinazy cdk 2 w przypadku stwierdzenia uszkodzeń
w DNA przed replikacja. W przypadku bowiem gdy uszkodzenie wystąpiło
podczas replikacji, p21 jest w stanie zatrzymać maszynerię replikującą DNA
wskutek połączenia się do PCNA. Uniemożliwia to utworzenie kompleksu biał­
kowego PCNA/ polimeraza DNA , który jest głównym składnikiem kompleksu
replikacyjnego zaangażowanego w syntezę DNA (PlNES 1994).

Dla pełnego obrazu należy wspomnieć o co najmniej dwu innych inhibitorach
kinaz cdk p24 i p27. O obu tych białkach niewiele jeszcze wiadomo. Białko p24
wykazuje homologię do kinaz białkowych. O białku p27 wiadomo, że blokuje cykl
komórkowy w odpowiedzi na stymulację czynnikiem transformującym (Hunter
1993, Pines 1994).

Niedawno opisano jeszczejedno białko, nazwane pl8, które okazało się być
inhibitorem kinazy p34. Jak już wspomniano powyżej, kinaza p34jest elemen­
tem składowym kompleksu MPF i odgrywa istotną rolę w przebiegu cyklu
komórkowego.

Z przedstawionych danych wynika, że zaburzenie w procesie fosforylacji
cyklin, białek zaangażowanych w regulację cyklu komórkowego, jestjedną
z najpoważniejszych przyczyn zaburzeń wjego przebiegu. W konsekwencji prowa­
dzić to może do zaburzeń proliferacji a więc do transformacji nowotworowej.
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APOPTOZA A TRANSFORMACJA NOWOTWOROWA

Dla wielu genów białko p53 jest bezpośrednim lub pośrednim aktywatorem
bądź inhibitorem transkrypcji. Między innymi reguluje ono ekspresję rodziny
genów bel bezpośrednio zaangażowanych w proces apoptozy. W skład tej rodziny
wchodzą geny bcl2, baxi bcl-x. Gen bcl2 zwanyjest też „genem przeżycia” (ang.
survival gene) (Marx 1993b). Wysoki poziom ekspresji genu bcl2 sprzyja przeży­
ciu komórki. Obniżenie poziomu białkabcl2jest równoznaczne ze skierowaniem
komórki na drogę tak zwanej śmierci programowanej. W formie aktywnej
produkt genu bcl2 występujejako dimer. Może też tworzyć dimery z pozostałymi
członkami rodziny czyli z produktami genów bax i bcl-x. Odpowiednie heterodi-

mery mają różny wpływ na przebieg apoptozy. Stanowi to obecnie przedmiot
intensywnych badań. W niewątpliwy Jednak sposób wykazano, że obniżenie
zdolności uszkodzonej komórki do umierania (supresja apoptozy) prowadzi do

gromadzenia się komórek, które w normalnych warunkach byłyby wyelimino­
wane na drodze apoptozy (Carson i Ribeiro 1993, Siedlecki 1993b). Gromadze­
nie się komórek z różnymi mutacjami i aberracjami chromosomalnymi prowadzi
do szybkiej selekcji komórek o fenotypie nowotworowym.

Z apoptozą są związane też zmiany w ekspresji onkogenu c-myc. Jak wyka­
zano, produkt genu c-myc bierze udział nie tylko w regulacji proliferacji ale
i apoptozy.

PODSUMOWANIE

Z powyższych rozważań wynika, że jedną z głównych przyczyn przemiany
komórki normalnej w nowotworową jest utrata kontroli nad Jej proliferacją.
Dotychczasowe badania wskazywały, że kluczową rolę w kontoli tego procesu
odgrywają produkty kilku genów, w tym szczególną produkty genów p53 i rbl.
W ciągu ostatnich lat stało się jasne, że utrata aktywności supresorowej prawie
zawsze jest etapem prowadzącym do transformacji nowotworowej.

Badania zmian towarzyszących nabywaniu przez komórkę normalną fenoty­
pu nowotworowego toczą się obecnie bardzo szerokim frontem. Niewątpliwie
przyczynią się one do lepszego poznania mechanizmu/ów transformacji nowo­
tworowej. Pozwolą też na skuteczniejsze diagnozowanie i prognozowanie prze­
biegu choroby. W niezbyt odległej przyszłości powinny też mieć wpływ na metody
leczenia i skuteczność terapii.

MOLECULAR BASIS OF CANCER DISEASE

This article Is an attempt to present carcinogenesls as a multi-step process. The growing number
of evidences accumulated during the last few years sliows that cancer is a conseąuence of genetic
or epigenetlc alterations in a variety of genes that are fundamental for growth, proliferation,
dilferentiation and programmed celi death.These genes have been dlvlded Into four different groups
each of which has been discussed. The role of some oncogenes and tumor suppressor genes in

controling the celi cycle is underlined.
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GENY SUPRESOROWE — MOLEKULARNE MECHANIZMY DZIAŁANIA
I ICH ZNACZENIE W KONTROLI PROLIFERACJI KOMÓREK

WSTĘP

Powstanie nowotworujest następstwem zaburzeń kontroli proliferacji komó­
rek, ich interakcji pomiędzy sobą i otoczeniem. Skoordynowane działanie pozy­
tywnych, jak i negatywnych, wewnątrz- i zewnątrzkomórkowych czynników
warunkuje prawidłowość przebiegu cyklu komórkowego. Zaburzenia tego dzia­
łania leżą właśnie u podstaw niestabilności genomu komórek nowotworowych
(Hartwell 1992, Weinert i Lydall 1993) i prowadzą do nagromadzania się
w nich błędów genetycznych (anomalii) o charakterze dominującym lub recesyw-

nym. Zmiany dominujące polegają przede wszystkim na aktywacji protoonkoge-
nów w onkogeny. Zmiany recesywne zaś wynikają z braku syntezy lub syntezy
nieaktywnych białek kodowanych przez geny, zwane genami supresorowymi
nowotworów, recesywnymi onkogenami, czy wręcz anty-onkogenami (Marshall
1991, Bishop 1991, Weinberg 1991, Bryant 1993). Określane są one również

jako geny przeciwstawiające się rozwojowi nowotworu (Klein 1993).
Przez wiele lat zainteresowanie onkogenami zdominowało badania moleku­

larnych podstaw nowotworzenia. Badania genów supresorowych mają krótszą
historię i ich dynamiczny rozwój rozpoczął się w połowie lat osiemdziesiątych,
kiedy to uświadomiono sobie, że do rozwoju nowotworów oprócz onkogenów
muszą przyczyniać się jeszcze inne czynniki. Wskazówki o obecności w komór­
kach genów nie pozwalających na powstanie nowotworu uzyskano w różnego
typu badaniach. Pierwsze dane otrzymano badając mieszańce (hybrydy), po­
wstałe w wyniku fuzji komórek nowotworowych i prawidłowych. Hybrydy nie

wykazywały cech komórek nowotworowych, wstrzyknięte zwierzętom nie wywo­
ływały nowotworów, ale często obserwowano ich powrót do fenotypu nowotwo­
rowego. Następowało to po utracie, w czasie kolejnych podziałów, chromoso-

mu(ów) pochodzącego z komórki prawidłowej (Harris 1993a, Anderson i Stan-

bridge 1993, Noda 1993). Wskazywało to na supresję w hybrydach fenotypu
nowotworowego poprzez produkty genów obecnych tylko w komórkach prawid-
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łowych. Dalsze, bardzo istotne dane, świadczące o udziale genów supresorowych
w genetycznym podłożu nowotworzenia, pochodziły z badań historii rodzin,
w których występowały nowotwory, przede wszystkim siatkówczak [rettnoblasto-
ma). Wykazano, że do powstania nowotworu niezbędna jest utrata funkcjono­
wania dwóch alleli genu supresorowego, następująca zarówno na drodze predy­
spozycji genetycznej, jak też w efekcie licznych mutacji somatycznych (Marshall
1991, BiSHOP 1991, Evans i Prosser 1992), Do wykrycia genów supresorowych

przyczyniają się też badania stopnia utraty heterozygotyczności komórek nowo­
tworowych (loss of heterozygosis, LOH), badania cytogenetyczne, jak również
badania różnych mutacji (Weinberg 1991, Nowell 1994, Harris 1993b).

Przedmiotem artykułu jest omówienie sposobów działania niektórych z po­
znanych dotąd genów supresorowych, a także genów „podejrzanych” o takie
właściwości (tabela 1). Jako „operacyjną” definicję genu supresorowego przyjęto
propozycję Weinberga (1991), uznającą za gen supresorowy każdy genetyczny
element, którego utrata lub inaktywacja powoduje w komórce pojawienie się
różnorodnych zaburzeń wzrostu prowadzących do powstania nowotworu. Poda­
na w tabeli 1 lista genówjest listą niepełną, ciągle bowiem są wykrywane geny,
utracie funkcji których przypisuje się wywoływanie nowotworów. Produkty
białkowe genów supresorowych mogą między innymi:

— występować wjądrze komórkowym i działaćjako czynniki transkrypcyjne;
— w cytoplazmie i uczestniczyć w kaskadzie przekazywania sygnałów (akty­

wacja GTPazy);
— znajdować się w błonie komórkowej lub jej pobliżu, działającjako receptor

sygnału zewnątrzkomórkowego, białko uczestniczące w adhezji komórko­
wej lub też w interakcji cytoszkieletu z błoną komórkową.

Tabela 1

Występowanie i właściwości białek kodowanych przez ludzkie geny supresorowe

Dziedziczony zespół Nowotwór Gen
Chromo­

som

Produkt genu i

występowanie w

komórce

Działanie

produktu genu

Rodzinna
brodawczakowatość
Jelita grubego (familial
adenomatous

polyposis coli)

gruczolakoraki
jelita grubego

APC* 5q21
białko 310

kDa,
cytoplazma

udział w

adhezji
komórek

Brak w rakach jelita
grubego (deleted in
colorectal carclnoma)

rak okrężnicy DCC 18q21

białko 153-
190 kDa,

błona komór­
kowa

udział w ad­
hezji komó­
rekiw
różnicowaniu:

receptor bło­
nowy

Rozsiany nowotwór
komórek dokrewnych
typ I (multlple
endocrine neoplasla
type I)

guzy
przytarczyc,
trzustki,
ślinianek,
piersi, kory
nadnercza

MEN-1 llql3 ? ?
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Geny oznaczone gwiazdką zostały sklonowane.

Z danych: Marx 1993a, 1994, Travis 1993, Kinzler i Voc>elstein 1993, Bishop 1991, Hedrick i wspólaut. 1994,
Kundson 1993.

Tak więc różnorodność funkcji białkowych produktów poszczególnych genów
supresorowychjest olbrzymia. Mówi się także o właściwościach supresorowych

Rozsiany nowotwór
komórek dokrewnych
typ II (multiple
endocrine neoplasia
type II)

guzy tarczycy,
nerwiaki

przyzwojowe
MEN-2 10 ?

receptor o

aktywności
kinazy
tyrozynowej ?

Nerwiakowłókienko-
watość typ I

(neurofibromatosis
type I)

obwodowa
nerwiako-
włókienkowatot
ć

NF-1* 17qll.2

białko 327

kDa,
neurofibromina,
cytoplazma

aktywator GTP-

azy białka

p21ras

Nerwlakowłókienko-
watość typ II

(neurofibromatosis
type II)

osłoniakl

nerwowe,

oponiaki
NF-2' 22ql2

białko 66 kDa,
błona
komórkowa od

strony
wewnętrznej

udział w wią­
zaniu błony
komórkowej z

cytoszkieletem

—

czerniaki,
glejaki,
leukemie, rak

płuc

MTS-1 9p21
białko 16 kDa,
Jądro
komórkowe

hamowanie

aktywności
kinazy
białkowej cdk 4

Li-Fraumeni
większość
ludzkich
nowotworów

p53* 17pl2-
13.3

białko 53 kDa,
Jądro
komórkowe

czynnik
transkrypcyjny,
regulator cyklu
komórkowego,
Gl-S

Siatkówczak

(retlnoblastomal

siatkówczak

(zarodkowy
guz gałki
ocznej):
mięsak
kostny, rak

piersi

Rb-1" 13ql4
białko 105-
110 kDa, Jądro

komórkowe

modulator

transkrypcji,
regulator cyklu
komórkowego,
Gl-S

Choroba Von Hippel-
Lindau

rak nerek VHC‘ 3p25
białko 34 kDa,
błona
komórkowa?

udział w

adhezji
komórek?

przekazywanie
sygnałów ?

Guz nerki typu Wilms’a
nerczak

płodowy
wr-i" llpl3

białko 52-54

kDa, Jądro
komórkowe

czynnik
transkryp­
cyjny

Wcześnie pojawiający
się rodzinny rak piersi
(early onset famillal
breast cancer)

rak piersi ? 17q ? ?

Wrodzony
niebrodawczakowaty
rak Jelita grubego
(hereditary
nonpolyposis colorectal

cancer, HNPCC)

raki okrężnlcy
1 macicy

? 2p ?

wpływ na

wierność

replikacji
genu(ów)
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interferonów (Lengyel 1993) i czynnika TGF-p (Koff i współaut. 1993), inhibi­
torów angiogenezy (Liotta i współaut. 1991, Bishop 1991) oraz białek uczestni­
czących w adhezji komórek (Hedrick i współaut. 1993, Tsukita i współaut. 1993).
Szczególnie istotny dla procesu nowotworzenia jest udział produktów genów
supresorowych w regulacji proliferacji komórek, co przedstawię na przykładach
genów p53, RbiMSTl.

GEN p53

Wśród poznanych genów supresorowych gen p53 zajmuje miejsce szczegól­
ne, przede wszystkim ponieważ najczęstszym defektem genetycznym stwierdza­
nym w ludzkich nowotworach są właśnie mutacje w tym genie (Soussi i współaut.
1994, Schlichtholz i Soussi 1994). Ponadto gen p53 gra też w komórce rolę tak

zwanego strażnika genomu (Lane 1992), warunkując podjęcie przez komórkę
syntezy DNA, lub wyłączając Ją z cyklu, poprzez skierowanie na drogę śmierci

programowanej (Lane 1993, Sikora 1994, 1995, Lowe i współaut. 1993).
Wyjaśnienie podstawowych mechanizmów działania białka p53 sprawiły, że

gen p53 został uznany w 1993 roku za „cząsteczkę roku” (molecule of the year,
Cullota i Koshland 1993). O genie p53 opublikowano bardzo wiele syntetycz­
nych opracowań tyczących jego struktury i działania w komórce (Levine
i Momand 1990, Levine i współaut. 1991, Oren 1992, Levine 1993, Prtves 1993,
Selter i Montenarh 1994, Donehover i Bradley 1993, Ullrich i współaut.
1992, Vogelstein i Kinzler 1992, Berbeć 1994). Omówię wobec tego szczegóło­

wiej osiągnięcia z lat 1993-1994, które w znacznym stopniu wyjaśniają moleku­
larny mechanizm jego działania.

GEN p53. JEGO TRANSKRYPT I BIAŁKO p53

Genp53 składający się z około 20 kpz (tysięcy par zasad) zawiera 11 eksonów

(sekwencji kodujących) i jest usytuowany w chromosomie 17 człowieka, a w 11
chromosomie myszy. Występuje również w chromosomach innych kręgowców.
Jak dotąd nie znaleziono go w genomie bezkręgowców, chociaż przypuszcza się,
że i u nich występuje gen spełniający podobne funkcje (Donehover i Bradley
1993).

W obrębie genu p53 stwierdzono 5 regionów o wysokiej konserwatywności,
a geny p53 różnych zwierząt odznaczają się dużą homologią. W genie p53
zidentyfikowano też sekwencje nukleotydowe niewątpliwie uczestniczące w re­
gulacji jego własnej transkrypcji. Obejmują one między innymi miejsce autore­
gulacji, miejsce podatne na stymulację przez surowicę oraz wiążące czynnik NF-1
i produkt genu c-jurt. Ostatnio wykazano również wpływ protoonkogenu c-myc
(Reisman i współaut. 1993), a nawet samego białka p53 (Deffie i współaut. 1993)
na ekspresję genu p53. Dokładne omówienie zagadnień kontroli transkrypcji
genu p53 można znaleźć w artykułach przeglądowych (Donehover i Bradley
1993, Berbeć 1994).

Mutacje w genie p53 są bardzo częste. Najczęściej są to mutacje punktowe,
spotykane są też insercje i delecje alleli w locus p53. Mutacje te występują
głównie w części środkowej genu w regionach o wysokiej konserwatywności II-V
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(ryc.l, Harris 1993b), przy C2ym różne nowotwory cechuje specyficzne na ogół
spektrum mutacji (Donehover i Bradley 1993, Berbeć 1994, Schlichtholz
i Soussi 1994). Tak na przykład w komórkach ludzi cierpiących na zespół
Li-Fraumeni (charakteryzujący się dziedzicznymi skłonnościami do zapadania
na choroby nowotworowe w młodym wieku), stwierdza się dziedziczenie mutacji
w genie p53 w jednym allelu oraz występowanie aż 13 mutacji w eksonie 7.
Analiza charakteru mutacji genu p53 w komórkach jest bardzo istotna, gdyż
określony rodzaj mutacji może stanowić „molekularny dozymetr” ujawniający
rodzaj wywołującego je karcynogenu i nawet ewentualnie czas trwania ekspozy­
cji. Może też pozwalać na rozróżnienie, czy wywołujący mutacje czynnik jest
pochodzenia egzo- czy endogennego (Harris 1993b). Przede wszystkim jednak
mutacje w genie p53, w odróżnieniu od mutacji w innych genach supresorowych,
powodują nie tylko utratę Jego funkcji supresorowych, lecz również sprawiają,
że zaczyna on działać jako onkogen.

Ryc. 1. Występowanie
(rozkład) mutacji w ludz­
kim genie p53 (według
Harris 1993, zmodyfi­

kowane).

Na osi odciętych przedsta­
wiono kolejne kodony p53,
na osi rzędnych liczbę mu­
tacji przypadających na

poszczególny kodon (nu­
mer kodonu oznaczają li­
czby arabskie). Liczby
rzymskie wyznaczają poło­
żenie regionów (fragmen­
tów cząsteczki o wysokiej

konse rwatywnoścl).

Wielkość transkryptu genu p53, zależnie od gatunku organizmu z którego
pochodzi, waha się od 1.8-3.0 kpz. Białkowy produkt genu p53 składa się z 393
aminokwasów, zawiera domeny konserwatywne (II—V) oraz szereg funkcjonal­
nych regionów. Uczestniczą one w wiązaniu z DNA, w oligomeryzacji cząsteczki
białka p53, a także w wiązaniu z białkami komórkowymi (mdm 2, hsc 70)
i wirusowymi (ryc. 2). N-końcowy fragment cząsteczki białka p53 uczestniczy
w procesach transaktywacji różnych genów. W C-końcu cząsteczki są zawarte

natomiast sekwencje sygnałowe (NLS), odpowiedzialne za translokacje do jądra
komórkowego zsyntetyzowanego w cytoplazmie białka p53, w momencie rozpo­
częcia cyklu komórkowego (faza Gl). Należy podkreślić, że obecne w cytoplazmie
białko p53 nie przejawia swej funkcji biologicznej (Rotter i współaut. 1993).

Aminokwasy występujące w centralnej części białka p53 (AA 102-292)
uczestniczą w wiązaniu go z DNA (Bargonetti i współaut. 1993, Oho i współaut.
1994, Prives 1994). Bardzo często mutacje w tych właśnie pozycjach genu p53,

powodujące kodowanie niewłaściwych aminokwasów, uniemożliwiają powsta­
wanie kompleksów białka p53 z DNA, a tym samym pełnienie przez nie funkcji
biologicznej. Olbrzymim osiągnięciem w 1994 rokujest zbadanie trójwymiarowej
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struktury białka p53, zarówno części centralnej jego cząsteczki (Cho i współaut.
1994), jak i C-końcowego fragmentu uczestniczącego w autooligomeryzacji
(Clore i współaut. 1994). Znajomość tych struktur może pozwolić na projekto­
wanie leków, które po połączeniu ze zmutowanym białkiem p53 mogłyby przy­
wracać jego prawidłową konformację.

kinaza białkowa aktywowana ONA
kinaza kazeinowa I kinaza p34c c kinaza kazeinowa II

TRANSAKTYWACJA WIĄZANIE Z DNA (AA 102-292) OLIGOMERYZACJA (AA 319-360)

km wiązanie mdm2 mbm kkbk wiązanie antygenu T
wirusa SV40

mmimmmmkkmm wiązanie E1B E6

km wiązanie hsc70

Ryc. 2. Schemat budowy mysiego białka p53 (według Donehover i Bradley 1993, zmo­
dyfikowany).

Liczbami rzymskimi zaznaczono regiony o wysokiej konserwatywności. Zaznaczono fragmenty
cząsteczki uczestniczące w wiązaniu DNA, transaktywacji i oligomeryzacji, a także w wiązaniu białek

komórkowych i wirusowych. Uwidoczniono miejsca fosforylacji przeprowadzanej przez różne kinazy.

Najważniejszą potranslacyjną modyfikacją białka p53 jestjego fosforylacja.
Są ufosforylowane przede wszystkim reszty serynowe w wyniku działania kilku

specyficznych kinaz białkowych, takich jak kinazy kazeinowe I i II (Hupp
i współaut. 1992), kinazy cdk2 (Bischoff i współaut. 1990, Segawa i współaut.
1993), kinaza aktywowana DNA (Donehover i Bradley 1993), jak również kinaza
C (Baudier i współaut. 1992, Skouv i współaut. 1994). Fosforylacji ulegają także,
występujące w N-końcu cząsteczki, reszty treoninowe działaniem kinazy MAP

aktywowanej przez mitogeny (Milne i współaut. 1994). Stopień ufosforylowania
białka p53 wywołuje jego zmiany konformacyjne i zmiany właściwości,
a w rezultacie zmiany działania w komórce (Ullrich i współaut. 1992 i 1993).
Tak na przykład dlajądrowej lokalizacji białka p53 szczególne znaczenie wydaje
się mieć ufosforylowanie seryny znajdującej się w pozycji 315 cząsteczki (Bi­
schoff i współaut. 1990, Addinson i współaut. 1990).

Prawidłowe białko p53 najprawdopodobniej funkcjonuje jako oligomer (te-
trametr, Stenger i współaut. 1992). Jego różne formy konformacyjne są wykry­
wane specyficznymi przeciwciałami monoklonalnymi (Milner 1991). Tworzy ono

kompleksy z wieloma komórkowymi i wirusowymi białkami (patrz tabela 2), przy

czym niewątpliwie skład kompleksów może być różny w różnych komórkach,
a także w poszczególnych fazach cyklu komórkowego. Funkcjonalne znaczenie
takich kompleksów zostanie omówione w dalszej części artykułu.

Zmutowane białka p53 charakteryzują się znacznie dłuższym okresem pół-
trwania (3-7 h, Levine i współaut. 1991, Zambetti i Levine 1993) niż białko
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prawidłowe (5-20 min). Wykazują leż zmienioną termowrażliwość i w przeci­
wieństwie do formy prawidłowej występująjedynie w cytoplazmie. W zależności
od rodzaju mutacji, białka zmutowane często przybierają odmienną konformację
(tak zwaną promotorową) niż białko prawidłowe (o konfiguracji „supresorowej”)
(Milner 1991), mogą też one tracić zdolność do oligomeryzacji a także do
wnikania do jądra komórkowego, zwłaszcza jeśli w wyniku mutacji uległyskró-
ceniu od C-końca. Zmutowane białka nie tworzą też kompleksów, zwłaszcza
z onkogennymi białkami wirusowymi, co ma olbrzymie znaczenie dla działania

tych białek w komórce. Dokładniejsze porównanie właściwości prawidłowego
białka p53 z właściwościami białek zmutowanych przedstawiono w pracy prze­
glądowej (Zambetti i Levine 1993). W komórkach mogą też występować hetero-

oligomery zmutowanego i prawidłowego białka p53, co więcej w takich komple­
ksach w białku prawidłowym może zostać „wymuszona” konformacja białka

zmutowanego (Donehoyer i Bradley 1993, Milner i Medcalf 1991).

Komórkowe I wirusowe białka zdolne do tworzenia kompleksów z białkiem p53
Tabela 2

Białka komórkowe Białka onkogenne kodowane przez

Czynniki transkrypcyjne
SP-1

WT-1

TBF

CBF

Produkty onkogenów
mdm2

Białko uczestniczące w replikacji DNA

RPA

Białko pośredniczące w interakcji p53 z białkiem

wirusowym E6

E6-AP

Kinaza cdc 2

Kinaza kazeinowa 2

adenowirusy
białko El-B

papowawirusy

duży antygen T wirusa SV40

wirusy Papilloma
białko E6

Zdanych: Donehover i Bradley 1993,DuTTAiwspółaut. 1993,Haines1 współaut. 1994,Levine 1993,Maheswara
i współaut. 1993.

BIOLOGICZNE I MOLEKULARNE MECHANIZMY DZIAŁANIA BIAŁKA p53

Biologiczne efekty działania prawidłowego białka p53 w komórce przejawiają
się przede wszystkim jako:

— zatrzymanie cyklu komórkowego w fazie G1 i zahamowanie wzrostu

komórek,
— utrzymanie stabilności genomu,
— zahamowanie transformacji nowotworowej i wzrostu nowotworów,
— indukowanie programowanej śmierci komórek, zwłaszcza po uszkodze­

niach DNA.
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Produkty białkowe zmutowanego genu p53, przeciwnie, nie wywołują wymie­
nionych wyżej efektów i w konsekwencji mogą powodować transformację nowo­
tworową komórek.

Mechanizmy molekularne leżące u podstaw działania produktu genu p53
przedstawia tabela 3.

Przyczynę bezpośredniej regulacji replikacji DNA przez białko p53 upatrywa­
no od dawna wjego interakcji z bliżej nieokreślonym, wówczas nie rozpoznanym,
białkiem replikacyjnym, odpowiedzialnym za inicjację syntezy DNA, dzięki cze­
mu mogłoby następować zahamowanie syntezy DNA. Wydaje się, że białkiem

tym może być trójskładnikowy kompleks białkowy, nazwany RPA (replication
protein A), niezbędny do odmaskowania miejsca startu w syntezie DNA. Aktyw­
ność białka RPA jest znoszona po skompleksowaniu z białkiem p53 (Dutta
iwspółaut. 1993).

Tabela 3
Molekularne mechanizmy działania białka p53

— Wiązanie z określonymi sekwencjami DNA

— Aktywacja transkrypcji z promotorów w DNA nie zawierających miejsca wiązania p53
— Hamowanie transkrypcji z promotorów w DNA nie zawierających miejsca wiązania p53
— Stymulacja wiązania z Jednonlclowym DNA

— Hamowanie aktywności helikazy
— Hamowanie replikacji DNA

— Indukcja syntezy białkowego inhibitora p21 kinaz zależnych od cyklin

Z danych Pietenpol i Vogelstein 1993, 533-536, uzupełnione.

Jako pośredni wpływ białka p53 na replikację DNA można traktować jego
udział w transaktywacji transkrypcji genów (Donehover i Bradley 1993, Za-
mbetti i Levine 1993). W różnych genach zidentyfikowano specyficzne sekwencje
nukleotydowe wybiórczo wiążące dimeryczne lub tetrameryczne białko p53
(Hupp i współaut. 1992, Shaulian i współaut. 1993, Butcher i współaut. 1994).
Białko p53 może modulować ekspresję wielu genów poprzez hamowanie lub

stymulowanie aktywności ich promotorów. Mówiąc najogólniej, prawidłowe
białko p53 może wpływać stymulująco (pobudzająco) na aktywność transkry-
pcyjną genów przyczyniających się do hamowania wzrostu komórek (na przykład
GADD45), lub do ich intensywniejszego różnicowania (na przykład gen kodujący
mięśniową kinazę kreatynową, MCK}. Może też być negatywnym regulatorem
(wpływać hamująco) aktywności genów promujących proliferację komórek (na
przykład c-fos, c-jun, c-myb, PCNA, p-aktyna, R; Zambetti i Levine 1993, Shiio
i współaut. 1992, Vogelstein i Kinzler 1992). Ostatnio w obrębie cząsteczki
białka p53 wyróżniono nawet odrębne regiony uczestniczące w aktywacji lub

represji transkrypcji (Sang i współaut. 1994).
Efektywność wiązania białka p53 z DNA może być modyfikowana przez wiele

czynników oddziaływujących z C-końcem cząsteczki, wywołujących na przykład
delecje aminokwasowe lub maskowanie końca (na przykład poprzez wiązanie
przeciwciał monoklonalnych), a także przez czynniki zmieniające stopień ufosfo-

iylowania reszt serynowych w cząsteczce. Co więcej, niektóre związki o działaniu

terapeutycznym, zwłaszcza różne leki przeciwnowotworowe i związki uszkadza-
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jące DNA (Tishler i współaut. 1993) oraz związki utleniające i chelatory (Hainaut
i Milner 1993) mogą intensyfikować wiązanie białka p53 z DNA.

Aktywacja transkrypcji genów przez białko p53 w promotorach, które nie

zawierają sekwencji nukleotydowej uczestniczącej w wiązaniu tego białka, za­
chodzi najprawdopodobniej za pośrednictwem innych białek, takichjak podsta­
wowe czynniki transkrypcyjne (SP1), czy też białka CBF i TBF, wiążące się
odpowiednio z występującymi w DNA sekwencjami CCAAT i TATA (Seto
i współaut. 1992). Aktywacja promotora genu kodującego białko szoku cieplne­
go, HSP70, przez białko p53, przebiegająca z udziałem białka CBF (Agoff
i współaut. 1993), jest bardzo istotna ze względu na postulowany udział HSP70
w regulowaniu transkrypcji genu p53 (Lane i współaut. 1993).

Białko p53 będące produktem zmutowanego genu p53 (Kern i współaut.
1992, Farmer i współaut. 1992) oraz białkowe produkty onkogenów wirusowych
(Farmer i współaut. 1992) hamują regulowaną przez prawidłowe białko p53
transkrypcję genów. Dlatego też o rzeczywistej efektywności transkrypcji decy­
duje wewnątrzkomórkowy poziom wolnego, prawidłowego białka p53.

REGULACJA WEWNĄTRZKOMÓRKOWEGO POZIOMU BIAŁKA p53

Białko mdm2

W komórce tylko wolne, prawidłowe białko p53 pełni funkcje supresorowe,
zaś skompleksowanie go z innymi białkami unieczynniaje (tabela 2). Jednym
z najważniejszych komórkowych białek „wyłączających” funkcjonowanie białka

p53 jest produkt działania onkogenu mdm2, białko odznaczające się wysoką
aktywnością transformacyjną (Momand i współaut. 1992). W stransformowa-

nych komórkach mysich gen mdm2 znaleziono w chromosomach minutowych
(mouse double minutę, Fakharzadeh i współaut. 1991), w komórkach ludzkich
zaś występuje on w chromosomie 12 (Oliner i współaut. 1992). W licznych
komórkach nowotworowych (Oliner i współaut. 1992) gen mdm2 ulega amplifi-
kacji, co prowadzi do nagromadzania się białka mdm2. Białko mdm2 występuje
w kilku (co najmniej 5) formach molekularnych (Olson i współaut. 1993),
z których tylko formy z nieuszkodzonym N-końcem tworzą kompleksy z białkiem

p53 (Haines i współaut. 1994). W N-końcu białka mdm2 znajduje się bowiem
domena uczestnicząca w interakcji z białkiem p53 (Chen i współaut. 1993,
Brown i współaut. 1993). Dołączone do białka p53 białko mdm2 przesłania
w nim domenę uczestniczącą w aktywacji transkrypcji i w efekcie kompleks
mdm2-p53 nie wiąże się z DNA (Zauberman i współaut. 1993, Oliner i współaut.
1993). Dlatego też powstanie kompleksów tych białek ma duże znaczenie

w przezwyciężaniu supresorowego działania p53 na wzrost komórek (Finlay
1993, Oliner 1993, Oliner i współaut. 1993). Ostatnio wysunięto hipotezę, że

komórkowe poziomy białek mdm2 i p53 są regulowane na drodze sprzężenia
zwrotnego (Picksley i Lane 1993). Wydaje się to tym bardziej prawdopodobne,
gdyż białko p53 indukuje w komórkach ekspresję genu mdm2 (Barak i współaut.
1993).

Onkogenne białka wirusowe

Szczególnie ważną rolę w „wyłączaniu” funkcjonowania białka p53, a także
białka kodowanego przez inny gen supresorowy, retinoblastoma, (patrz rozdział

6 — Kosmos
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Gen. p53), grają białka produkowane przez wirusy onkogenne, takie jak: adeno-

wirusy (Moran 1993), wirusy papilloma (Vousden 1993) i papowawirusy (Lud-
low 1993). Pomimo, że w różny sposób eliminują działanie białka p53 tojednakże
wszystkie zdolne są do wywoływania transformacji nowotworowej komórek.

Jedno z białek produkowanych przez adenowirusa Ad2, białko 55 kD E1B,
wiąże się z N-końcowym fragmentem cząsteczki białka p53, niezbędnym dlajego
funkcjonowania, jako transaktywatora transkrypcji. Rezultatem pojawienia się
takiego kompleksu w komórce jest zahamowanie transkrypcji genów regulowa­
nych bezpośrednio przez białko p53 (Yew i Berk 1992, Yew i współaut. 1994).
Skompleksowanie białka p53 z dużym antygenem T wirusa SV40 także powoduje
obniżenie efektywności regulowanej przez p53 transkrypcji genów (Jiang i

współaut. 1993, Segawa i współaut. 1993, Ludlow 1993, Mietz i współaut.
1992), moduluje też niektóre funkcje antygenu T (aktywność ATP-azy, helikazy
czy intensywności wiązania z DNA), które są niezbędne dlajego pełnej aktywno­
ści transformacyjnej (Ludlow 1993, Tack i współaut. 1989).

Białko E6 produkowane przez wirusy papilloma typu 16 i 18, podobnie jak
białka E1B i duży antygen T SV40, po skompleksowaniu z p53, znosi Jego
regulacyjne działanie w promowaniu lub hamowaniu transkrypcji genów (Mietz
i współaut. 1992, Lechner i współaut. 1992). Jednakże główną funkcją białka
E6 wydaj e się być udział w usuwaniu z komórki białka p53, poprzez skierowanie

go na drogę degradacji zachodzącej przy udziale systemu ubikwitynowego
(Scheffner i współaut. 1990, Medcalf i Milner 1993). W cząsteczce białka E6

wyróżnia się dwie podstawowe domeny uczestniczące w interakcji z p53: jedną
związaną z hamowaniem aktywności transkrypcyjnej p53, drugą odpowiedzialną
za degradację tego białka (Crook i współaut. 1991). W wiązaniu p53 z tą ostatnią
domeną białka E6 uczestniczy 100 kD białko E6-AP (E6-associated protein),
będące najprawdopodobniej enzymem (ligazą) odpowiedzialnym za dołączanie
cząsteczki ubikwityny do kompleksu p53-bialko : E6 (Huibregtse i współaut.
1993, Scheffner i współaut. 1993). Obniżenie wewnątrzkomórkowego poziomu

białka p53 w komórkach transformowanych wirusami onkogennymi z grupy
Papoutrus może mieć kluczowe znaczenie dla przebiegu wywołanej przez nie

immortalizacji komórek (Band i współaut. 1993), jak również powodować, że

komórki takie nie „odpowiadają” zatrzymaniem wzrostu na uszkodzenia DNA

(Kessis i współaut. 1993).

UDZIAŁ BIAŁKA p53 W REGULACJI PRZEJŚCIA KOMÓREK PRZEZ PUNKT RESTRYKCYJNY Gl-S CYKLU

KOMÓRKOWEGO

Pytanie, wjaki sposób prawidłowe białko p53 może hamować wzrost komórek

intryguje badaczy od momentu udowodnieniajego supresorowych właściwości.
Komórki bowiem, w których występuje nad ekspresja genu p53 — wywołana
metodami transfekcji, działaniem czynników uszkadzających DNA, zbyt małą
dostępnością niezbędnych metabolitów czy czynników wzrostowych — zatrzy­
mują się w fazie G1 cyklu komórkowego (Donehover i Bradley 1993, Kuerbitz
i współaut. 1992, Fritsche i współaut. 1993, Zhan i współaut. 1993, Merlo
i współaut. 1994, Dover i współaut. 1994). Szlaki biochemiczne prowadzące do

zwiększania ekspresji genu p53 i ilości prawidłowego białka p53 nie są jeszcze
w pełni poznane (iyc. 3). Przynajmniej w niektórych komórkach postuluje się
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udział w nich produktów genów AT (Ataksia-telangiektasia), być może stabilizu­
jących białko p53 i aktywującychjego syntezę (Kastan i współaut. 1992, Khana
i Lavin 1993). Fibroblasty i limfoblasty pacjentów cierpiących z powodu tego
efektu genetycznego (mutacje w genie recesywnym ATna chromosomie 1 lq 22),
odznaczają się nadwrażliwością na działanie czynników uszkadzających DNA,
niezdolnością do naprawy uszkodzeń DNA i niestabilnością chromosomalną. Nie

następuje też w nich wzrost poziomu białka p53 i indukcja pod wpływem
promieniowaniajonizującego genu GADD45 (Karp i Broder 1994). Gen GADD45

(growth-arrest DNA-damage-inducible) koduje białko wywołujące zatrzymanie
komórek w fazie G1. Szlak przekazywania sygnału AT — p53 — GADD, wzbudza
coraz większe zainteresowanie badaczy ze względu na postulowany jego udział
w powstaniu nowotworu piersi. Prawdopodobnie mechanizmy, poprzez które
białko p53 mogłoby uczestniczyć w zatrzymaniu komórek w fazie G1, są podane
na rycinie 3, niektóre z nich (wpływ na replikację DNA i regulację „pozytywnych”
i „negatywnych” genów) omówiono już w poprzednich rozdziałach. Interesująca
jest również hipoteza sugerująca, że prawidłowe białko p53, wywołujące obniże­
nie aktywności dehydrogenazy inozyno-monofosforanu (IMP), może pośrednio
wpływać na obniżenie wewnątrzkomórkowego poziomu GTP, który uczestniczy
w przekazywaniu sygnałów komórkowych (Sherley 1991). Na ile ten mechanizm
okaże się uniwersalny pokażą przyszłe badania.

Uniwersalnym być może mechanizmem, którego historia zaczęła się w końcu
1993 roku, jest udział białka p53 w indukowaniu w komórkach syntezy niewiel­

kiego białka (21 kDa), inhibitora większości kinaz białkowych cdk, o aktywności
uzależnionej od cyklin (Grzelakowska-Sztabert 1992, 1993, Sherr 1993, Lew
i Reed 1992, Reed 1992). Wykrycie tego białkowego inhibitora Jest zasługą
badaczy zajmujących się regulacją przebiegu cyklu komórkowego oraz regulacją
procesu starzenia komórek. Nazywano go białkiem WAF-1 (wild-type 53-activa-
ted fragment-1, Xiong 1 współaut. 1993, Gu i współaut. 1993, El-Deiry i współ­
aut. 1993), CIP1 (cdk-interacting protein, Harper i współaut. 1993) czy też sdi

(senescent celi derived inhibitor, Noda i współaut. 1994), używa się też nazwy
PICI. Białko to znaleziono w komórkach prawidłowych w formie kompleksu
z kinazami cdk, nie wykryto go natomiast w komórkach pozbawionych białka

p53 (Harper i współaut. 1993). Były to przesłanki wskazujące na udział p53
w regulacji jego syntezy. Badania ostatnich lat potwierdziły to przypuszczenie.
Indukcję przez białko p53 ekspresji genu kodującego inhibitor p21 wykazano
w komórkach wielu linii ludzkich, mysich i szczurzych. W promotorze genu p21
znaleziono sekwencje nukleotydowe wiążące białko p53. Co więcej, białko p21
wprowadzone do komórek drogą transfekcji zastępowało supresorowe działanie
białka p53 (El-Deiry i współaut. 1993, 1994). Ostatnio doniesiono także o nie­
zależnej od białka p53 indukcji inhibitora p21 przez surowicę i niektóre czynniki
wzrostowe w mysich i ludzkich komórkach hodowanych irt vitro (Michieli
i współaut. 1994).

Udział białka p21 w regulacji cyklu komórkowego w fazie G1 wzbudza

szczególne zainteresowanie, gdyż znaleziono je także w napromieniowanych
ludzkich fibroblastach i zatrzymanych w późnej fazie G1 bezpośrednio przed
rozpoczęciem fazy syntezy DNA (Dulić i współaut. 1994). Bezpośrednią przyczy­
ną zatrzymania komórek w tej fazie cyklu było, Jak się okazało, zahamowanie
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przez inhibitor p21 aktywności dwóch kinaz cdk, aktywowanych przez dołącze­
nie cykliny E i cykliny A. Ilość białka p21 znacząco wzrastała po napromienio­
waniu komórek, ale tylko takich, które zawierały funkcjonalne białko p53.
Komórki nie zawierające go nie „odpowiadały” zatrzymaniem na granicy faz G1 /S
na napromieniowanie, nie obserwowano w nich także zahamowania aktywności
kinazy cdk2 aktywowanej przez cyklinę E (Dulić i współaut. 1994). Aktywowane
przez cykliny kinazy cdk przeprowadzają fosforylację wielu istotnych, dla prze­
biegu cyklu, substratów, w tym także genu supresorowego Rb. Szczegółowiej
zagadnienie to zostanie przedstawione w rozdziale o genie retinoblastoma,
w którym zostanie również omówione współdziałanie dwóch genów supresoro-
wych w regulacji cyklu.

JAKIE KORZYŚCI MAJĄ KOMÓRKI Z ZATRZYMANIA W FAZIE G1 CYKLU?

Jak już powiedziano, zatrzymanie to występuje najczęściej po uszkodzeniu
w komórkach DNA. Zatrzymanie zaś komórek w fazie G1 przed rozpoczęciem
syntezy DNA, daje czas na jego reperację i nie zezwala na kopiowanie błędów.
Na tym właśnie polega rola genu p53jako „strażnika genomu” (Lane 1992). Jeśli

naprawa DNA się nie powiedzie, na przykład z powodu zbyt dużych uszkodzeń

DNA, komórki najczęściej kierują się na drogę programowanej śmierci, to jest
apoptozy. Problem apoptozy komórek jest omawiany w szeregu artykułach
przeglądowych (Lane 1993, Yonish-Rouach i współaut. 1993, Sikora 1994,
1995).

Komórki zawierające zmutowany genp53 nie zatrzymują się w fazie G1. Stają
się genetycznie mniej stabilne, może się w nich nagromadzać uszkodzone DNA,
jak również mogą pojawiać się w nich liczne anomalie chromosomalne. W efekcie
może to prowadzić do szybkiej selekcji klonów komórek nowotworowych.
Z brakiem funkcjonalnego, niezmutowanego białka p53 wiąże się zapewne
genetyczna niestabilność komórek u osób z zespołami Li-Fraumeni i ich większa
wrażliwość na czynniki uszkadzające DNA.

Coraz lepiej zrozumiała staje się rola prawidłowego białka p53 w „ochronie'
komórek przed wystąpieniem transformacji nowotworowej, a także jego udział
w utrzymywaniu integralności genomu. Natomiast zagadnienie, na ile niezbędny
jest jego udział w różnicowaniu komórek prawidłowych nie jest dotychczas
w pełni wyjaśnione (Rotter i współaut. 1993, Donehover i współaut. 1992).
Wydaje się, że przynajmniej w niektórych komórkach układu krwiotwórczego
więcej prawidłowego białka p53 występuje w komórkach krańcowo zróżnicowa­
nych, niż w ich dzielących się komórkach macierzystych. In vivo podwyższony
jego poziom wykazano w „partiach” zarodków ulegających wyraźnemu różnico­
waniu a także w dojrzewających spermatocytach (Rotter i współaut. 1993).
Założywszy, że również w komórkach prawidłowych ekspresja genu p53 podlega
znaczącej regulacji, można sądzić, że obniżenie ekspresji (downregulation) sprzy­
jałoby procesom proliferacyjnym. Pomocne w zrozumieniu funkcjonowania biał­
ka p53 okażą się zapewne rozpoczęte ostatnio badania myszy genetycznie
pozbawionych genu p53 (p53-null mice, knocked-out, Donehover i współ­
aut. 1992). Chociaż ich zarodki rozwijają się prawidłowo, tojednak dorosłe myszy
pozbawione genup53 bywaj ą bezpłodne, częstejest też wśród nich występowanie
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nowotworów. Może to sugerować, że funkcję białka p53 w rozwoju embrionalnym
myszy mogą pełnić produkty innych genów.

GEN RETINOBLASTOMA (Rb)

Retinoblastoma (siatkówczak), guz gałki ocznej rozwijający się u dzieci,
powodowany przez mutację recesywną, był pierwszym ludzkim nowotworem,
w którego etiologię udokumentowano. Na przykładzie genu retinoblastomy (Rb)
wykazano, że w przypadku rodzinnej postaci tego nowotworu, przekazywanej
jako cecha dominująca, dziedziczy się tylko Jeden allel genu i dopiero następu­
jąca w czasie rozwoju utrata lub mutacja drugiego prawidłowego allelu powoduje
chorobę (Knudson 1993, Hamel i współaut. 1993). Zjawisko to, zwane utratą
heterozygotyczności (loss of heterogeneity lub reduction to homozygosity), od­
grywa olbrzymią rolę także w rozwoju i innych nowotworów. Drugą postacią
retinoblastomyjest postać spontaniczna, bez przeszłości rodzinnej, pojawiajaca
się jako wynik mutacji obydwu alleli genu Rb.

Mechanizmy działania genu Rb są równie złożone, jak mechanizmy działania

omawianego już genu p53. Gra on bezpośrednią rolę w regulacji cyklu komór­
kowego i różnicowaniu komórek, uczestniczy w przekazywaniu wewnątrzkomór­
kowych sygnałów, a Jego działanie pozostaje w ścisłym związku z działaniem

genu p53. Genowi Rb, Jego funkcjonowaniu w komórkach poświęcono liczne

opracowania przeglądowe (Weinberg 1992, 1993, Marshall 1991, Lewine 1993,
Wiman 1993, Levine i Momand 1990).

GEN Rb, BIAŁKO pl05 I JEGO FOSFORYLACJA. JAKO GŁÓWNA POTRANSLACYJNA MODYFIKACJA

Gen Rb, wyizolowany w 1986 roku, jest zbudowany z 200 kpz i zawiera 27
eksonów. W regionie 5’ genu Rb występuje wiele reszt GC, cojest charakterysty­
czne dla genów metabolizmu podstawowego (house-keeping genes), nie ma zaś
w nim promotorowych sekwencji TATA i CAAT. W eksonie 20 genu Rb znaleziono
też sekwencje kodujące motywy strukturalne „zamka leucynowego” i „palców
cynkowych”, typowych dla domen wiążących DNA (Weinberg 1992). W obrębie
eksonów 13-17 genu Rb występują często mutacje i delecje. Sprawia to, że

zmutowane białko traci zdolność wiązania białkowych partnerów i ulegania
fosforylacji (Hiebert 1993, Levine 1993), co może wpływać najego komórkową
lokalizację (Mittnacht i współaut. 1994). Aktywność promotora genu Rb wydaje
się przynajmniej częściowo zależeć od stopnia metylacji występujących w nim
reszt cytozyny (Ohtani-Fujita i współaut. 1993). Sugeruje się też, że ekspresja
genu Rb może być hamowana przez białko Rb na zasadzie autoregulacji prze­
biegającej z udziałem czynnika transkiypcyjnego E2F-1 (Shan i współaut. 1994),
jak również, że może być regulowana przez białko p53 (OsiFCHlN i współaut.

1994).
Obecność transkiyptu genu Rb stwierdza się praktycznie we wszystkich

komórkach, białkowym zaś produktem genu Rb jest polipeptyd złożony z 928

aminokwasów, o c. cz. 105-110 kDa (różnice ciężaru wynikają z obecności form
o różnym stopniu ufosforylowania). Charakteryzuje się ono długim, bo 6-12 h
okresem półtrwania (Goodrich i współaut. 1993) i występowaniem w formach
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o różnym stopniu ufosforylowania. Na rycinie 4 przedstawiono schematycznie
strukturę białka Rb zaznaczając regiony cząsteczki uczestniczące w wiązaniu
z różnymi komórkowymi i wirusowymi białkami. Na rycinie 5 pokazano zaś

przestrzenne usytuowanie w cząsteczce reszt aminokwasowych ulegających
fosforylacji, zaznaczono też pozycje „kieszeni”.

Ryc. 4. Schemat budowy białka p 105 (według Kouzarides 1993, zmodyfikowany).

Literami A 1 B oznaczono fragmenty cząsteczki tworzące w cząsteczce białka tak zwaną kieszeń.
Zaznaczono też fragmenty cząsteczki uczestniczące w wiązaniu czynników transkrypcyjnych E2F
i MyoD oraz onkogennych białek wirusowych ElA E7 i dużego antygenu T wirusa SV40 a także

miejsca sekwencji zbliżonych do sekwencji czynników TBP i TFIIB (a i b). Liczby oznaczają numery
reszt aminokwasowych w łańcuchach pollpeptydowych.

Szczególne znaczenie w wiązaniu białka Rb z innymi białkami mają domeny
A i B, tworzące wraz z łączącymje peptydem tak zwaną kieszeń. W tym miejscu
cząsteczki białka może następować dołączanie bądź to czynników transkrypcyj­
nych bądź też onkogennych białek wirusowych oraz cyklin, białek regulujących
przebieg cyklu komórkowego (patrz tabela 4, Dowdy i współaut. 1993, Kouzari­
des 1993, Goodrich i Lee 1993). Co więcej, sekwencje aminokwasowe w regio­
nach A i B przejawiają istotne podobieństwo do sekwencji znajdowanych
w dwóch, tak zwanych podstawowych, czynnikach transkrypcyjnych TBF i TFIIB

(Kouzarides 1993). To podobieństwo sekwencji może tłumaczyć zdolność wią-

Ryc. 5. Schemat budowy białka pl05 (wg Goodrich i Lee 1993). Zaznaczono usytuo­
wanie aminokwasów ulegających fosforylacji, obszar „kieszeni” (A, B), jak również re­

giony uczestniczące w wiązaniu białka z DNA i w oligomeryzacji cząsteczki.
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zania supresorowego białka Rb również z licznymi regulującymi czynnikami
transkrypcyjnymi (tabela 4). Aminokwasy w obszarze kieszeni białka pl05
uczestniczą także w wiązaniu go z DNA.

Tabela 4

Komórkowe i wirusowe białka zdolne do tworzenia kompleksów
z białkiem p!05Rb

Białka komórkowe Białka onkogenne kodowane przez

Czynniki transkrypcyjne
E2F

MyoD
ATF-2

Ple-1

Produkty protoonkogenów

C-myc, N-myc
C-abl

Kinaza cdk

Cykliny D

Białko szoku cieplnego

(hsc), 73 kDa

Lamina C

adenowirusy
białko E1A

papowawlrusy

duży antygen T wirusa SV40

wirusy Papilloma
białko E7

Z danych: Kouzarides 1993, Goodrich i Lee 1993, Dowdy i współaut. 1993, Rustgi i współaut. 1991, Welch i

Wang 1993, Nihei i współaut. 1993.

W fazie G0/G1 cyklu komórkowego białko pl05 niejest lub Jestjedynie słabo

ufosforylowane; w kolejnych fazach cyklu coraz więcej jego reszt serynowych
i treoninowych podlega fosforylacji (możliwość fosforylacji 15 reszt), osiągając
maksimum w fazie G2 i M (Weinberg 1992). Ta postranslacyjna modyfikacja
białka Rb jest niezmiernie istotna, ponieważ stopień ufosforylowania wpływa na

zdolność wiązania się białka pl05 ze strukturami jądrowymi i decyduje
o cytoplazmatycznym (białko hiperfosforylowane) lub jądrowym (białko nieufo-

sfoiylowane) występowaniu Rb, a tym samym o możliwościjego funkcjonowania
(Weinberg 1992).

Fosforylację pl05 przeprowadzają białkowe kinazy cdk, których aktywność
regulowana poprzez dołączenie cyklin i stopień ufosforylowania oscyluje podczas
cyklu komórkowego. Początkowo sądzono, że kinazą tą Jest kinaza cdc2 (=cdkl)
(Lees i współaut. 1991, Lin i współaut. 1991), kluczowy enzym regulujący
przejście z fazy S do M (Grzelakowska-Sztabert 1992). Obecnie uważa się, że

in vivo fosforylację białka pl05 przeprowadzają przede wszystkim kinazy cdk

występujące jedynie w fazie G1 cyklu, to jest kinaza cdk4 regulowana przez
dołączenie cyklin D2 i/lub D3 (Kato i współaut. 1993, Matsuschime i współaut.
1992, Sherr 1994) oraz kinaza cdk2, o aktywności której decyduje dołączenie
cykliny E (ryc. 6)(Dulić i współaut. 1994, Sherr 1994). Zarówno cykliny D, jak
i cyklina E są cyklinami typowymi tylko dla fazy G1 (Motokura i Arnold 1993)
i możnaje traktowaćjako „wielofunkcyjne” białka regulujące aktywność różnych
kinaz cdk i uczestniczące w wiązaniu ich z różnymi komórkowymi substratami,
w tym z białkiem pl05 (Hinds i współaut. 1992).
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Aktywność kinaz cdk, a zwłaszcza kinazy cdk4, może być hamowana przez
działanie endogennego białkowego inhibitora p21, którego syntezę stymuluje
prawidłowe białko p53 (patrz rozdział: Udziałp53 w regulacjiprzejścia komórek

przez punkt restrykcyjny Gl-S cyklu komórkowego) oraz białka pl6, będącego
produktem genu MTS1 (multiple tumor suppressor 1) umiejscowionego na

krótkim ramieniu chromosomu 9 (9p21)(SERRANO i współaut. 1993, Kamb
i współaut. 1993). Zmiany chromosomalne w pozycji genu MTS1 występują
w komórkach bardzo licznych linii komórkowych. Postuluje się nawet, że gen
MTS1 może być nie rozpoznanym dotąd genem supresorowym (Marx 1994a
i b). Białko pl6, kodowane przez gen MTS1, jest inhibitorem tylko kinazy cdk4.
Jeśli okaże się, że hamuje on aktywność kinazy cdk4 także in vivo, to jego
znaczenie w regulacji cyklu komórkowego poprzez wpływ na poziom ufosfoiylo-
wania pl05 będzie wyjątkowe.

IG1 I S IG2i

cyklina □

cyklina E

cyklina A

cyklina B

cdk 2/4/5

cdc2

p105Rb

GO/G1 G1/S S/G2 G2/M

Ryc. 6. Występowanie cyklin,
kinaz cdk 2/4 i cdc2 w róż­
nych fazach cyklu komórko­
wego. Zaznaczono także wys­
tępowanie zdefosforylowane-
go i ufosforylowanego białka

pl05.

►

- ------

-------

Są odkrywane coraz to nowe endogenne inhibitory kinaz cdk pojawiające się
w komórkach pod wpływem bardzo różnych czynników (iyc. 7) (Hunter 1993,
Nasmyth i Hunt 1993, Grzelakowska-Sztabert 1995). Tak na przykład
w ludzkich komórkach epitelialnych, zahamowanych w fazie G1 po traktowaniu
TGF-P, znaleziono ciepłostabilne białko p27KiP1, hamujące aktywność kinaz cdk

zależnych od cykliny E i A (Slingerland i współaut. 1994, Polyak i współaut.
1994). W kompleksach z kinazami cdk mogą też występować specyficzne fosfa­

tazy, na przykład tyrozynowa fosfataza cdii (cyclin-dependent kinase interactor

1), regulujące ich aktywność dzięki wpływowi na stopień ich ufosforylowania
(Gyuris i współaut. 1993).

Zahamowanie aktywności kinaz cdk powoduje, że w komórkach białko pl05
pozostaje nieufosforylowane i jako takie oddziaływuje z innymi białkami, w tym
z czynnikami transkrypcyjnymi, blokując ich działanie i w efekcie syntezę DNA

(patrz rozdział następny). Sądzi się, że brak fosforylacji białka Rb jestjednym
z powodów niemożności wejścia starzejących się fibroblastów w fazę syntezy
DNA, co w konsekwencji pociąga za sobą niepodejmowanie przez nie podziałów
(Dimri i współaut. 1994). W starych ludzkich fibroblastach występują bowiem

nieaktywne kinazy cdk, w odróżnieniu od komórek młodych, w których aktywne
kinazy cdk fosforylują pl05 (Dulić i współaut. 1993).

Defosforylacja pl05 rozpoczyna się w anafazie, końcowym etapie mitozy.
Najprawdopodobniej przeprowadzająją serynowo-treoninowe fosfatazy — fosfa­
taza typu 1 (PP1, Ludlow i współaut. 1933, Alberts i współaut. 1993) i fosfataza

typu 2 (PP2A, Alberts i współaut. 1993). Zahamowanie aktywności fosfatazy
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PP1 przez kwas okadajowy (okadaic acid) doprowadza do hiperfosfoiylacji
zarówno białka pl05, jak i białka p53 (Yatsunami i współaut. 1993). Fakt ten —

to znaczy unieczynnianie i zmiana subkomórkowej lokalizacji tych białek supre-
sorowych — może mieć kapitalne znaczenie w promocji nowotworów wywołanej
przez kwas okadajowy.

uszkodzenia DNA

starzenie się
komórek

TGF-/?

białko p53

czynniki wywołujące
zatrzymanie się komórek

w fazie GO/ G1

BIAŁKOWE INHIBITORY KINAZ cdk

cdk 2

cyklina E
cdk4

cyklina D
fosforylacja , synteza

p105Rb 1 ONA

Ryc. 7. Udział

białkowych
inhibitorów
kinaz cdk w

regulacji ufo-

sforylowania
plOŚ i zaha-

mowaniu

syntezy DNA.

1

REGULACJA TRANSKRYPCJI GENÓW PRZEZ BIAŁKO pl05 JAKO PODSTAWOWY MOLEKULARNY

MECHANIZM JEGO DZIAŁANIA

Gen Rb wprowadzony do komórek nowotworowych, nie zawierających jego
prawidłowego białkowego transkryptu, osłabia lub wręcz znosi ich fenotyp
nowotworowy, a przede wszystkim hamuje intensywną proliferację komórek

(Fung i współaut. 1993, Goodrich i współaut. 1991). Fakt ten, jak również

jądrowa lokalizacja plO5Rb w komórkach zatrzymanych w fazie G1 (Mancini
i współaut. 1994) i zdolność do tworzenia kompleksów z licznymi komórkowymi
i wirusowymi białkami (tabela 4) silnie sugerowały, że białkowy produkt genu
Rb może uczestniczyć w regulacji wzrostu komórek. To działanie pl05 zachodzi

przede wszystkim w komórkach będących w fazie G0/G1 cyklu dzięki jego
wiązaniu się z czynnikami transkrypcyjnymi DRTFI/E2F (Newins 1992, Lees
i współaut. 1993, LaTHANGUE 1994) iATF-2 (Kouzarides 1993). Te heterogenne
białka bezpośrednio uczestniczą w modulacji ekspresji genów związanych z od­
powiedzią komórek na sygnały zewnątrzkomórkowe (c-fos, c-myć), jak też i ge­
nów, których produkty niezbędne są dla prawidłowego przebiegu licznych
procesów metabolicznych związanych z podjęciem w komórkach syntezy DNA

(Farnham i współaut. 1993). Mowa tu o genach kodujących, na przykład,
reduktazie dihydrofolianowej, kinazie tymidynowej, syntazie tymidylanowej,
polimerazie a, a także kinazie cdc2 (Newins 1992) i cyklinie D (Muller i współaut.
1994). Przy udziale czynnika transkiypcyjnego ATF-2jest regulowana natomiast

przez pl05 aktywność transkrypcyjna genu TGF-J3, kórego produkt wpływa
hamująco na wzrost komórek (Newins 1992).

Aktywność czynnika E2F, Jako aktywatora transkrypcji, Jest hamowana

dzięki utworzeniu kompleksu z pl05 lub także z pokrewnymi mu białkami pl07
i pl30 (Fattaey i współaut. 1993, Hollingsworth i współaut. 1993, Hamel
i współaut. 1992, Cobrinik i współaut. 1992, Helin i Harlow 1993). W efekcie

transkrypcja genów, w promotorach których występują sekwencje DNA specyfi-
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cznie wiążące białka DRTF1/E2F, zostaje zahamowana. Tylko nieufosfoiylowa-
ne pl05 wiąże się z białkiem E2F, formy ufosforylowane bądź zmutowane nie

przejawiają tej właściwości. Fosforylacja pl05, w wyniku działania kinaz cdk

zmieniająca jego ładunek i konformację, powoduje oddysocjowanie ufosfoiy-
lowanego białka Rb i umożliwia funkcjonowanie E2F, w tym Jego skomplekso-
wanie z podstawowymi czynnikami transkrypcyjnymi. Na rycinie 8 pokazano
schematycznie udział białka Rb w regulacji ekspresji genów na przykładzie genu
reduktazy dihydrofolianowej. Zablokowanie przez nieufosfoiylowane białko

pl05 funkcjonowania czynnika transkrypcyjnego E2F i aktywacji genu dhfr
blokuje komórki w fazie Gl.

Są jednak dane sugerujące, że białko pl05 może w pewnych warunkach

powodować zatrzymanie komórek także i w fazie G2, czyli po zakończeniu

syntezy DNA (Karantza i współaut. 1993). Należy zaznaczyć, że kompleks
E2F-plO5 jest tylko jednym z licznych kompleksów czynnika E2F z białkami

regulatorowymi (La Thanque 1994, Helin i Harlow 1993), pojawiają się też

doniesienia o obecności w komórkach czynników E2F-podobnych, co stwarza

dalsze możliwości regulacji.

Ryc. 8. Regulacja ekspre­
sji genów przez pl05
i czynnik E2F na przykła­
dzie genu reduktazy dihy-
drofolianowej (dhfr)
(według Hollingsworth
i współaut. 1993, zmo­

dyfikowane).

Etapy (a) i (b) to synteza cy­
klin fazy Gl i tworzenie ich

aktywnego enzymatycznie
kompleksu z kinazami cdk.

Fosforylacja, etap (c), białka
Rb wywołuje jego oddysocjo-
nowanie od kompleksu
z czynnikiem transkrypcyj-
nym E2F, do którego z kolei

mogą dołączać się podstawo­
we czynniki transkrypcyjne
i aktywować ekspresję genu

DHFR, etap (d).

Nie tylko ufosfoiylowanie pl05 rozbija jego połączenie z E2F. To samo

działanie wywołuje skompleksowanie białka pl05 z białkami produkowanymi
przez wirusy onkogenne, jak białko E1A adenowirusów (Moran 1993), duży
antygen T wirusa SV40 (Ludlow 1993) i białko E7 wirusa HPV16 (Vousden 1993,
tabela 4). Te same bowiem regiony cząsteczki p 105 uczestniczą w wiązaniu
z E2F, jak i z białkami wirusowymi (ryc. 4). Stabilność kompleksów białka Rb
z białkami wirusowymi Jest niższa w przypadku białek wirusowych o słabych
własnościach transformujących i wyższa w przypadku silnie transformujących
białek. Białka wirusowe wiążą się przede wszystkim z nieufosforylowaną formą
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pl05 (Goodrich i Lee 1993). Skompleksowanie to uniemożliwia białku Rb

pełnienie „normalnych", supresorowych funkcji. Zezwala ono zarazem na ua­
ktywnienie transkrypcji zarówno wirusowych, jak i komórkowych genów, co

może doprowadzić do transformacji komórek (Hamel i współaut. 1993, Motoku-

ra i Arnold 1993).
Regulacja ekspresji genów przez białko Rb może zachodzić nie tylko poprzez

jego współdziałanie z czynnikami transkrypcyjnymi. Może również następować
poprzez interakcję białka pl05 z obecnymi w promotorach niektórych genów,
tak zwanymi sekwencjami RCE (retinoblastoma controlling elements). Ten
mechanizm regulacji zaobserwowano w przypadku genu c-fos, c-myc i insulino-

podobnego czynnika wzrostu (Kouzarides 1993).

UDZIAŁ BIAŁKA pl05 W RÓŻNICOWANIU KOMÓREK

Jak przedstawiono w poprzednim rozdziale, hamujące działanie białka p 105
na efektywność transkrypcji różnych genów może zatrzymać komórki w fazie G1

cyklu komórkowego. Ta „negatywna” regulacja cyklu komórkowego dokonuje się
dzięki interakcji białka pl05 z bardzo różnymi, ważnymi dla przebiegu cyklu
białkami. Czy jednak jego obecność w komórce jest rzeczywiście niezbędna do

wystąpienia podziału komórek. Pytanie to jest tym bardziej zasadne, ponieważ
liczne komórki, zarówno nowotworowejak i prawidłowe (zwłaszcza embrionalne)
mogą dzielić się pomimo braku w nich genu Rb. Spektakularny tego przykład
stanowi prawidłowy, aż do 13 dnia ciąży, rozwój zarodków myszy nie zawierają­
cych funkcjonalnego białka Rb (Lee i współaut. 1992, Jacks i współaut. 1992,
Clarke i współaut. 1992). Dopiero w następnych dniach rozwoju pojawiają się
w takich embrionach różnego rodzaju anormalności, zwłaszcza w centralnym
układzie nerwowym i w układzie krwiotwórczym. Następująca śmierć embrionów

jest konsekwencją powstania zaburzeń w procesie różnicowania powyższych
tkanek i wskazuje na prawdopodobny w nich udział białka pl05. Liczne dane

dokumentują też wzrost ekspresji genu Rb w komórkach różnicujących się pod
wpływem różnych czynników, zwłaszcza w komórkach nerwowych i mięśniowych
(Hamel i współaut. 1993, Goodrich i Lee 1993). Fakty te, jak również brak genu
Rb (lub Jego strukturalnego odpowiednika) w komórkach bezkręgowców suge­
rują, że podstawową rolą białka pl05 może być utrzymanie komórek w stanie

spoczynkowym, niezbędnym do tego, ażeby mogły one wkroczyć na drogę
różnicowania. Rolą dodatkową zaś mogłoby być funkcjonowanie jego w komór­
kach organizmów dorosłychjako czynnika (bariery) zapobiegającego powstawa­
niu nowotworu (transformacji nowotworowej). Postuluje się też, że białko pl05
może „stanowić łącznik” pomiędzy licznymi czynnikami środowiska wpływają­
cymi na przebieg cyklu komórkowego typu (na przykład hormonów czy też

czynników wzrostowych) a podstawowym cyklem komórkowym (Goodrich i Lee

1993).
Ostatnio zaproponowano nawet hipotezę omawiającą udział białka pl05

w przekazywaniu komórkom sygnałów do różnicowania (Hamel i współaut.
1993). Pod wpływem sygnału do różnicowania obecne w komórkach białko pl05

pozostawać ma nieufosforylowane, a zatem aktywne, regulujące aktywność, na

przykład czynnika transkiypcyjnego E2F, co może wywoływać hamowanie eks-
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presji genów, których produkty są niezbędne dla proliferacji komórek, stymula­
cję zaś ekspresji genów, których produkty mogą być istotne w procesach
różnicowania. Przy braku sygnału do różnicowania, białko pl05 miałoby ulegać
inaktywacji wskutek ufosforylowania, a komórka mogłaby podjąć syntezę DNA
i wkroczyć w fazę S cyklu komórkowego. Tak więc obecność w komórce aktywnej
lub nieaktywnej formy białka p 105 decydowałoby o tym, czy komórka „wychodzi”
z cyklu i staje się komórką spoczynkową i ewentualnie różnicującą się, czy też

pozostaje w cyklu i dzieli się. Wydaje się więc, że białko pl05 może w różnych
komórkach mieć inne działanie, zależnie od rodzajów otrzymywanych przez nie

sygnałów zewnętrznych. Należy podkreślić, że w działaniu białka pl05, zwłasz­
cza w procesach różnicowania, olbrzymią rolę wydaje się odgiywać jego współ­
działanie z białkowym produktem protoonkogenu c-myc (Yen i współaut. 1992,
Goodrich i Lee 1993), jednym z bardziej istotnych regulatorów proliferacji
komórek.

INNE GENY SUPRESOROWE

Podstawowe mechanizmy działania produktów genów p53 i Rb są obecnie
dość dobrze poznane, natomiast stosunkowo mniej wiadomo o mechanizmach
działania innych genów supresorowych. Sklonowanie w latach dziewięćdziesią­
tych wielu z nich i poznanie budowy kodowanych przez nie białek, pozwala na

wysnuwanie przypuszczeń, co do ich funkcjonowania i znaczenia w metabo­
lizmie komórek.

GEN WT-1

Najsilniejszą ekspresję genu WT-1 wykrywa się w komórkach rozwijającej się
nerki (co przemawia za udziałem produktu tego genu w procesach różnicowania

nerek), a także w komórkach grzebienia płciowego, płodowej gonadzie
i w komórkach krwiotwórczych. Inaktywacja genu WT-1 wraz z innymi genety­
cznymi zmianami wywołuje u dzieci nowotwór nerek, guz Wilmsa (Weinberg
1991, Gerald 1994, Rupprechti współaut. 1994). Produktem genu WT-1 jest

jądrowe białko o c.cz. 52-54 kDa, zaliczane ze względu na swą budowę do grupy
czynników transkiypcyjnych zawierających motyw palców cynkowych. Białko to

jest zdolne do wiązania się z sekwencjami nukleotydowymi w DNA, z którymi
łączą się również białka EGR-1 (early growth response zinc-finger protein),
pojawiające się bardzo szybko po zastymulowaniu komórek do podziałów, na

przykład działaniem surowicy. Ze względu na kompetycję o te same miejsca
wiązania w DNA, białko WT-1 hamuje ekspresję genów stymulowaną przez
białko ERG-1. Są to geny związane przede wszystkim z proliferacją komórek
i kodujące między innymi także czynniki wzrostowe, jak insulino-podobny
czynnik wzrostowy II i łańcuch A płytkowego czynnika wzrostu (Gerald 1994,
Rupprecht i współaut. 1994). Co więcej, białko WT-1 może również hamować

ekspresję kodującegoje genu (Rupprecht i współaut. 1994). Wykazane ostatnio

współdziałanie zarówno „fizyczne”, jak i funkcjonalne białka WT-1 z białkiem

p53 stanowi przykład wewnątrzkomórkowej regulacji funkcjonowania produ­
któw różnych genów supresorowych (Maheswaran i współaut. 1993).
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Omówione dotychczas geny p53, Rb i WT-1 kodują białka jądrowe uczestni­
czące w regulacji transkrypcji. Produktami genów supresorowych mogą być
także białka błonowe i cytoplazmatyczne, uczestniczące w adhezji komórek do

podłoża (na przykład gen APC, DDC, VHL), w wiązaniu błony komórkowej
z cytoszkieletem (gen NF-2), w percepcji przez komórkę różnego typu sygnałów
komórkowych (na przykład DDC, MEN-2) a także ich modulacji (gen NF-1).

Szczególne znaczenie dla regulacji podziałów komórkowych ma produkt genu
supresorowego NF-1, ze względu na wpływ na udział w regulacji funkcjonowania
onkogenu ras.

GEN NF-1

Gen NF-1 koduje cytoplazmatyczne białko o c.cz. 330 kDa nazwane neurofi-

brominą. Brak lub inaktywacja genu NF-1 prowadzi do powstawania łagodnych
lub złośliwych nowotworów, przede wszystkim w obrębie układu nerwowego
(Weinberg 1991). Mechanizm działania neurofibrominy niejestjeszcze poznany.
Jednakże obecność w jej cząsteczce domen o sekwencjach aminokwasowych,
homologicznych z występującymi w białkach GAP, aktywujących GTPazę będącą
produktem onkogenu ras, pozwala przypuszczać, że również neurofibromina

mogłaby działać podobnie jak białka GAP (Rey i Hall 1993). Modulacja endo­
gennej aktywności GTPazowej białka p21ras Jest bardzo istotna, gdyż decyduje
o tym, czy występuje ono w formie aktywnej (związanej z GTP), czy też nieaktyw­
nej (związanej z GDP) (Weismuller i Wittinghofer 1994). Aktywne białko p21ras,
zdolne do przekazywania sygnałów mitogennych i sygnałów do różnicowania,
wydaje się być niezbędne przynajmniej dwukrotnie podczas przebiegu cyklu
komórkowego a także niezbędne do „wyjścia” komórek z cyklu (Moodie i Wolf-
man 1994). Wysunięto hipotezę, według której stymulacja przez neurofibrominę
lub GAP GTPazy białka p21ras sprawia, że ilość jego aktywnej formy spada.
Wydaje się, że konsekwencją braku w komórkach neurofibrominy może być
zwiększenie poziomu formy aktywnej p21ras, zdolnej do przekazywania sygnałów
mitogennych i stymulowania podziałów komórkowych, a w końcu do nowotwo-

rzenia. Tak więc neurofibrominę można traktowaćjakojedno z białek o działaniu

antyproliferacyj nym.

WSPÓŁDZIAŁANIE PRODUKTÓW ONKOGENÓW I GENÓW SUPRESOROWYCH

W REGULACJI CYKLU

Znajomość podstawowych molekularnych mechanizmów działania w komór­
kach produktów kodowanych przez poszczególne onkogeny i geny supresorowe
pozwala wysuwać przypuszczenia o możliwości skoordynowanego działania.

Szczególnie ważne w regulacji cyklu jest współdziałanie białek supresorowych
z białkami genów tak zwanej wczesnej odpowiedzi komórek na sygnały zewnę­
trzne, tojest z białkami c-ras, c-myc, c-fos i c-jun (Marshall 1991). Przynajmniej
w niektórych komórkach przekazywanie sygnału do proliferacji poprzez białka
kodowane przez onkogen c-ras, może pozostawać pod kontrolą genu supresoro­
wego NF-1. Natomiast zmiany intensywności ekspresji genów c-myc, c-jun i c-fos,
występujące po zadziałaniu białka ras, mogłyby wpływać, według ostatnio
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zaproponowanej hipotezy, na aktywność kinaz cdk, enzymów fosfoiylujących
produkty genów supresorowychp53 i Rb (Gewirtz 1993). Zjednej strony wzrost

poziomu i/lub aktywności tych białek supresorowych mógłby na zasadzie

sprężenia zwrotnego regulować ekspresję, na przykład c-myc i c-jbs, z drugiej
zaś wywoływać — bezpośrednio (białko p53) lub też pośrednio — przy udziale

czynnika E2F (białko pl05) zatrzymanie komórek w fazie Gl. W konsekwencji,
komórki pozostając w tej fazie cyklu albo nie dzieliłyby się, albo też mogłyby
ginąć przede wszystkim w procesie apoptozy. O intensywności apoptozy komórek

decydowałby także poziom produktu onkogenu bel -2, którego ekspresja podlega
regulacji przez białko p53.

W tym szalenie uproszczonym opisie współdziałania produktów onkogenów
i genów supresorowych mało uwagi poświęcono mechanizmom wywołującym
zatrzymanie komórek na granicy faz G2 — M, bloku powodowanym przez wiele

związków terapeutycznych. Ten etap również wydaje się pozostawać pod kon­
trolą produktów genów supresorowych, zwłaszcza genu MTS1 i p53, poprzez ich

wpływ na syntezę białkowych inhibitorów kinaz cdk, w tym kinazy cdc2, której
aktywność jest niezbędna do rozpoczęcia podziałów mitotycznych.

UWAGI KOŃCOWE

W artykule przedstawiono podstawowe mechanizmy funkcjonowania niektó­
rych genów supresorowych, istotnych dla przebiegu cyklu komórkowego. Szereg
innych aspektów ich działania wymaga dalszych badań. Nie wyjaśnione jest
w pełni, na przykład zagadnienie tak zwanej specyficzności tkankowej poszcze­
gólnych genów supresorowych, która sprawia, że brak ich powoduje powstanie
nowotworów tylko w określonych narządach. Niewiele jest też informacji, poza
informacjami o genach p53 i Rb, o współdziałaniu w komórce innych genów
supresorowych, a także o mechanizmach prowadzących do ich inaktywacji.
Wymaga też dalszych badań problem udziału białka p53 w przerzutowaniu
komórek nowotworowych.

Zrozumienie mechanizmów działania przynajmniej niektórych genów supre­
sorowych, chociaż z pewnością jeszcze nie pełne, stwarza też nowe możliwości

terapeutyczne. Czynione są udane próby hamowania wzrostu komórek nowo­
tworowych poprzez wprowadzanie do nich, metodami inżynierii genetycznej,
genów p53 i Rb. Myśli się też o syntezie związków, które mogłyby symulować
działanie prawidłowych białek supresorowych w komórkach zawierających ich
zmienione formy. Na ile tytułjednego z artykułów Geny supresorowe — nadzieja
okaże się prawdą, pokażą najbliższe lata.

SUPPRESSOR GENES — MOLECULAR MECHANISMS OF THEIR ACTION AND

IMPORTANCE FOR CONTROL OF CELLULAR PROLIFERATION

Summary

It is generally accepted that loss of function of various genes whose products are needed for
normal celi functloning contributes to cancer development. These genes are known as tumor

suppressor genes, antloncogenes or genes antagonizing tumor development. The protelns coded by
such genes play various roles in the celi functloning, e.g. they may be nuclear protelns acting as
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transcription factors or membranę protelns involved in signal transduction, adhesion phenomena
or interaction between cytoskeleton and membranę.

The two best characterized suppressor genes are p53 and Rb and the functioning, at the
molecular level, of the protelns coded by them became in the recent years fairly well understood.
Our knowledge about other suppressor genes is less advanced, but for WT-1, NF-1, MTS-1 and APC
and DCC genes a generał modę of action has already been dlscovered.

In the article a detalled descriptlon of actions of protein products ofp53 and Rb genes is given,
with special emphasis on their interactlons with various cellular and viral protelns. The speclal role
ofprotein p53 as the transcription factor in the regulation ofexpression ofdlfferent genes is described
and a hypothesls on its involvement in G1 celi cycle arrest is proposed. The action of pl05 as the

regulator of transcription of genes, resulting from its interaction with the transcription factor E21,
is also presented. The significance ofpl05 phosphorylation for this interaction and participation of
varlous endogenous protein inhibltors of cdk kinases in phosphorylation of this suppressor protein
is described.
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APOPTOZA A ONKOGENEZA

APOPTOZA

Komórki nowotworowe postrzegane są jako takie, które wymknęły się spod
kontroli podziałów. Hodowane in nitro w warunkach zapewniających im prze­
strzeń i środowisko, dostarczające wszystkie niezbędne do życia składniki, mogą
dzielić się nieustannie zapewniając sobie, jako pula komórek, nieśmiertelność.
Wzrostu ich nie ogranicza proces starzenia zakończony śmiercią, tak charaktery­
styczny dla komórek prawidłowych (Sikora 1993a). Nie oznacza to, że komórki
nowotworowe nie umierają w ogóle. Spontaniczną, jak też i indukowaną wieloma
lekami przeciwnowotworowymi, śmierć komórek nowotworowych obserwuje się
zarówno in nitro, jak i w organizmie (Wyllie 1992). Warto jednak zastanowić się,
czy zdolność komórek nowotworowych do nieograniczonych podziałów wynika
tylko z utraty kontroli tych podziałów, czy też może zawiodła w nich kontrola
mechanizmów śmierci.

Zainteresowanie badaczy mechanizmami śmierci komórek ostatnio drama­
tycznie wzrosło. Lepsze poznanie ich budzi nadzieję na bardziej racjonalne
wykorzystanie stosowanych dotychczas leków przeciwnowotworowych, a także

być może na zupełnie nowe podejście do problemu nowotworu.
Śmierć komórek, podobnie jak ich podziały może być procesem aktywnym,

podlegającym kontroli genetycznej. Nazywana wtedy bywa apoptozą (z greckiego
opadanie płatków kwiatowych) lub śmiercią programowaną, w odróżnieniu od

nekrozy (z łaciny martwica), którajest śmiercią przypadkową (Wyllie i współaut.
1980). Śmierć komórek poprzez apoptozę jest poprzedzona zwykle wzrostem

syntezy białka i RNA (Martin 1993). Charakterystyczny dla komórek apoptoty-
cznychjest również wzrost stężenia Jonów wapnia, a także aktywacja niektórych
enzymów, w tym transglutaminaz komórkowych 1 endonukleaz (Nicotera
i współaut. 1992, Manteuffel-Cymborowska 1993, Peitsch i współaut. 1994).
Również morfologia komórek umierających w sposób aktywny zmienia się
bardzo charakterystycznie. Ulegają one obkurczeniu na skutek utraty wody
i rozpadowi na tak zwane ciałka apoptotyczne, w których znajdują się morfolo-
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gicznie niezmienione organella, oraz fragmenty DNA. Za tworzenie usieciowań

niezbędnych do powstania ciałek apoptotycznych są odpowiedzialne transgluta-
minazy komórkowe, a endonukleazy katalizują rozpad DNA na fragmenty wiel­
kości 180-200 par zasad i ich wielokrotności. Komórki nekrotyczne, w odróżnie­
niu od apoptotycznych, pęcznieją i ulegają rozpadowi na skutek rozerwania błon

komórkowych. Natomiast ciałka apoptotyczne są trawione przez makrofagi lub
komórki sąsiadujące nie wywołując stanu zapalnego, który towarzyszy nekrozie

(Cohen 1993, Williams i współaut. 1992, Wyllie i współaut. 1980). Schemat

wydarzeń zachodzących w komórce apoptotycznej przedstawia rysunek 1.

Utrata

płynu
komórkowego

Transglutaminazy komórkowe

I Rys. 1. Schemat typowych pro­
cesów zachodzących w komórce

apoptotycznej. Pionowe strzałki

oznaczają nasilenie przedsta­
wianych schematycznie aktyw­

ności enzymów i procesów.

Programowana śmierć komórek, na równi z ich podziałami, jest odpowie­
dzialna za kształtowanie organizmów przechodzących morfogenezę, prawidłowy
przebieg embriogenezy, a także utrzymanie prawidłowej liczby komórek w orga­
nizmie dorosłym (Wyllie 1992). Obydwa te procesy (podziały i śmierć komórek)
„czuwają” nad prawidłowym przebiegiem różnicowania komórek nabłonkowych
i krwiotwórczych, a także dojrzewania limfocytów T, które odbywa się w grasicy.
Uważa się, że apoptozajestjednym z mechanizmów obronnych, polegającym na

usuwaniu komórek zbędnych, uszkodzonych i zmutowanych (Raff 1992). Pra­
wdopodobnie poprzez apoptozę umierają komórki stare, chociaż nie ma na to

wyraźnych dowodów. Co więcej, Franceschi i współautorzy (1992) uważają, że

apoptoza właśnie, jako jeden z mechanizmów obronnych, zawodzi wraz z wie­
kiem. Śmierć programowana może być też zjawiskiem patologicznym. Tak Jest
w przypadku śmierci limfocytów CD+4 osób chorych na AIDS (Ameisen 1992),
jak również w chorobach neurodegeneracyjnych, takichjak choroba Alzheimera

(Barr i Tomei 1994). Nic nie wiemy, jak dotychczas, na temat sposobu umierania
komórek organizmu podlegającemu wyniszczeniu z powodu choroby nowotwo­
rowej. Można się jednakże spodziewać, że również w tym przypadku mamy do

czynienia z apoptozą. We krwi wielu ludzi z różnymi nowotworami, a także u ludzi

chorych na AIDS obserwuje się podwyższony poziom czynnika martwicy nowo­
tworu, tak zwanej kachetyny lub inaczej TNF-a (tumor necrosis factor). Jak

wykazano w doświadczeniach in vttro TNF-a może nie tylko zgodnie ze swoją
nazwą powodować nekrozę, ale również w wielu komórkach wywoływać apoptozę
(Sikora 1994).

MECHANIZMY APOPTOZY

Przekazywanie sygnału komórkowego do apoptozy odbywa się bardzo różny­
mi drogami, które zależą od czynnika indukującego śmierć (Eyans 1993).
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Czasamijednak te same czynniki mogą wywołać apoptozę lub podziały komórek,
bądź też pozostać bez wpływu na obydwa procesy, w zależności od typu czy też

stopnia dojrzałości komórek, na które działają. Tak Jest, na przykład, w przy­
padku limfocytów. Aktywacja receptora komórekT (tak zwanego TCR) limfocytów
dojrzałych prowadzi do ich proliferacji, natomiast w tymocytach, czyli limfocy­
tach niedojrzałych, aktywacja tego receptora indukuje apoptozę. Glukokorty-
koidy natomiast zabijają tymocyty i komórki białaczkowe pozostając bez wpływu
na dojrzałe limfocyty (Schwartz i Osborne 1993).

Lista czynników indukujących apoptozę jest bardzo długa i rozszerza się
niemal z każdym dniem. Apoptozę może wywołać niedobór czynników wzrosto­
wych, niedobór hormonów, szok cieplny i zimny, stres oksydacyjny oraz inne

czynniki uszkadzające DNA, takie jak promieniowanie jonizujące i leki prze-
ciwnowotworowe. Do czynników indukujących apoptozę zaliczamy także anty-
metabolity, wspomniany Wyżej czynnik nekrozy nowotworu, glukokortykoidy
i jonofoiy wapniowe. Do apoptozy komórek prowadzić może również aktywacja
takich receptorów, Jak TCR oraz tak zwany Apo-l/Fas (Sen 1992). Apo-l/Fas
jest transmembranowym białkiem i należy do rodziny receptorów, w skład której
wchodzą między innymi receptory czynników nekrozy nowotworów. Wykazano,
że pobudzenie Apo-l/Fas przeciwciałami monoklonalnymi wywołuje apoptozę
w limfocytach (Córy 1994).

Proces apoptozy pozostaje pod ścisłą kontrolą genetyczną (Oren 1992).
O tym, czy komórka uruchomi program śmierci, często decydują nie tylko
czynniki zewnętrzne, ale również jej zdolność do ekspresji genów zarówno

aktywujących, jak i hamujących apoptozę (Williams i Smith 1993). Znamy Już
kilkanaście genów i ich produktów białkowych, które biorą udział w regulacji
śmierci komórek (Sikora 1994).

W komórkach ssaków występuje gen bcl-2, którego produkt białkowy hamuje
apoptozę wywoływaną różnymi czynnikami. Gen ten wykazuje strukturalną
i funkcjonalną homologię z genem ced-9 występującym w komórkach nicienia
Caenorhabditis elegans (Reed 1994). Gen bcl-2 Jest protoonkogenem, którego
wzrost ekspresji zaobserwowano po raz pierwszy w komórkach ziarnicy złośliwej,
nowotworu limfocytów B. Rola bcl-2 jest związana jednakże z utrzymaniem
przeżywalności komórek a nie stymulowaniem ich do proliferacji, jak to ma

miejsce w przypadku innych protoonkogenów. Wykazano, że wprowadzenie
protoonkogenu bcl-2 do takich komórek, jak fibroblasty, limfocyty T, czy też

komórki nerwowe, zapobiegało ich śmierci indukowanej różnymi czynnikami
(Reed 1994). Białko Bcl-2 współdziała w regulacji apoptozy z innym białkiem,
tak zwanym Bax. Obydwa białka wykazują duże podobieństwo w sekwencji
aminokwasów i tworzą ze sobą kompleksy. Mogą to być zarówno homo- jak
i heterodimeiy. Przewaga w komórce homodimerów Bax-Bax przechyla szalę
w stronę śmierci, natomiast nadmiar dimerów Bcl-2-Bcl-2 decyduje o jej prze­
życiu (Barinaga 1994). Wydaje się, że za podobny mechanizm regulacji apoptozy
odpowiada białko zwane Bcl-x, które występuje w dwóch różnych formach

charakteryzujących się przeciwstawnym działaniem (Boise i współaut. 1993). W
komórkach C. elegans, umierających w czasie morfogenezy, wykazano wysoką
aktywność genów ced-3 i ced-4. Gen ced-3 ma swój strukturalny i funkcjonalny
odpowiednik występujący w genomie ssaków. Jest to gen, którego białkowy
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produkt wykazuje aktywność tak zwanej interleukiny 1-0 converting enzyme
(ICE), czyli proteazy katalizującej reakcję konwersji prekursora interleukiny do

jej aktywnej formy. Wykazano, że nadekspresja ICE indukuje apoptozę w szczu­
rzych frbroblastach, którą można zahamować zarówno wprowadzeniem do ko­
mórek genu bcl-2, jak również genu wirusa ospy bydlęcej, którego produkt
białkowyjest inhibitorem ICE (Gagliardini i współaut. 1994). Niestety, niewierny
Jeszcze na czym miałby polegać mechanizm regulacji apoptozy przez te właśnie

geny i ich produkty białkowe. Interleukina 1-p, Jako taka, nie indukuje bowiem

apoptozy, lecz bierze udział w procesach związanych ze stanem zapalnym
(SCHWARTZ i OSBORNE 1994).

ONKOGENEZA A APOPTOZA

Podział komórki na dwie potomne, czyli tak zwany cykl komórkowy dzieli się
zwyczajowo na cztery fazy (spoczynkową Gl, syntezy DNA S, spoczynkową G2,
mitozy M). Fazę bezpodziałową komórek określa się mianem GO. Komórki

prawidłowe w odróżnieniu od nowotworowych mogą być zatrzymane w fazie G1,
bądź GO. Komórki nowotworowe dzielą się nieustannie. Prawidłowy podział
komórek zależy od aktywności protoonkogenów, genów supresorów nowotworu,
a także aktywatorów i inhibitorów kinaz białkowych (seiynowo-treoninowych)
tak zwanych kinaz typu Cdk (cyclin dependent kinase). Aktywatorami kinaz typu
Cdk są tak zwane cykliny, białka, które w różnych fazach podziału komórek

włączają, bądź wyłączają odpowiednie kinazy regulujące procesy charakterysty­
czne dla tych faz (Grzelakowska-Sztabert 1992). Bardzo niedawno wykryto
i opisano kilka białkowych inhibitorów tych enzymów (Pines 1994, Grzelako­
wska-Sztabert 1995).

Transformacja nowotworowa jest procesem wieloetapowym. Aby doszło do

przekształcenia komórki prawidłowej w nowotworową niezbędnajest stopniowa
aktywacja wielu onkogenów (których prekursorami są protoonkogeny), a także
zahamowanie aktywności genów supresorów nowotworu (Fearon i Vogelstein
1990). Do niedawna badania regulacji cyklu komórkowego poprzez cykliny szły
zupełnie niezależnym torem od badań związanych z udziałem w tym procesie
białkowych produktów protookognów i genów supresorów nowotworu. Obecnie
coraz wyraźniej w regulacji cyklu komórkowego zarysowuje się związek pomiędzy
tymi trzema kategoriami białek (Marx 1994a). Co więcej, coraz bardziej oczywista
staje się nie tylko korelacja pomiędzy tymi białkami a transformacją nowotwo­
rową ale również, paradoksalnie, śmiercią komórki.

Otóż, bardzo niedawno okazało się, że jedna z cyklin, tak zwana Dl, jest
typowym protoonkogenem. Przypuszcza się, że być może wszystkie osiem cyklin,
jakie dzisiaj znamy, są również protoonkogenami, to znaczy że ich mutacje, bądź
wzmożona ekspresja, przyczyniają się do transformacji nowotworowej (Marx
1994a). Ponadto, jeden z niedawno odkrytych inhibitorów kinaz typu Cdk, tak
zwane białko pl6, okazało się być produktem typowego genu supresora nowo­
tworu (Marx 1994b).
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UDZIAŁ PROTOONKOGENÓW I ONKOGENÓW W APOPTOZIE

Z każdym niemal dniem coraz wyraźniej zarysowuje się intrygujący związek
pomiędzy onkogenezą a apoptozą komórek. Protoonkogeny są to geny, które
w prawidłowej komórce biorą udział w przekazywaniu sygnału z zewnątrz do

jądra. W komórkach nowotworowych obserwuje się ich wzmożoną ekspresję lub
też mutacje przekształcająceje w onkogeny. Geny c-jun, c-fos i c-myc są typowymi
protoonkogenami jądrowymi, regulującymi procesy transkrypcji i indukowany­
mi w komórkach stymulowanych do proliferacji. Ostatnio wzrost ekspresji tych
protoonkogenów obserwowano także w tymocytach oraz różnych komórkach

nowotworowych stymulowanych do śmierci (Sikora 1993b). Co wiecej, uważa

się nawet, że onkogeny mogą wręcz „uwrażliwiać” komórki na apoptozę (Sikora
1994). Bardzo efektowny dowód na poparcie tej tezy stanowią ostatnio opubli­
kowane wyniki badań, w których wykazano, że gen chimeryczny, tak zwany
E2A-PBX1, powstały na skutek translokacji chromosomu 1 i 19 limfocytów B

charakteryzującej niektóre typy białaczek wieku dziecięcego, powodował w my­
szach transgenicznych transformację nowotworową komórek limfoidalnych.
Transformacja ta była jednakże poprzedzona masowym wymieraniem macie­
rzystych komórek, zarówno limfocytów B, jak i T (Dedera i współaut. 1993).
Podobnie, transformacja nowotworowa wirusami onkogennymi, zawierającymi
DNA przebiega „poprzez apoptozę”. Do transformacji nowotworowej komórek
adenowirusem niezbędnejest współdziałanie dwóch onkogenów: ElA i E1B. Przy
czym, sam onkogenElAwywołujeapoptozęwkomórkach nerki szczura, podczas
gdyjedno z dwóch białek onkogenu E1B (19-kDa) hamuje śmierć tych komórek,
podobnie Jak ludzki protoonkogen bcl-2 (White i współaut. 1992).

UDZIAŁ GENÓW SUPRESORÓW NOWOTWORU W APOPTOZIE

Geny supresory nowotworu biorą udział w regulacji podziałów komórkowych,
hamując je w fazie G1 cyklu komórkowego. W komórkach nowotworowych, na

skutek zahamowania aktywności genów supresorów poprzez ich mutacje lub

delecje, dochodzi do utraty kontroli podziałów. Funkcje tych genów bardzo

szczegółowo opisano w artykule B. Grzelakowskiej-Sztabert (w tym tomie
Kosmosu 323-352). Szczególną rolę w apoptozie odgrywają przede wszystkim
dwa z nich, tak zwane p53 i Rb.

Gen p53 w normalnych, proliferujących komórkach wykazuje niewielką
aktywność. Podwyższona jego ekspresja występuje natomiast w komórkach
z uszkodzonym DNA. Gen p53 zatrzymuje komórki w fazie G1 dając im czas na

naprawę DNA. Jeśli uszkodzenia nie są zbyt rozległe, to po dokonaniu napraw
komórka podejmuje normalną proliferację. Jeśli jednak przekraczają one możli­
wości naprawcze komórki to „popełnia ona samobójstwo” w „ucieczce” przed
transformacją nowotworową, do której prowadziłyby powstałe mutacje (iys. 2).
Sam gen p53 bardzo często ulega mutacjom, które z genu supresorowego
nowotworu zmieniają go w protoonkogen przyczyniający się do transformacji
nowotworowej (Lane 1992, 1993). Mechanizm regulacji apoptozy z udziałem p53
niejestjednak uniwersalny, występuje bowiem przede wszystkim w komórkach,
w których indukowano apoptozę czynnikami uszkadzającymi DNA. Na przykład,
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w tymocytach myszy pozbawionych genu p53 (tak zwany „knock out”) promie­
niowanie jonizujące, powodujące uszkodzenia DNA, nie indukowało apoptozy.
Natomiast deksametazon, któryjest syntetycznym glukokortykoidem wywoływał
w tych komórkach śmierć poprzez apoptozę (Lane 1993).

proliferacja

Rys. 2. Schemat obrazujący udział genu supresoru nowotworu p53 w proliferacji
i apoptozie komórek. W prawidłowych proliferujących komórkach (górna część rysunku)
występuje niewielka ekspresja genu p53. Podwyższonąjego aktywność obserwuje się
w komórkach z uszkodzonym DNA (na przykład po zadziałaniu promieniowaniajonizu­
jącego — dolna część rysunku). Jeżeli uszkodzenia są niewielkie komórka po ich naprawie
podejmuje proliferację. W wyniku poważniejszych uszkodzeń natomiast uruchamia pro­

gram samobójstwa.

Delecje genu Rb wykryto po raz pierwszy u dzieci chorych na siatkówczaka.
W komórkach prawidłowych aktywna nieufosforylowana forma białka Rb wystę-
pujewfazieGl podziału komórkowego. Białko to tworzy kompleksy z czynnikami
transkrypcyjnymi, należącymi do rodziny białek E2F uniemożliwiając im zwią­
zanie z promotorami genów docelowych (Lees i współaut. 1993). Nie związany
z białkiem Rb czynnik traskrypcyjny E2F aktywuje geny, których produkty
białkowe śą niezbędne do podziałów komórki (na przykład reduktaza dihydrofo-
lianowa, kinaza tymidylanowa, polimeraza a, białka Myc i Myb). Związanie białka
2F przez białko Rb powoduje zahamowanie aktywności tego czynnika transkry-
pcyjnego i zatrzymanie komórki w fazie Gl. Za fosforylację białka Rb, a tym
samym uwolnienie z kompleksu czynnika transkrypcyjnego E2F Jest odpowie­
dzialna kinaza Cdk4. Specyficznym inhibitorem tej kinazy jest białko pl6,
którego inaktywacja może doprowadzić do niekontrolowanych podziałów komór­
kowych (rys. 3). Ten skomplikowany mechanizm regulacji podziałów komórek

odgrywa istotną rolę w transformacji nowotworowej, jak też w starzeniu się
komórek in vitro, charakteryzującym się utratą ich zdolności do podziałów.
A jaką rolę odgrywa Rb w apoptozie komórek? Otóż okazało się, że myszy
pozbawione obydwu allei genu Rb charakteryzują się przedwczesną umieralno­
ścią spowodowaną prawdopodobnie apoptozą komórek nerwowych i krwiotwór­
czych (Harlow 1992). Ponadto ten sam czynnik transkrypcyjny E2F, który
aktywuje ekspresje genów, niezbędnych do przejścia komórek z fazy Gl do S,
może indukować apoptozę. Uważa się, ze apoptoza wywołana inaktywacją Rb
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Rys. 3. Schemat przedstawiający mechanizm działania genu supresoru nowotworu, Rb.
W fazie G1 cyklu komórkowego białko Rb występuje w kompleksie z białkiem E2F, które
w tej postaci nie jest aktywne jako czynnik transkiypcyjny, działający w miejscu
regulatorowym genów niezbędnych w podziałach komórkowych. Po fosforylacji białka Rb,
katalizowanej przez kinazę typu Cdk, następuje uwolnienie z kompleksu czynnika
transkrypcyjnego E2F. Inhibitor kinazy, białko p 16, hamuje fosforylację białka Rb
i zatrzymuje komórki w fazie G1. Inaktywacja tego inhibitora może doprowadzić do uwol­

nienia E2F i niekontrolowanych podziałów komórkowych.

zachdzi prawdopodobnie z udziałem p53 (White 1994). Mianowicie, jeśli w ko­
mórce nie ma aktywnego białka Rb, a jest aktywne białko p53, to wtedy to

ostatnie indukuje apoptozę. Natomiast aktywne białko Rb hamuje apoptozę.
Bardzo wiele nowotworów charakteryzuje się brakiem obydwu aktywnych ge­
nów, a tym samym ich produktów białkowych, co może objawiać się zahamowa­
niem apoptozy i niekontrolowaną proliferacją komórek. W zrozumieniu tego
skomplikowanego mechanizmu pomoże czytelnikowi rysunek 4. Należy jednak

G1

apoptoza

nowotwór

Rys. 4. Schemat przedstawiający mechanizm współdziałania genów p53 i Rb w indukcji
apoptozy i transformacji nowotworowej. W prawidłowej komórce geny supresory nowo­
tworu, p53 i Rb, hamują syntezę DNA zatrzymując komórkę w fazie G1 (górna część
rysunku). Inaktywacja genu Rb może w niekórych typach komórek prowadzić do

ujawnienia „apoptotycznej roli” genup53 (środkowa część rysunku). Inaktywacja obydwu
genów prowadzi do zahamowania apopto2y i niekontrolowanych podziałów komórki

(dolna część rysunku).
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pamiętać, że mechanizm ten nie musi być uniwersalny, gdyż nie wszystkie
nowotwory charakteryzują się mutacjami obydwu alleli zarówno genu p53, jak
i genu Rb. Ponadto, regulacja apoptozy nie musi zachodzić porzez białko p53.
Na szczęście też w wielu typach nowotworów można indukować apoptozę, co

omówiono poniżej.

CHEMIOTERAPIA PRZECIWNOWOTWOROWA A APOPTOZA KOMÓREK
NOWOTWOROWYCH

Apoptozę wywołuje bardzo wiele leków przeciwnowotworowych o bardzo

różnorodnej chemicznej strukturze i różnych mechanizmach działania (Hickman
1992, Sen i DIncalci 1992). Na długą listę chemioterapeutyków indukujących
apoptozę możemy wpisać: a) czynniki indukujące uszkodzenia DNA powodujące
powstawanie wiązań zarówno wewnątrz- jak i zewnątrzniciowych, a także krzy­
żowych wiązań białko-DNA; b) inhibitory topoizomerazy I i II; c) inhibitory
syntezy DNA; d) czynniki uszkadzające aparat mitotyczny; e) antymetabolity;
f) hormony lub ich niedobór. Ponadto, apoptozę w komórkach nowotworowych
może indukować szok cieplny oraz promieniowanie jonizujące.

W tej chwili bardzo trudnojest odpowiedzieć na pytanie, wjaki sposób sygnał
wywołany tak różnorodnymi czynnikami prowadzi do tego samego efektu,
a mianowicie podobnej pod względem morfologicznym i biochemicznym śmierci
komórki. Z pewnością jednak w którymś momencie musi nastąpić interakcja
dróg przekazywania tych tak różnych początkowo sygnałów. Ponieważ do tej pory
poznano już niejeden mechanizm genetycznej kontroli zarówno indukcji, jak
i hamowania śmierci komórki, można spodziewać się, że również w komórkach

nowotworowych, rozwijających się w organizmie, indukcja śmierci zależeć będzie
od bardzo wielu czynników, między innymi takich jak pochodzenie nowotworu,
stopieńjego zróżnicowania i inwazyjności. W leczeniu nowotworów bardzo ważny

jest taki dobór terapii, aby komórki nowotworowe były na nią podatne, to znaczy
zdolne do uruchomienia kaskady zdarzeń prowadzących do ich aktywnej śmier­
ci. Niewykluczone, że oporność niektórych nowotworów na leki, poza indukcją
znanego mechanizmu oporności wielolekowej, może być związana z występowa­
niem mechanizmów hamujących ich śmierć. Tak więc ocena podatności komó­
rek nowotworowych zarówno na apoptozę spontaniczną, jak też indukowaną
czynnikami dotychczas stosowanymi (lub testowanymi) w leczeniu nowotworów,
może mieć duże znaczenie prognostyczne. Dotychczas większość badań dotyczą­
cych apoptozy komórek nowotworowych przeprowadzono in vitro. Stosunkowo
niewiele wiadomo na temat spontanicznej apoptozy ludzkich nowotworów in vivo
ijej związku z prognozowaniem w leczeniu nowotworów. Ciągle też mało wiadomo
na temat kinetyki śmierci komórek nowotworowych podczas terapii przeciwno-
wotworowej i związku fazy podziałowej komórek z podatnością ich na apoptozę.
Ostatnio opracowano kilka metod z zastosowaniem cytofluorymetrii przepływo­
wej, które pozwalają na wykrycie pojedynczych komórek apoptotycznych (Da-
rzynkiewicz i współaut. 1992). Dzięki tym metodom możliwe Jest wykrywanie
umierających komórek w materiale klinicznym. Stosując niektóre z nich, prze­
testowano komórki białaczkowe u ponad 100 pacjentów przed i w trakcie
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chemioterapii przeciwnowotworowej. Wyniki tych badań wskazują na występo­
wanie populacji komórek spontanicznie umierających (od 0,1% do 16% całej
populacji) oraz indukcji apoptozy (średnio w ponad 80% przebadanych komórek)
przez inhibitory topoizomeraz, antymetabolity, jak też czynniki uszkadzające
mikrotubule (Li i współaut. 1994).

Cytofluorymetria przepływowa pozwala na ilościowe oznaczenie komórek nie

tylko apoptotycznych, ale również komórek będących w poszczególnych fazach

podziału komórkowego. Powszechnie uważa się, że terapia przeciwnowotworowa
jest skuteczna, kiedy komórki nowotworowe są w fazie syntezy DNA i mitozy.
Gorczyca i współpracownicy (1993) zbadali indukcję apoptozy w komórkach

białaczkowych HL-60 in vitro wieloma różnymi czynnikami stosowanymi w che­
mioterapii przeciwnowotworowej. Wyniki ich badań wskazują na występowanie
różnic w indukcji apoptozy przez różne czynniki w zależności od fazy cyklu
komórkowego. I tak, takie leki jak CAM (inhibitor topoizomerazy I), TN i AMSA

(inhibitoiy topoizomerazy II) najbardziej efektywnie indukują apoptozę w komór­
kach będących w fazie syntezy DNA (S). Inne czynniki, takie jak FTS (inhibitor
topoizomerazy II), AZT (azacytydyna — analog puiynowy), gaz musztardowy
i hipertermia preferencyjnie zabijają komórki nie dzielące się. Różnice w podat­
ności na apoptozę komórek w zależności od fazy cyklu komórkowego stanowią
prawdopodobnie odbicie stopnia uszkodzenia z jednej strony oraz zdolności

naprawczych komórek z drugiej. Wiedza na temat skuteczności indukcji śmierci

komórkowej przez różne czynniki w zależności od fazy podziałowej komórek

powinna przyczynić się do znacznie bardziej racjonalnego stosowania terapii
kombinowanej w leczeniu nowotworów.

APOPTOSIS AND ONCOGENESIS

Summary
It is believed that neoplastlc cells are immortal because they have acąuired an unlimited

capability to proliferate. In the light of recent studies concerning apoptosis we should ask whether
this is caused only by their increased proliferation ratę, or also by a decrease in the ratę ofceli death.

Apoptosis is a defense mechanism against mutations as well as a means for controlled deletion of
cells from dense tissue structures during development and subseąuent homeostasis. Morphological
and physiological features of apoptosis have been well documented, and the early signals capable
of inducing apoptosis have also been well defined. Several genes involved in controlling the process
(activation and inhibition) have been identifled, although we are still far from understanding the
molecular mechanisms whereby apoptotic signals are transduced, or integrated to set in motion the
celi death machinery.

Over the past several years it has gradually emerged that the control of apoptosis is intimately
connected with the control of celi proliferation. The mechanisms controlling proliferation are

becoming increasingly well understood and appear to involve cyclins, oncogenes and tumor

suppressor genes. It seems that the link between tumor suppressors such as p53 and Rb and
actlvators (cyclins) as well as inhlbitors of cycline-dependent kinases is now firmly established.

It is evident that apoptosis can be induced by a variety of antineoplastic drugs with diverse
Chemical structure and different mechanism ofaction. Nevertheless, the data concerning the klnetics
of the process in vivo, which probably depends on the cancer type and the drug used, is scant. In

futurę, better characterization ofthis process should lead to improvement of the rationale of cancer

treatment.
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Obecny stan wiedzy pozwala na zwalczanie chorób nowotworowych w opar­
ciu o trzy główne metody lecznicze — operacyjną, radioterapię i chemioterapię.
Dwie pierwsze metody mają w pewien sposób ograniczony zasięg stosowania
i nie mogą być stosowane w zwalczaniu niektóiych nowotworów, jak na przykład
białaczek. Chemioterapia może być stosowana w leczeniu większości nowotwo­
rówjako metoda samodzielna lub w połączeniu z innymi, szczególnie w połącze­
niu z metodami chirurgicznymi (Hill 1978).

Nowe, rozwijane w kilku ostatnich latach metody, takie jak molekularna

immunoterapia (Dietrich i współaut. 1993) czy terapia genowa (Eng i Ponder

1993, McCabe 1993, ZAGOŻDŻONi Gołąb 1994) budzą ogromne zainteresowanie,
jednak dotychczas ich zastosowanie ogranicza się do sporadycznych klinicznych
doświadczeń. Żywiołowo rozwijająca się genetyka molekularna stara się zbadać

i zrozumieć kaskadę zjawisk prowadzących do takich zmian regulacji procesów
podziałowych komórki, w których prawidłowa komórka staje się komórką nowo­
tworową, dzielącą się w sposób szybki i niepohamowany (Sager 1989, Hollings-
worth i Lee 1991). Dzisiejszy stan wiedzy w tej dziedzinie pozwala ustalić ryzyko
zapadania na choroby nowotworowe i możliwość zapobiegania tym chorobom

(Marx 1989, Steffen 1993), ale lepsze zrozumienie procesów prowadzących do

powstania nowotworu zapewne pozwoli na znalezienie w ciągu kilku następnych
lat nowych, bardziej skutecznych od dotychczas stosowanych metod terapeuty­
cznych. Do tego czasu chemioterapia będzie metodą powszechnie stosowaną
w leczeniu nowotworów, a współcześni badacze, lepiej rozumiejąc mechanizmy
działania cytostatyków, będą syntetyzować skuteczniejsze leki.
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Podstawowym problemem w rozwoju współczesnej chemioterapii nowotwo­
rówjest niemożność znalezienia istotnej, wyraźnej różnicy w procesach bioche­
micznych pomiędzy komórką prawidłową, a powstającą z niej komórką nowo­
tworową (Hartwell i Kastan 1994). Poszukuje się więc leków, które hamowałyby
podstawowe procesy komórkowe, takie Jak synteza DNA i białek, a także

wpływały na regulację tych procesów. Proces poszukiwania, a w zasadzie

projektowania (drug design) nowych tego typu leków, jest wysiłkiem zespołowym
badaczy z kilku dziedzin: chemii medycznej, farmakologii biochemicznej, che­
mioterapii eksperymentalnej i klinicznej (Montgomery 1983, Prejean i Montgo­
mery 1984).

Stosowane w klinice leki przeciwnowotworowe wpływają w różny sposób na

podziały komórkowe. Wszystkie leki cytostatyczne oddziaływują na różne stadia

procesu podziałowego komórki, i to zarówno komórki prawidłowej, jak i nowo­
tworowej . Brak wybiórczego działania cytostatyków stanowi największy problem
współczesnej chemioterapii. Rodzi się więc podstawowe pytanie, w Jaki sposób
zaplanować chemioterapię, aby cytostatyki działały głównie na komórki nowo­
tworowe, a nie komórki prawidłowe (Bertino 1979). Stąd też we współczesnej
chemioterapii stosuje się różnego rodzaju modulacje biochemicznego działania

cytostatyków, prowadzące do zwiększenia ich cytotoksycznego efektu w stosun­
ku do komórek nowotworowych i ochronę komórek prawidłowych. Jest to jedno
z głównych zadań eksperymentalnej chemioterapii, ponieważ tego typu modu­
lacje danego cytostatyku zależą nie tylko od rodzaju nowotworu, ale jak się
wydaje, także od indywidualnego stanu metabolizmu pacjenta. Przedstawienie

tego zagadnienia będzie jednym z głównych zadań naszego artykułu. Przy
projektowaniu i stosowaniu różnego rodzaju cytostatyków należy pamiętać, że

mogą one powodować oporność wielolekową (Harrap i Jackson 1978, Beck

1987, Roninson 1991, Grzelakowska-Sztabert 1995) i efekty uboczne, na

przykład efekty wolnorodnikowe i karcynogenne (Malec 1989). Trzeba również
mieć na uwadze sposoby usuwania nadmiaru cytostatyku (Reilly i Workman

1994) i pory jego podawania (chronofarmakologia) (Belanger 1993).
Racjonalność w projektowaniu leków związanych z hamowaniem podziałów

komórki najprościej można osiągnąć wykorzystując odpowiednie inhibitory
enzymów biorących udział w tym procesie. W chwili obecnej jest znanych około
90 reakcji enzymatycznych zaangażowanych w syntezę de novo nukleotydów
purynowych i pirymidynowych, ich interkonwersję i polimeryzację do kwasów

nukleinowych, a także w reakcje tak zwanej drogi ratunkowej (salvage pathway).
Z tej grupy enzymów tylko około 16 może być hamowanych przez metaboliczne

analogi ich substratów albo produkty reakcji, uznane za związki o działaniu

przeciwnowotworowym (anticancer activity) (Montgomery 1983). Z wyjątkiem
wczesnych etapów biosyntezy urydylanu, reakcje enzymatyczne prowadzące do

powstania RNA lub DNA przebiegają przez kolejne etapy fosforylacji nukleozydów
(Heidelberger i wpółaut. 1983, Shugar 1991). Reszta fosforanowa tych związ­
ków odgrywa bardzo ważną rolę w ich wiązaniu do miejsc aktywnych enzymów
i zmiana strukturalna w tej części cząsteczki powoduje często zahamowanie

reakcji syntezy rybo- i dezoksyrybonukleotydów. Stąd też odpowiednie mono-,
di- i trifosforany nukleozydów są najbardziej znanymi inhibitorami biosyntezy
RNA i DNA. Jednakże związki te w warunkach in vivo, w obecności różnych
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fosfataz, są nietrwałe (ulegają defosforylacji) (WEBERiwspółaut. 1994), a ponadto
nie przechodzą przez błonę komórkową (Montgomery 1983). Z tego też powodu
antymetabolity purynowe i pirymidynowe muszą być podawane jako wolne

zasady lub też nukleozydy i w większości przypadków są wewnątrzkomórkowo
przekształcane do nukleotydów (Shugar 1992). Stąd też niezwykle Jest istotna

modyfikacja w strukturze chemicznej antymetabolitów, która powoduje zmiany
w wewnątrzkomórkowym metabolizmie leku. Takie podejście do chemioterapii
jest możliwe wyłącznie wtedy, gdy są znane podstawowe prawidłowości metabo­
lizmu nukleotydów i mechanizm działania ich antymetabolitów. Do antymeta­
bolitów, o których wiadomo, że hamują biosyntezę kwasów nukleinowych na

wczesnych etapach jej przebiegu należą: 5-fluorouracyl (5FU), ametopteiyna
(MTX, metotreksat), 6-merkaptopuryna (6MP) i 1-P-D-arabinofuranozylocytozy-
na (araC).

ANTYFO LIANY

MTX (4-amino-lO-AI-metylofolian), najbardziej znany metaboliczny analog
folianu (iyc. 1), lek, którego wielokierunkowy mechanizm działania został do­
kładnie poznany w zasadzie w ostatnich latach, jest stosowany w klinice od

prawie 45 lat, szczególnie przy leczeniu wielu typów białaczek i niektórych
innych nowotworów (Jolivet i współaut. 1983). Jest to inhibitor reduktazy
dihydrofolianowej (E.C. 1.5.1.3) (Matherly i współaut. 1983), a jego metabolity
powstające wewnątrzkomórkowo (y-glutamylowe pochodne MTX) (Balińska
iwspółaut. 1981), są inhibitorami syntazy tymidylanowej (E.C.2.1.1.45) (synteza
tymidylanu) (Allegra, Chabner i współaut. 1985) i transformylaz iybonukleo-
tydów glicynamidu i aminoimidazolokarboksyamidu (E.C. 2.1.1.21 i E.C.

2.1.1.22) (synteza puiyn) (Allegra, Drakę i współaut. 1985) (ryc. 2). To wielo­
kierunkowe działanie MTX powoduje, że jest to niezwykle silnie działający
cytostatyk, hamujący podziały nie tylko szybko dzielących się komórek nowo­
tworowych, ale również dzielących się komórek prawidłowych. Dlatego też od

ARABINOZYD CYTOZYNY

Ryc. 1. Wzory strukturalne wybranych antymetabolitów.
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Ryc. 2. Hamowanie przez antyfoliany aktywności cyklu metabolicznego prowadzącego
do syntezy puryn i pirymidyn.

Enzymy: 1. hydroksymetylotransferaza serynowa; 2. syntaza tymidylanowa; 3. reduktaza dihydrofo-
lianowa; 4. wielofunkcyjny enzym o właściwościach dehydrogenazy 5, lO-metylenotetrahydrofollanu,
cyklohydrolazy 5,10-metenylotetrahydrofolianu, syntetazy łO-formylotetrahydrofolianu; 5. formylo-
transferaza rybonukleotydu glicynamidu; 6. formylotransferaza rybonukleotydu aminoimidazo-

lokarboksyamidu. Substraty i produkty reakcji: H2PteGlun, dihydrofollan; H4PteGlun tetrahydro-
folian; CH2H4PteGlun, 5,10-metylenotetrahydrofolian; 10-CHO-H4PteGlun, 10-formylotetrahydrofo-
lian; GAR, rybonukleotyd glicynamidu; AICAR, rybonukleotyd aminoimldazolokarboksyamidu: IMP,
inozynomonofosforan: dUMP, dezoksyurydynomonofosforan; dTMP, dezoksytymidynomonofosforan.
f— Oznacza pochodną formylową; glun — oznacza ilość reszt glutamylowych w cząsteczce folianu .In­
hibitory: TMTX, trimetreksat; PDDF, 10-propargylo-5,8-di-deazafolian; DDATHF, 5,10-dldeazatetra-

hydrofolian.

wielu lat szuka się sposobów zmniejszenia jego cytotoksycznego działania.

Jednym ze sposobów stosowanych od lat w klinice jest podawanie w odpowied­
nim czasie po MTX—leukoworyny— 5-formylotetrahydrofolianu, zredukowanej
formy kwasu foliowego (Matherly i współaut. 1983, Boarman i współaut. 1990).
Związek ten jest transportowany do komórki tą samą drogą co MTX, ulega też

glutamylacji (Henderson i współaut. 1986), takjak MTX, przy czym leukoworyna
jest lepszym fizjologicznym substratem dla procesu glutamylacji (Cichowicz
i Shane 1987). Poliglutamylowe pochodne zarówno MTX, jak i leukoworyny są

zatrzymywane przez komórkę i w tej formie nie mogąjej opuszczać (Balińska
i współaut. 1981). A więc podanie leukoworyny przed MTX może zniweczyć
cytostatyczne działanie MTX, a w odpowiedniej dawce i czasie po podaniu może

zmniejszyć jego cytotoksyczność. Drugim sposobem jest taka modyfikacja czą­
steczki MTX, aby nie ulegała ona glutamylacji. Taką modyfikacją może być
zablokowanie y-glutamylowej reszty (na przykład fluoroMTX) (Galivan i współ­
aut. 1985) lub zamiana jej na cząsteczkę nie ulegającą y-glutamylacji (na
przykład trimetreksat) (Werbel 1984). Związki te są dużo słabszymi cytostaty­
kami ze względu na to, że nie tworząc poliglutaminianów nie pozostają długo
w komórce, a co najważniesze nie hamują innych reakcji enzymatycznych o tak

kluczowym znaczeniu, tak jak glutamylowe pochodne MTX. Ponadto, przy
stosowaniu związków nieulegających glutamylacji, a więc hamujących tylko
reduktazę dihydrofolianu, można stosować terapię kilku leków w stężeniach
mniej toksycznych niż przy stosowaniu tych leków osobno (Balińska 1993). I tak
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podanie trimetrexatu, hamującego reduktazę dihydrofolianową (ryc. 2), powo­
duje zmniejszenie wewnątrzkomórkowego stężenia metylenotetrahydrofolianu,
substratu syntazy tymidylanowej (ryc. 2) (Rhee i współaut. 1990); a następnie
podanie inhibitora syntazy tymidylanowej, takiegojak pochodna chinazolinowa

(PDDF, 10-propargylo-5,8-dideazafolian), wymagajuż tylko 6-8-krotnie niższego
stężenia niż stosowane, gdy lek jest podany pojedynczo (Galivan i współaut.
1987). Efekt ten, nazywany synergizmem działania cytostatyków, jest ostatnio

intensywnie badany. Wydąje się, że synergistyczne działanie antymetabolitów
powoduje silniejsze działanie leków na szybko dzielące się komórki nowotworowe

niż na dzielące się prawidłowe komórki organizmu. Lekami o synergistycznym
działaniu są pochodne dideazafolianowe: inhibitor syntazy tymidylanowej —

10-propargylowa pochodna 5,8-dideazafolianu (PDDF) (Jones i współaut. 1981,
Jackson i współaut. 1983) oraz inhibitor transformylaz iybotydów glicynamidu
i aminoimidazolokarboksyamidu — 5,10-dideazatetrahydrofolian (DDATHF),
które przechodzą pierwsze próby kliniczne (Beardsley i współaut. 1988, Bo-
SCHELLi i współaut. 1988). Głównym więc zadaniem współczesnej ekspeiymen-
talnej chemioterapii jest ustalenie właściwej kolejności podawania leków, aby
w niższych stężeniach działając synergistycznie powodowały wielokrotnie silniej­
szy efekt cytostatyczny dla szybko dzielących się komórek nowotworowych niż

działając osobno.

FLUOROURACYL

Innym antymetabolitem stosowanym powszechnie w chemioterapii nowo­
tworów jest fluorouracyl (rys. 1), który musi zostać przekształcony wewnątrz-
komórkowo w odpowiedni trifosforan, aby osiągnąć swój efekt działania —

włączenie do nukleotydu (Heidelberger i współaut. 1983). FUTP może być
włączany do RNA (PiNEDO i PETERS 1988) — zmieniając jego strukturę wpływa
najego właściwości, między innymi na proces splicing’u (Doong i Dolnick 1988).
Jako FdUMP jest inhibitorem syntazy tymidylanowej (Danenberg 1977)
i w konsekwencji również inhibitorem syntezy DNA (Canman i współaut. 1992,
Canman i współaut. 1993). Ponadto wydaje się, że stosowanie fluorouracylu
pojedynczojest o wiele mniej korzystne niż w przypadku stosowania kilku leków.
Jak było to wspomniane w rozdziale o antyfolianach, jednym z kandydatów do

współdziałania z FU Jest MTX lub inny inhibitor reduktazy dihydrofolianowej.
Bardzo ważną rzecząjest odpowiednia kolejność stosowania leków. Podanie FU

przed MTX powoduje działanie antagonistyczne (Bowen i współaut. 1978, UL­
LMAN i współaut. 1978), a podanie najpierw MTX a potem FU wywołuje efekt

synergistyczny (Cadman i współaut. 1981, Cadman i współaut. 1979). Podobny
efekt może wywołać cis-platyna (cis-diaminodichloroplatin), która zmienia we­
wnątrzkomórkowy poziom zredukowanych folianów, a więc i jednego z substra­
tów enzymu docelowego — syntazy tymidylanowej (Scanlon i współaut. 1986).
Podobne synergistyczne efekty uzyskano stosując FU i cyklofosfamid (silny
czynnik alkilujący), choć mechanizm współdziałaniajest zupełnie inny i polega
prawdopodobnie na zwiększeniu inhibicji syntezy de novo lub syntezy repera-
cyjnej DNA powodując prawdopodobnie szybszą śmierć komórki niż leki stoso-
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wane pojedynczo (Fernandes i Klubes 1979). Ponadto wydaje się, że podobnie
jak przy stosowaniu MTX, działanie FU może być modulowane przez podanie
leukoworyny (Keyomarsi i Moran 1988, Grem i współaut. 1987, Wright
i współaut. 1989). Jednakże mechanizm jest tu inny, ponieważ nadmiar zredu­
kowanych pochodnych folianowych ( w tym substratu syntazy tymidylanowej),
pochodzący z leukowoiyny, tworzy w obecności FdUMP (pochodnej FU) stabilny
kompleks trój cząsteczkowy z syntazą tymidylanową— enzym-substrat-inhibitor
— powodując zwiększenie inhibicji enzymu o około 30%. Stąd też leukoworynę
podaje się Jednocześnie z FU, lub też natychmiast po podaniu FU.

AraC (9-P-ARABINOFURANOSYLCYTOZYNA)

AraCjest to analog pirymidyny (rys. 1), który, występując w komórce w formie

aktywnej jako araCTP, powoduje inhibicję reduktazy dwufosfonukleozydów ijest
włączany do DNA. Na tym, jak wydaje się, polega jego główne działanie (White
i współaut. 1987). Ponadto może on być w komórce dezaminowany do araU, co

powoduje inaktywację jego własności cytostatycznych (Chou i współaut., 1975).
Stąd też poszukuje się odpowiednich modyfikacji cząsteczki araC, tak, aby nie

ulegała ona dezaminacji. Najbardziej obiecującym Jest 2'2'-dwufluorodezoksy-
cytydyna (gemcibina) — związek stabilny i mający już swoje kliniczne zastoso­
wanie (Hertel i współaut. 1990).

6-MERKAPTOPURYNA (6MP)

6-Merkaptopuryna jest związkiem stosowanym w klinice od 1953 roku.
Mechanizm jego działania polega na blokowaniu biosyntezy rybonukleotydów
i włączaniu się do DNA (Lennard 1992). Związek ten jest stosowany ostatnio
z 6-tioguanidyną, która nie tylko włącza się do DNA (hamując proces replikacji),
ale prawdopodobnie blokuje też syntezę tRNA (Morgan i współaut. 1994).
Związek ten stosowany wraz z MTX daje efekt synergistyczny poprzez zwielokrot­
niony efekt zahamowania syntezy puryn (Bókkerink i współaut. 1986). Stosuje
się również pochodne adenozyny, których działanie Jest oparte na inhibicji
reduktazy nukleotydów, polimerazy DNA lub też włączaniu do DNA (Cheson
1992). W aktywacji proleku wewnątrz komórki bierze także udział kinaza

dezoksycykliny.
Opisane powyżej antymetabolity nie mają prawdopodobnie efektów karcyno-

gennych w przeciwieństwie do związków alkilujących. Dlatego związki te i ich
biochemicznie zmodyfikowane analogi budzą szerokie zainteresowanie.

Oprócz dotychczas omówionych związków stosuje się również interferon
w połączeniu z FU i MTX. Przypuszczalnie może on działać jako związek
wzmacniający inhibicję syntazy tymidylanowej lub też, co jest bardziej prawdo­
podobne, jako inhibitor dehydrogenazy dihydropirymidynowej w jednojądro-
wych komórkach krwi obwodowej hamując w ten sposób uwalnianie FU
z komórek (Yee i współaut. 1992). Innym związkiem jest dwupyridamol, który
hamuje transport nukleozydów i ich inhibitorów, powodując w wielu przypad-
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kach (MTX, FU, araC) (Nelson i Drakę 1984, Grem i Fisher 1989, Chan 1989)
zahamowanie transportu nukleotydów potrzebnych do uruchomienia drogi
ratunkowej.

Poszukuje się nowych antymetabolitów, które poprzez specjalne podawanie
z różnymi związkami, w różnym reżimie terapeutycznym, mogą powodować
efekty synergistyczne. Wydaje się, że to działanie będzie główną strategią che­
mioterapii w przyszłości. Klinicyści muszą jednak pamiętać, że dawki leków

należy podawać pacjentom w sposób indywidualny w zależności od rodzaju
nowotworu, poziomu określonego metabolitu w tkankach pacjenta i efektów

ubocznych spowodowanych stosowaniem tych cytostatyków.

EXPERIMENTAL BASIS OF CANCER CHEMOTHERAPY

Summary

The use of anticancer drugs interacting with synthesis of RNA, DNA and protein precursors is

briefly discussed. The selectivlty of these drugs can be enhanced by biochemical modulations

involving pharmacological manipulatlon of intracellular drug metabolism pathways. This rational

approach to cancer chemotherapy has been madę possible thanks to the knowledge of normal
nucleotide metabolism and mechanlsms of actlon of anticancer drugs, including: 5-iluorouracil,
methotrexate, 6-mercaptopurine and lf-arabinofuranosylcytosine.

LITERATURA

Allegra C. J., Chabner B. A., Drakę J. C., Lutz R., Rodbard D., Jolivet J., 1985. Enhanced inhibition

ofthymidylate synthcise by methotrexate polyglutamates. J. Biol. Chem. 260, 9720-9726.

AllegraC. J., Drakę J. C., JolivetJ., ChabnerB. A, 1985. Inhibitionofphosphoribozyl-aminoimidazol-
carboxyimide transformylase by methotrexate and dihydrofolic acidpolyglutamates. Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 82, 4881-4885.

Balińska M., 1993. Suneraistic celi growth inhibition bu combination ofantifolates. Acta Biochim.
Polon. 40, 369-373.

Balińska M., Galivan J., Coward J. K., 1981. Effluxofmethotrexate and itspolyglutamatesfrom hepatic
cells in oitro. Cancer Res. 41, 2751-2756.

Beardsley G. P., Moroson B. A., Taylor E. C., Moran R. G., 1988. A newfolate antimetabolite

5,10-dideaza-5,6,7,8-tetrahydrofolate is apotent inhibitor ofde nooopurine biosynthesis. J. Biol.
Chem. 264, 328-333.

Beck W. T., 1987. The Biology ofmultiple drug resistance. Blochem. Pharmacol. 36, 2879-2887.
Belanger P. M., 1993. Chronopharmacology in drug research and therapy. Adv. Drug Res. 24, 1-80.
Bertino J. R., 1979. Toward improued selectioity in cancer chemotherapy: The Richard and Hirtda

Rosenthal Foundation Award Lecture. Cancer Res. 39, 293-304.
Boarman D. M., Baram J., Allegra C. J., 1990. Mechanism of leucooorin reoersal ofmethotrexate

cytotoxicity in human MCF-7 breast cancer cells. Biochem. Pharmacol. 40, 2651-2660.
BOkkerink J. P. M., BakkerM. A. H., HulscherT. W., i inni, 1986. Sequence-, time anddose-dependent

synergism ofmethotrexate and 6-mercaptopurine in malignant human T-lymphoblasts. Blochem.
Pharmacol. 35, 3549-3555.

Boschelli D. H., Webber S., WhiteleY J. M., OronskY A L., Kerwar S. S., 1988. Synthesis and

biologicalproperties of5,10-dideaza-5,6,7,8-tetrahydrofolic acid. Arch. Blochem. Blophys. 265,
43-49.

Bowen D., White C. J., Goldman J. D., 1978. A Basis offluoropyrimidine induced antagonism to

methotrexate inEhrlich ascites tumor cells in oitro. Cancer Res. 38, 219-222.
CadmanE., BenzC., HeimerR., O’Shaughnessy J., 1981. Effect ofde nooopurine synthesis inhibitors

on 5fluorouracil metabolism and cytotoxicity. 30, 2469-2472.
Cadman E., HeimerR., Davis L., 1979. Enhanced5fluorouracil nucleotideformationafter methotrexate

admiriistration: explanationfor drug synergism. Science 205, 1135-1137.



372 Małgorzata Balińska 1 współpracownicy

Canman C. E., Lawrence T. S., Shewach D. S., Tang H. -Y., Maybaum J., 1993. Resistance to

fuorodeoxyuridine-inducedDNA damage and cytotoxicity correlates wtth an elenation ofdeoxyu-
ridine triphosphata.se actwity andfailure to accumulate deoxyuridine triphosphate. Cancer Res,
53, 5219-5224.

Canman C. E., Tang H.-Y.,Normolle D. P., Lawrence T. S., Maybaum J., 1992. Variation inpatterns of
DNA damage induced in human colorectal tumorcells by 5fluorodeoxyuridine — implicationsfor
mechanisms ofresistance and cytotoxicity. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89, 10474-10478.

Chan T. C. K., 1989. Augmentation of1 -ft-D-arabinofuranosylcytosine cytotoxicity in human tumorcells

by inhibiting drug efflux. Cancer Res. 49, 2656-2660.
Cheson B. D., 1992. Thepurine analogs — a therapeutic beauty contest. J. Clln. Oncol. 10, 352-355.
Chou T. C., Hutchinson D. J., Schmid F. A., 1975. Metabolism and selectwe effects of1 fi-D-arabino-

furanosylcytosine in L1210 and host tissues in nitro. Cancer Res. 35, 225-236.
Cichowicz D. J., Shane B., 1987. Mammalianfolylpoly-y-glutamate synthetase. Substrate specificity

and kinetic properties. Biochemistry 26, 513-521.

DanenbergP. V., 1977. Thymidylate synthetase— a target enzyme in cancer chemotherapy. Blochim.

Blophys. Acta 473, 73-93.
Dietrich P. Y., Farace F., Caignard A., Escudier B., Triebel F., 1993. Irrununotherapy ofcancer —

current deuelopments andfuturę strategies. Buli. Cancer 80, 584-600.

Doong S.-L., DolnickB. J„ 1988. 5-Fluorouracilsubstitutionalterspre-mRNA splicing in nitro. J. Biol.
Chem. 263, 4467-4473.

Eng C., Ponder B. A. J., 1993. The role ofgene mutation in the genesis offamilial cancers. FASEB J.

7, 910-919.
Fernandes D. J., Klubes P., 1979. A Biochemical andpharmacological study oftherapeutic synergism

with 5-Jluorouracil plus cyclophosphamide in murine L1210 leukemia. Cancer Res. 39, 1396-
1404.

Galivan.J,, Inglese J., McGuireJ. J., Nimec Z., Coward J. K., 1985. y- Fluoromethoterexate: synthesis
and biological actwity ofa potent inhibitor ofdihydrofolate reductase with greatly diminished

ability toformpoły-y- glutamates. Proc. Natl. Acad. Scl. U.S.A. 82, 2598-2602,
Galiyan J„ Nimec Z., Rhee M., 1987. Synergistic growth inhibition ofrat hepatoma cells exposed in

nitro to N10-propargyl-5,8-dideazafolate with methotrexate and the lipophilic antifolates trimetre-
xate or metoprin. Cancer Res. 47, 5256-5260.

Grem J. L., Fisher P. H., 1989. Enhancement of5-fluorouracil anticancer actwity by dipyridamole.
Pharmacol. Therapeut. 40, 349-371.

Grem J. L., Hoth O. F., Hamilton J. M., King S. A., Leyland-Jones B., 1987. Oueruiewofcurrent status

andfuturę direction ofclinical trials with 5-fluorouracil with combination withfolinic acid. Cancer
Treat. Rep. 71, 1249-1264.

Harrap K. R., Jackson R. C., 1978. Biochemical mechanisms ofresistance to antimetabolites.[ W:]
Antibiotics and Chemotherapy, (red.) SchOnfeld, H„ Kragen S„ Basel, 228-237.

Hartwell L. H., Kastan M. B., 1994. Celi cycle control and cancer. Science, 260, 1821-1827.

Heildelberger C., Danenberg P. V., Moran R. G., 1983. Fluorinatedpyrimidines and their nucleosides.
Adv. Enzymol., 54, 57-119.

Henderson G. B., Suresh M. R., Vitols K. S., Hunnekens F. M., 1986. Transport offolate compounds
in LI210: kinetic enidence thatfolate irtflwc proceeds nia high-ąffinity transport systemfor
5-methyltetrahydrofolate and methotrexate. Cancer Res. 46, 1639-1643.

Hertel L. W., Boder G. B., Kroin J. S., Rinzel S. M., Poore G. A., Todd G. C., Grindey G. B., 1990.
Eualuation ofthe antitumor actwity ofgemcitabine (2',2'-difluoro-2'-deoxycytidine). Cancer Res.
50. 4417-4422.

Hill B. T., 1978. The releuance ofcertain concepts ofceli cycle kinetics. Biochlm. Blophys. Acta 516,
389-417.

Hollingsworth R. E., Lee W. H., 1991. Tumor suppressor genes: new prospectsfor cances research.
J. Natl. Cancer Inst. 83, 91-96.

Jackson R. C., Jackman A. L., Calvert A. H., 1983. Biochemical effects ofąuinazoline inhibitor of
thymidylate synthase, N-(4(N-((2-amino-4-hydroxy-6-quinazolinyl)methyl)prop-2 -ynylamino)ben-
zoyl)-L-glutamic acid (CB37-17) on human lymphoblastoid cells. Blochem. Pharmacol. 24, 3783-
3790.

Jolivet J„ Cowan K. H., Curt G. A., Clendeninn N. J., Chabner B. A., 1983. The pharmacology and
clinical use ofmethotrexate. N. Engl. J. Med. 292, 1094-1104.



Chemioterapia nowotworów 373

Jones T. R., Calvert A. H., Jackman A. L., Brown S. J., Harrap K. R., 1981. A potent antitumor

quinazoline inhibitor of thymidylate synthase: synthesis, biological properties and therapeutic
results in mice. Eur. J. Cancer 17, 11-19.

Keyomarsi K., Moran R. G., 1988. Mechanism of the cytotoxic synergism ofJluoropyrimidines and

folinic acid in mouse leukemie cells. J. Biol. Chem. 263, 14402-14409.
Lennard L., 1992. The clinical pharmacology of 6-mercaptopurine. Eur. J. Clin. Pharmacol. 43,

329-339.
Malec J., 1989. Role rodników tlenowych i antyoksydantów w ubocznej toksyczności chemioterapii

nowotworowej oraz próbyjej zapobiegania. Wiad. Lekarskie 42, 19-21.
Marx J., 1989. Many gene changesfound in cancer. Science 246, 1386-1388.

Matherly L. H., Try D. G., Goldman I. D., 1983. Role ofMTXpolyglutamation and cellular metabolism
in inhibition ofmethotrexate binding to dihydrofolate reductase by 5-formyltetrahydrofolate in
Ehrlich ascites tumor cells in uitro. Cancer Res. 43, 2694-2699.

McCabe E. R. B., 1993. Clinical application ofgene therapy: emerging opportunities and current

limitation. Blochem. Med. Metabol. Blol. 50, 241-253.

Montgomery J. A., 1983. Introduction: cancer chemotherapy and the medicinal chemist. [W:] Deuelop-
ment ofTarget-Oriented Anticancer Drugs, (red.) Cheng Y. -C. 1 Inni, Raven Press, New York.

Morgan C. J., Chawdry R. N., Smith A R., Siravo-Sagraves G., Trewyn R. W., 1994. 6-Thioguanine-
induced growth arrest in 6-mercaptopurine-resistant human leukemia cells. Cancer Res. 54,
5387-5393.

Nelson J. A., Drakę S., 1984. Potentiation ofmethotrexate toxicity by dipyridamole. Cancer Res. 44,
2493-2496.

Pinedo H. M., Peters G. J., 1988. 5-Fluorouracil: biochemistry andpharmacology. J. Clin. Oncol. 6,
1653-1664.

Prejean J. D., Montgomery J. A., 1984. Stucture-actiuity relationships in the carcinogenicity of
anticancer agents. Drug Metabolism Rev. 15, 619-646.

Reilly J. J., Workman P., 1994. Is body composition an important uariable in the pharmacokinetics of
anticancer drug? Cancer Chemother. Pharmacol. 34, 3-13.

Rhee M. S., Balińska M., Bunni M., Priest D. G., Maley G. F., Maley F., Galivan J., 1990. Role of
substrate depletion in the inhibition of thymidylate biosynthesis by dihydrofolate reductase
inhibitor trimetrexate in cultured hepatoma cells. Cancer Res. 50, 3979-3984.

Roninson I. B., 1991. P-Glycoprotein-mediated drug resistance: puzzles and perspectwes. [W:]
Molecular and Cellular Biology ofMultidrug Resistance in Tumor Cells. (red.) Roninson I. B.,
Plenum Publ. Co, New York, 395^402.

Sager R., 1989. Tuinorsuppressorgen.es: the puzzle and thepromise. Science 246, 1406-1412.
Scanlon K. J., Newman E. M., Lu Y., Priest D. G., 1986. Biochemical basis for cisplatin and

5-Jluorouracil synergism in human ouarian carcinoma cells. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83,
8923-8925.

Shugar D., 1992. Phosphorylating enzymes involved in actwation ofchemotherapeutic nucleosides
and nucleotides. (W:) MolecularAspects ofChemotherapy, Proceedings ofthe Third International

Symposium on MolecularAspects of Chemotherapy, (red.) D. Shugar, W. Rode, E. Borowski),
Springer-Verlag-PWN, 239-270.

Steffen J., 1993. Postępy w badaniach nad dziedzicznymipredyspozycjami do rozwoju nowotworów

złośliwych. Nowotwory 43, 279-297.
Ullman B., LeeM., Martin D. W., Santi D. V., 1978. Cytotoxicity of5-Jluoro-2-deoxyuridine: requirement

for reducedfolate cofactors and antagonism by methotrexate. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 75,
980-983.

Weber G., HataY., Prajdan., 1994. Roleofdifferentiationinductioninactionofpurineantimetabolites.
Pharmacology World Sci. 16, 77-87.

Werbel L., 1984. Design and synthesis oflipophilic antifols as cancer agents. W: Folate Antagonists
as Therapeutic Agents. (red.) Sirotniak F. M., Burchall, J. J., Ensminger W. B., Montgomery J.

A), tom 1, Academic Press, Orlando, Florlda, 261-290.
White J. C., RathmellJ. M., CapizziR. L., 1987. Membranę transport influences ofratę ofaccumulation

ofcytosine arabinoside in human leukemia cells. J. Clin. Invest. 79, 380-387.

Wright J. E., Dreyfuss A., El-Magharbel I., Trites D., Jones S. M., Holden S. A., Rosowsky A., Frei
III E., 1989. Selectwe expansion of5,10-methylenetetrahydrofolate pools and modulation of
5Jluorouracil antitumor actiuity by leucouorin in vivo. Cancer Res. 49, 2592-2596.



374 Małgorzata Balińska i współpracownicy

Yee L. K., Allegra C. J., Steinberg S. M ., Grem J. L., 1992. Decreased catdbolism ofJluorouractl in

peripheral blood mononuclear cells during combination therapy withjluorouracil, leukouorirt, and

interferon alpha-2a. J . Natl. Cancer Inst. 84. 1820-1825.

Zagożdżon R., Gołąb J., 1994. Terapia genowa w leczeniu nowotworów. Post. Blochem. Kom. 21,
409-429.



Polskie
Towarzystwo

Przyrodników
im. Kopernika KOSMOS1995, 44 (2): 375-403

PL ISSN 0023-4249

Barbara Grzelakowska-Sztabert

Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego, PAN

Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Praca dedykowana Pani Profesor Zofii Zielińskiej
w 80-tą rocznicę urodzin

MECHANIZMY OPORNOŚCI KOMÓREK NA LEKI

PRZECIWNOWOTWOROWE

WSTĘP

Chemioterapia, stosowana od lat jako jeden z niezbędnych elementów
w leczeniu chorób nowotworowych, ma na celu zniszczenie komórek nowotwo­
rowych przy jak najmniejszych uszkodzeniach komórek nosiciela nowotworu.

Jak dotąd nie ma jednak związków, które by wybiórczo niszczyły komórki
nowotworowe. Obecnie stosowane strategie chemioterapeutyczne są ukierunko­
wane, na ogół, na zahamowanie proliferacji komórek nowotworowych poprzez
upośledzenie procesów metabolicznych, niezbędnych dla prawidłowego przebie­
gu podziałów komórkowych. Stosuje się też procedury prowadzące do upośle­
dzenia procesów biochemicznych charakterystycznych wyłącznie dla określone­
go typu nowotworu (Rimington i Riley 1993, Dietel 1991). Mówi się wówczas
o biochemicznej kontroli proliferacji przez leki, które stanowią bądź naturalne,
bądź też syntetyczne analogi podstawowych metabolitów i kofaktorów. Szerokie
zastosowanie jako leki przeciwnowotworowe znalazły:

— związki hamujące syntezę prekursorów kwasów nukleinowych — puiyn
i piiymidyn,

— związki oddziaływujące z DNA i zakłócające dzięki temu przebieg replikacji
i translacji,

— związki hamujące syntezę białek czy też lipidowych składników błon

komórkowych,
— ostatnio także związki przeciwdziałające stymulacji komórek do podziałów

przez czynniki egzogenne.
Skuteczność działania takich leków ogranicza jednak pojawiająca się opor­

ność, tojest brak wrażliwości komórek na podawany lek. Oporność stwierdzaną
już po pierwszym podaniu leku określa się jako oporność wrodzoną. Częściej
jednak oporność pojawia się jako niekorzystny efekt wielokrotnego podawania
leku — mówimy wówczas o oporności nabytej. Wytworzona oporność bywa
nietrwała lub trwała, występująca również w komórkach po usunięciu leku.
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Oporność komórek może także wynikać z różnej wrażliwości na lek komórek

będących w różnych fazach cyklu komórkowego.
Najczęściej populacje komórek opornych otrzymuje się jako wynik selekcji

komórek opornych, obecnych pierwotnie w badanej populacji. Mogą też pojawiać
się one w rezultacie zmian ekspresji pewnych genów pod wpływem różnych
czynników środowiskowych. Niestabilność genomu komórek nowotworowych
sprawia, że właśnie w ich populacjach często pojawiają się komórki oporne.
Mechanizmy prowadzące do powstawania oporności są różnorodne i wydaje się,
że podobne mechanizmy mogą powodować zarówno oporność wrodzoną komó­
rek, jak i nabytą. Mechanizmy te mogą polegać przede wszystkim na zmianach
ilości i właściwości wewnątrzkomórkowych składników, przeciw którym podany
lek został zastosowany. Mogą dotyczyć zmian charakterystyki transportu leków
do komórek, jak i ich usuwania. Mogą też być związane ze zmienioną wewnątrz­
komórkową aktywacją lub dezaktywacją leku. Często też polegają na zwiększe­
niu wydolności szlaków zastępczych. Mechanizmy warunkujące oporność ko­
mórek na leki przedstawię omawiając oporność na: antymetabolity, a w szcze­
gólności na analogi folianu i fluoropirymidyny, związki alkilujące — na przykła­
dzie cis-platyny oraz związki heterocykliczne odpowiedzialne za wystąpienie tak

zwanej oporności wielolekowej.

OPORNOŚĆ NA ANTYMETABOLITY

ANALOGI FOLIANU

Budowa 1 działanie

Analogi folianu stanowią ważną grupę związków o działaniu terapeutycznym,
stosuje się je jako leki przeciwnowotworowe, przeciwbakteryjne i antyzapalne.
W odróżnieniu od analogów puryn, piiymidyn i ich nukleozydów, antyfoliany nie

są włączane do kwasów nukleinowych i w związku z tym nie przejawiają
własności karcynogennych. Jako antyfoliany traktuje się różne pochodne kwasu

foliowego, w tym analogi aminowe (aminopteiyna, ametopteryna, iyc. 1), chi-

Ryc. 1. Struktura folianów i aminofollanów — aminopteryny i ametopteryny.

Strzałką oznaczono wiązania rozkładane przez y-glutamylohydrolazę.
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nazolinowe (na przykład metaskwin, CB 3717), pirymidynowe (trimetoprim,
DDMP), trójazynowe (analog Bakera-T2T) i homofoliany (Grzelakowska-Szta-
bert 1983a i b). Niemalże wszystkie stosowane dotychczas analogi folianu są
inhibitorami reduktazy dihydrofolianowej, enzymu kluczowego w powstawaniu
tetrahydrofolianu i koenzymatycznych form folianu, a w efekcie w biosyntezie
tymidylanu i syntezie DNA. Niektóre tylko antyfoliany (antyfoliany chinazolino-

we) są inhibitorami bezpośrednio syntazy tymidylanowei.
Konsekwencje metaboliczne zahamowania przez antyfoliany powstawania

tetrahydrofolianu nie ograniczają sięjedynie do zahamowania syntezy DNA (ryc.
2). Obniżenie wewnątrzkomórkowej puli uwodorowanych pochodnych foliano-

wych pociąga też za sobą zaburzenia biosyntezy szeregu aminokwasów i puryn,
co w efekcie może prowadzić do śmierci komórek (Manteuffel-Cymborowska
1978, Zielińska 1981, Grzelakowska-Sztabert 1977, 1983aib, Balińska 1988).

Aminowe analogi folianu, aminopteryna i ametopteryna, zsyntetyzowane już
w połowie lat czterdziestych, są jednymi z najczęściej stosowanych do chwili

obecnej leków przeciwnowotworowych w leczeniu przede wszystkim limfomy
Burkitta, kosmówczaka i ostrej białaczki limfocytarnej, a także nowotworów

piersi, głowy i pęcherza (Schweitzer i współaut. 1990, Bertino 1993). Stosowa­
nie antyfolianów jako cytostatyków w dużym stopniu ogranicza jednak ich

toksyczność. Jest to przede wszystkim mielosupresja i zaburzenia funkcjonowa­
nia przewodu pokarmowego. Ponadto pojawia się oporność zarówno wrodzona,
Jak i nabywana w czasie trwania terapii.

synteza
metioniny

interkonwersja
seryny i glicyny

synteza inicjacja
puryn syntezy białek

CH3~H4PteGlu CH2-H4PteGlu CHO-H4 PteGlu

dUMP

DNA dTMP reduktaza

dihydrofolianowa
PteGlu —— H2PteGlu --------- X-------- H4PteGlu

(MTX=^MTXGIu„)

Ryc. 2. Udział koenzymatycznych pochodnych folianowych w procesach metabo­
licznych.

Przekreślona strzałka oznacza hamowanie aktywności reduktazy dihydrofolianowej przez ameto-pte-
rynę (MTX) i jej poliglutamylowe pochodne. Skróty: PteGlu — folian; HaPteGlu — dihydrofolian;
H4PteGlu — tetrahydrofolian; CH3-H4PteGlu, CH2-H4PteGlu, CHO-H4PteGlu — odpowiednio mety-
lo-, metyleno- i formylo-tetrahydrofoliany; dUMP — deoksyurydynomonofosforan; dTMP — deoksy-

tymidynomonofosforan.

Oporność komórek na działanie antyfolianów może wynikać z upośledzenia
ich transportu do komórek, zaburzeń ich wewnątrzkomórkowego metabolizmu,
a zwłaszcza zmian ilości i właściwości enzymu docelowego, reduktazy dihydrofo­
lianowej i/lub syntazy tymidylanowej. Poziom oporności komórek może też
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zależeć od wielkości wewnątrzkomórkowej puli folianu oraz puli metabolitów,
puryn i tymidylanu, których biosyntezę upośledzają antyfoliany.

Oporność wynikająca ze wzrostu ilości i zmian właściwości reduktazy dihydrofolianowej
Wzmożenie syntezy reduktazy dihydrofolianowej, a w konsekwencji wzrost

jej zawartości w hodowanych in vitro mysich komórkach po traktowaniu anty-
folianami wykrytojuż na początku lat sześćdziesiątych. Podobny wzrost syntezy
tego enzymu znaleziono następnie w wielu komórkach nowotworowych podda­
nych działaniu antyfolianów (Grzelakowska-Sztabert 1983a i b, Halfs 1990a).
Ilość reduktazy dihydrofolianowej w komórkach opornych na antyfoliany może

sięgać nawet od kilku do kilkunastu procent rozpuszczalnych białek komórko­
wych. Wzrost ilości reduktazy dihydrofolianowej jest często wynikiem zwielokrot­
nienia w komórkach liczby kopii genu kodującego ten enzym (Schimke 1986).
Amplifikację genu reduktazy dihydrofolianowej znaleziono również w nowotwo­
rach pacjentów leczonych ametopteryną (Schweitzer i współaut. 1990). Należy
zaznaczyć, że zwielokrotnienie liczby kopii genu prowadzące do wzrostu syntezy
enzymów docelowych może zachodzić także pod wpływem innych niż antyfoliany
leków i związków, takich jak na przykład hydroksymocznik, pALA, 6-azaurydy-
na, DFMO i inne (Grzelakowska-Sztabert 1983b). Umiejscowienie zwielokrot­
nionego genu reduktazy dihydrofolianowej bądź to w chromosomach (w homo-

gennie barwiących się fragmentach), bądź też w elementach pozachromosomal-
nych, tak zwanych chromosomach minutowych, decyduje o trwałości bądź też

nietrwałości pojawiającej się oporności (Grzelakowska-Sztabert 1983a i b,
Biedler 1994).

Gen reduktazy dihydrofolianowej jest transkrybowany konstytutywnie
(Farnham i Schimke 1985), a szereg fizjologicznych i środowiskowych czynników

jest zdolnych do modulowania Jego ekspresji (Levine i współaut. 1985, Mariani
i Schimke 1984, Cowan i współaut. 1986). Jako aktywatory transkrypcji genu
reduktazy dihydrofolianowej działają też produkty białkowe onkogenów c-myc
(Denis i współaut. 1991) i Ha-ras (Wani i współaut. 1994), jednakże mechanizm

tej aktywacji pozostaje Jeszcze niewyjaśniony. W promotorze genu reduktazy
występują dwie sekwencje „G/C box” (Chen i współaut. 1984), specyficznie
wiążące czynnik transkrypcyjny SP1. Obecność tych sekwencji jest niezbędna
dla aktywności transkrypcyjnej genu reduktazy (Dynan i współaut. 1986, Farn­
ham i Schimke 1985, 1986, Blume i współaut. 1991).

Transkryptem genu reduktazy dihydrofolianowej jest na ogół kilka różnią­
cych się wielkością (± 1600 nukleotydów) cytoplazmatycznych mRNA, których
translacja prowadzi do syntezy dwóch form reduktazy różniących się nieco

ciężarem cząsteczkowym (Grzelakowska-Sztabert 1983a i b, Schweitzer
i współaut. 1990). W większości komórek opornych na antyfoliany, charaktery­
zujących się obecnością zwiększonych ilości reduktazy dihydrofolianowej, nie

obserwuje się na ogół zmian właściwości tego enzymu. W niektórych jednak
komórkach może dojść do zintensyfikowania syntezy reduktazy dihydrofoliano­
wej o zmienionych właściwościach (Grzelakowska-Sztabert 1983a, Schweitzer
i współaut. 1990), opisywano również komórki, w których wykrywa się jedno­
cześnie prawidłową i zmienioną formę tego enzymu (Melera i współaut. 1984).
„Zmienione” reduktazy dihydrofolianowe charakteryzuje przede wszystkim zna-
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czący wzrost wartości stałej inhibicji Ki dla ametopteryny, a więc obniżenie

powinowactwa enzymu do inhibitora i niewielki spadek powinowactwa do sub­
stratów — dihydrofolianu i NADPH (Grzelakowska-Sztabert 1983a i b).
W ostatnich latach wyjaśniono, że za obniżenie powinowactwa reduktazy dihy-
drofolianowej wobec antyfolianów są odpowiedzialne mutacje prowadzące do

zastąpienia leżących w centrum aktywnym enzymu fenyloalanin (Schweitzer
i współaut. 1989, Morris i McIvor 1994), leucyny (Melera i wspólaut. 1984,
Morris i McIvor 1994) bądź asparaginianu (Yu i Melera 1993) przez inne

aminokwasy. Doniesiono też o wystąpieniu oporności na antyfoliany in vivo

będącej efektem mutacji i zmian aminokwasowych poza centrum aktywnym
reduktazy dihydrofolianowej (Dicker i współaut. 1993).

Oporność wynikająca ze zmian w charakterystyce transportu leków

Za pojawienie się oporności na antyfoliany mogą być również odpowiedzialne
zmiany właściw ości i ilości białek błonowych uczestniczących w ich transporcie
do komórek. W transporcie antyfolianów do komórek uczestniczy błonowy
nośnik, który w warunkach fizjologicznych przenosi przede wszystkim uwodo-
rowane koenzymatyczne pochodne folianowe (Huennekens i współaut. 1978).
Transportowi tych związków towarzyszy przemieszczanie przez błonę anionów

(Henderson 1986). Szereg komórek, zwłaszcza adaptowanych do wzrostu w obe­
cności bardzo niskich stężeń folianu, posiada również odrębny błonowy nośnik

transportujący zarówno nieuwodorowane, jak i uwodorowane pochodne foliano­
we (Elwood 1989). Internalizacja liganda następuje w tych komórkach w wy­
niku endocytozy kompleksu transportującego (Kamen i współaut. 1988). Komór­
ki oporne może cechować obniżenie powinowactwa błonowych nośników do

transportowanych antyfolianów (Grzelakowska-Sztabert 1983a i b, Schwei­
tzer i współaut. 1990) lub zmniejszenie ilości nośników, prawdopodobnie
w wyniku obniżonej ekspresji genu kodującego białko transportujące (Saikawa
i współaut. 1993, Hsueh i Dolnick 1994).

Oporność związana z metabolizmem leków

Antyfoliany zawierające w swej cząsteczce resztę kwasu glutaminowego,
podobnie jak koenzymatyczne pochodne folianowe, ulegają po dostaniu się do
komórek poliglutamylacji przeprowadzanej przez syntetazę poliglutaminianową
(Grzelakowska-Sztabert 1977, Balińska 1988). Poliglutaminianowe pochodne
antyfolianów są znacznie lepiej zatrzymywane w komórkach niż związki zawie­
rające tylko jedną resztę kwasu glutaminowego. Zwiększona retencja poligluta-
minianów antyfolianowych przyczynia się do zwiększenia wywoływanych przez
nie efektów cytotoksycznych (Chabner i współaut. 1985). Co więcej, poligluta-
miniany folianowe są na ogół efektywniejszymi inhibitorami enzymów docelo­
wych niż formy monoglutaminowe (Allegra i współaut. 1985a, Sikora i współ­
aut. 1988). Mogą one także stać się inhibitorami enzymów nie hamowanych
przez pochodne monoglutaminianowe (Allegra i współaut. 1985b). W ostatnich
latach wykazano, że obniżenie wewnątrzkomórkowego poziomu poliglutaminia-
nów antyfolianowych może być odpowiedzialne za wystąpienie oporności. Może

być ono wynikiem drastycznego obniżenia aktywności syntetazy poliglutaminia-
nowej (McCloskey i współaut. 1991, Schweitzer i współaut. 1990), bądź też

zwiększenie aktywności glutamylohydrolazy, enzymu odszczepiającego od poli-
9 — Kosmos
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glutaminianów reszty kwasu glutaminowego (Rhee i współaut. 1993). Należy
podkreślić, że komórki oporne „uruchamiają” najczęściej Jednocześnie różne

mechanizmy unieczynniające lek lub uniemożliwiające jego działanie. Coraz

więcej danych świadczy o tym, że zastosowany przez eksperymentatora sposób
selekcji komórek opornych może decydować, który z mechanizmów ulegnie
aktywacji (Van Der Laan i współaut. 1991). Komórki oporne, w których upośle­
dzenie poliglutamylacji antyfolianujest główną przyczyną ich niewrażliwości na

ametopterynę, uzyskano w wyniku traktowania ich przez krótki czas antyfolia-
nem w dużych dawkach (Pizzorno i współaut. 1988), a więc w sposób analogi­
czny do postępowania klinicznego. Fakt ten, jak również wykazanie, że za

wrodzoną oporność na ametopterynę ludzkich komórek fibrosarkomy może być
odpowiedzialny także brak poliglutamylacji leku (Li i współaut. 1992), wydaje
się mieć duże implikacje kliniczne.

Przezwyciężanie oporności na antyfoliany

Procedury stosowane do przezwyciężania oporności na antyfoliany są równie
licznejak mechanizmy odpowiedzialne zajej wystąpienie. Jeśli główną przyczyną
oporności jest podwyższony poziom reduktazy dihydrofolianowej, to można by
stosować lek, który po uwodorowaniu przeprowadzonym przez reduktazę, ha­
mowałby efektywnie inny ważny metabolicznie enzym, na przykład syntazę
tymidylanową. Jak dotąd nie znaleziono jednakże takiego związku, a próby
z zastosowaniem homofolianu nie powiodły się. Myśli się też o stosowaniu
inhibitorów specyficznie hamujących wyłącznie „zmienioną” reduktazę, a coraz

lepsze poznanie struktury zmienionych reduktaz dihydrofolianowych może do­
prowadzić do zaprojektowania syntezy takich inhibitorów (Grzelakowska-Szta-
bert 1983a i b).

W przypadku, gdy główną przyczyną wystąpienia oporności są zaburzenia

pobierania folianu, to celem Jej przezwyciężania można próbować zwiększać
stężenie stosowanego antyfolianu, stosować kompleksy leku z polimerem o dużej
zdolności penetracji przez błonę lub stosować lek umieszczony w liposomach.
Bardziej jednak efektywne wydaje się stosowanie innych leków, które dostają się
do komórek przy udziale innych mechanizmów niż lek, na który wytworzono
oporność. Coraz większe zastosowanie znajdują lipofilne antyfoliany, na przy­
kład trimetreksat, lek o szerszym niż ametopteryna spektrum działania, nie

ulegający poliglutamylacji (Kamen i współaut. 1984).

FLUOROPIRYMIDYNY

Budowa i działanie

Fluoropirymidyny — 5-fluorouracyl (FUra) i 5-fluorodeoksyurydyna (FdUrd)
(ryc. 3), są od ponad trzydziestu lat stosowane w terapii wielu nowotworów,
zwłaszcza nowotworów przewodu pokarmowego (Heidelberger i współaut.
1983, Grem i Collins 1990). W odróżnieniu od antyfolianów, które działają

cytostatycznie bez aktywacji (poza polyglutamylacją), pobierane przez komórki

fluoropirymidyny wymagają w komórce licznych przekształceń metabolicznych
zanim przejawi się ich działanie hamujące podziały komórkowe. Związkami
efektywnymi są bowiem bądź to mononukleotyd (FdUMP) bądź też trójnukleoty-
dy fluoropirymidyn (FUTP i FdUTP). W przekształceniu fluoropirymidyn
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w „aktywne inhibitorowo” pochodne uczestniczą liczne enzymy, metabolity i ko-

faktory (ryć. 4), jest więc oczywiste, że odpowiedź komórki na działanie fluoropi-
rymidyn, jak i mechanizmy leżące u podstaw oporności (zarówno wrodzonej jak
i nabytej) zależą od wielu czynników i są bardzo złożone (Zhang i współaut. 1992,
Fox i współaut. 1991).

Ryc. 3. Struktura fluoropirymidyn

Inhibitorowe działanie FdUMP polega na hamowaniu aktywności syntazy
tymidylanowej, enzymu przeprowadzającego syntezę de novo nukleotydów tymi-
nowych (Rode 1986). Dzięki utworzeniu kompleksu syntazy tymidylanowej
z pochodną folianową (poliglutaminianem metylenotetrahydrofolianu) i inhibi­
torem nie powstaje dTMP, w efekcie zaś dalszym następują zaburzenia syntezy
DNA i jego transkrypcji oraz zakłócenia podziałów komórkowych. Natomiast

trójnukleotydy fluorodeoksyurydyny (FdUTP) i fluorourydyny (FUTP) mogą być
inkorporowane do DNA i RNA zamiast dTTP i UTP oraz powodować różnego typu
uszkodzenia w cząsteczkach kwasów nukleinowych, między innymi pęknięcia
nici DNA (Canman i współaut. 1992, 1993).

Oporność wynikająca ze wzrostu ilości i właściwości syntazy tymidylanowej

Najlepiej, jak dotąd, zbadanym i często występującym mechanizmem opor­
ności na fluoropirymidynyjest wzrost poziomu syntazy tymidylanowej (Wahstein
1984, Jastreboff i współaut. 1983, Berger i współaut. 1985), lub/i zmiany jej

właściwości, jak na przykład obniżenie powinowactwa enzymu do FdUMP (Mul-
kins i Heidelberger 1982, Bapat i współaut. 1983, Jastreboff i współaut.
1983). Wzrost poziomu syntazy tymidylanowej, wynikający z amplifikacji genu,

nie jest na ogół tak duży, jak w przypadku reduktazy dihydrofolianowej. Nie

mniej jednak komórki zawierające więcej syntazy tymidylanowej niż komórki

macierzyste uzyskują oporność wystarczającą do przeżywania w obecności
FdUMP w stężeniach nawet 10~5M (Rossana i współaut. 1982).



382 Barbara Grzelakowska-Sztabert

Inne mechanizmy oporności na fluoropirymidyny 1 próby ich przezwyciężania
Brak cytotoksycznosci fluoropirymidyn w stosunku do niektórych komórek

opornych może również wiązać się z obniżeniem w nich poziomu aktywności
enzymu fosfoiylującego FdUrd, a mianowicie kinazy tymidynowej (Rossana
i współaut. 1982, Jastreboff i współaut. 1983). W rezultacie w komórkach nie

powstaje FdUMP, inhibitor syntazy tymidylanowej, i w efekcie synteza tymidy-
lanu i DNA nie ulega zakłóceniu.

CH2-H4PteGlu(n) H2PteGlu(n)
dUMP^—^dTMP — dTDP ■—-dTTP

Syntaza
tymidylanowa

I

FdUMP FdUDP FdUTP

Kinaza

tymidylanowa

FdUrd

FUrd---------- - FUMP
Kinaza

urydynowa

reduktaza

rybonukleotydowa

FUDP ------- FUTP ----
* RNA

Dehydrogenaza
dwuhydrouracylu

FUra F-/3 - alanina + NHg+COj

Ryc. 4. Metaboliczne przekształcenia i miejsca działania fluoropiiymidyn.

Przekreślona strzałka oznacza hamowanie syntazy tymidylanowej przez FdUMP. Skróty: dTMP, dTDP
i dTTP — odpowiednio mono-, di- i trlfosforany deoksytymldyny ; FdUrd — 5 -fluoro-2-deoksyurydy-
na; FdUMP, FdUDP, FdUTP — fluorowe pochodne mono-, di- i trifosforanów deoksyurydyny; FUra
— fluorouracyl; FUrd — fluorourydyna; FUMP, FUDP i FUTP — fluorowe pochodne mono-, dl-

1 trifosforanów urydyny; F-p-alanina — fluoro-P alanina. P ozostałe skróty wyjaśniono pod ryc. 2.

Ostatnio doniesiono, że do oporności komórek na fluoropiiymidyny może

przyczyniać się także wzrost aktywności trójfosfatazy deoksyurydynowej pocią­
gający za sobą spadek wewnątrzkomórkowej akumulacji dUTP (Canman i współ­
aut. 1993). Jako nowy mechanizm oporności na fluorouracyl można też trakto­
wać obniżoną zdolność komórek do tworzenia właściwego folianowego substratu

syntazy tymidylanowej, na skutek obniżenia ekspresji genu syntetazy poligluta-
minianowej przeprowadzającej poliglutamylację metylenotetrahydrofolianu
(Wang i współut. 1993)

Przeciwdziałanie oporności na fluoropiiymidyny najczęściej polega na pró­
bach zwiększenia ich cytotoksyczności. Dokonuje się to przede wszystkim
poprzez podwyższenie wewnątrzkomórkowej puli zredukowanych folianów, bę­
dącychjednymi z substratów w reakcji katalizowanej przez syntazę tymidylano-
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wą (na przykład Spears i współaut. 1988). Ułatwia to powstanie trójskładniko­
wego kompleksu syntazy tymidylanowej z pochodną folianową i inhibitorem
i „wyłączenie” funkcjonowania enzymu.

OPORNOŚĆ NA ZWIĄZKI ALKILUJĄCE NA PRZYKŁADZIE CIS-PLATYNY

Liczne dwufunkcyjne związki alkilujące, takie jak na przykład melfalan,
chlorambucil, czy też cyklofosfamid oraz podobne do nich pod względem chemi­
cznym aminowe pochodne platyny, cis-platyna i karboplatyna (iyc. 5), są

związkami elektrofilnymi stosowanymi od lat siedemdziesiątych w terapii nowo­
tworowej. Ich cytotoksyczność wynika przede wszystkim z interakcji z DNA
i powstawania wewnątrzkomórkowych i międzyniciowych wiązań krzyżowych
oraz nietypowych połączeń DNA-białko (Chu 1994, Oliński i Zastawny 1991).
Cis-platyna w dawkach letalnych zatrzymuje komórki w fazie G2 cyklu komór­
kowego, w których następnie ulegają uruchomieniu procesy programowanej
śmierci (Chu 1994). Natomiast cis-platyna w dawkach subletalnych często
indukuje w komórkach oporność.

Ryc. 5. Struktura cis-platyny (cis-DDP), trans-platyny (trans-DDP) oraz karboplatyny
(cis-diamino-1,1-cyklobutano-dikarboksyplatyny II).

Jako podstawowe przyczyny odpowiedzialne za wystąpienie oporności na

cis-platynę traktuje się: zwiększoną zdolność komórek do naprawy DNA, inten­
syfikację procesów unieczynniających lek, niekiedy obniżoną wewnątrzkomór­
kową akumulację leku (Chu 1994, Oldengurg i współaut. 1994). Niektóre
komórki oporne mogą też tolerować obecność większej ilości uszkodzonego DNA
niż komórki wrażliwe.

Komórki o wysokim stopniu oporności cechuje przede wszystkim intensyw­
niejsza reperacja DNA, polegająca na szybszym enzymatycznym usuwaniu

(wycinaniu) adduktów cis-platyny z DNA, a także podwyższona ekspresja genów
kodujących polimerazy DNA i ligazy (Dietel 1991) oraz syntazę tymidylanową
(Scanlon i Kashani-Sabet 1988). Może w nich również zachodzić indukcja
specyficznego białkajądrowego XPE-BF (Chu 1994).

Natomiast komórki o niskim stopniu oporności na cis-platynę, charakteryzu­
je zwykle niższa wewnątrzkomórkowa akumulacja leku (Oldengurg i współaut.

1994, Jekunen i współaut. 1994). Jak dotąd nie jest znany specyficzny nośnik

uczestniczący w transporcie cis-platyny do komórek lub wjej usuwaniu. Wydaje
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się, że w procesach tych mogą uczestniczyć dwa białka błonowe — 48 kDa

(Bernal i współaut. 1990) i 200 kDa (Kawai i współaut. 1990). To ostatnie białko
niejest identyczne z glikoproteiną P (170 kDa) uczestniczącą w usuwaniu leków

wywołujących oporność wielolekową (patrz rozdział Oporność na związki hete­
rocykliczne, czyli tak zwana oporność wielolekowa). Jaki jest Jego udział
w usuwaniu cis-platyny z komórek pozostajejeszcze nie wyjaśnione.

Wiele linii komórek opornych na cis-platynę charakteryzuje się też podwy­
ższoną zdolnością do znoszeniajej toksyczności, poprzez tworzenie kompleksów
z glutationem (Oguchi i współaut. 1994) lub też z metalotioneiną (MT), małym
białkiem (61-62 AA) zawierającym aż 20 reszt cysternowych (Kuzmich i Tew 1991,
Kelley i współaut. 1988). Związanie cis-platyny z metalotioneiną powoduje
odszczepienie od cząsteczki leku ligandów aminowych, co powoduje znaczne

obniżenie jego aktywności.
Badania ostatnich lat wskazują także na udział w wytwarzaniu oporności na

cis-platynę białkowych produktów onkogenów c-ras (Sklar 1988) i c-fos (Kas-
hani-Sabet i współaut. 1990) oraz genu supresorowego p53 (Brown i współaut.
1993). Na czym polega działanie tych białek jeszcze nie wiadomo. Być może ich

zwiększone ilości przyczyniają się do tolerowania przez komórki oporne wię­
kszych ilości uszkodzonego DNA.

PRZEZWYCIĘŻANIE OPORNOŚCI KOMÓREK NA CIS-PLATYNĘ

Przezwyciężenie oporności na cis-platynę jest trudne. Czynione są próby
modulowania poziomu wewnątrzkomórkowych tioli, przede wszystkim glutatio-
nu, w celu zapobieżenia unieczynniania leku (Kuzmich i Tew 1991, Dietel 1993).
Stosuje się też inne pochodne platyny znoszące w komórkach oporność wywo­
łaną cis-platyną czy też karboplatyną (Kelland i współaut. 1992). Podjęto także

próby przezwyciężenia oporności na cis-platynę zastosowaniem rybozymu anty-
fos, RNA o właściwościach enzymatycznych, które degraduje mRNA będący
transkryptem genu c-fos (Funato i współaut. 1992). Zaburzało to powstanie
czynnika transkrypcyjnego AP-1, który reguluje ekspresję wielu genów. Efektem

transfekcji komórek opornych rybozymem antyfos było przywrócenie im wrażli­
wości na cis-platynę i powrót morfologii komórek do stanu charakteryzującego
komórki wrażliwe. Co więcej, znaleziono w nich obniżoną ekspresję genów
syntazy tymidylanowej, polimerazy J3 i topoizomerazy I, a więc tych genów, które

ulegały nadekspresji w komórkach opornych. Nie wiadomo jednak czy zastoso­
wanie tego typu strategii znajdzie zastosowanie kliniczne.

OPORNOŚĆ NA ZWIĄZKI HETEROCYKLICZNE CZYLI TAK ZWANA OPORNOŚĆ

WIELOLEKOWA

Wśród komórek opornych na działanie cytostatyków często pojawia się
subpopulacja komórek wykazujących krzyżową oporność w stosunku do cyto-
toksycznych związków o bardzo różnej budowie i mechanizmie działania. Opor­
ność ta, zwana opornością wielolekową (MDR od multidrug resistance), powstaje
na ogół na drodze selekcji komórek w środowisku zawierającym tylko jeden
z leków z grupy wywołujących MDR ijest zwykle najsilniej wyrażona w stosunku
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do leku indukującego. Wywołują ją przede wszystkim leki należące do grupy
antracyklin (doksorubicyna, daunorubicyna), alkaloidy izolowane z roślin rodzaju
Vinca (winkrystyna, winblastyna), czy też antybiotyki (aktynomycyna D) (iyc. 6).
Oporność taka może pojawiać się również po traktowaniu komórek kolchicyną,
pochodnymi epipodofylotoksyn (etopozyd — VM26, tenipozyd — VP16), inhibi­
torami enzymu topoizomerazy II (amsakryna) i wieloma innymi lekami.

Związki wywołujące oporność wielolekową są hydrofobowe na skutek obe­
cności w ich cząsteczce pierścieni aromatycznych; charakteryzują się też ładun­
kiem dodatnim w środowisku o obojętnym pH. Dostają się one do komórek na

drodze pasywnej dyfuzji. W polskim piśmiennictwie ukazały się kilka lat temu

opracowania na temat wielolekowej oporności komórek nowotworowych (Grze­
lakowska-Sztabert 1989a i b, Haus 1990b); są też dostępne liczne przeglądowe
opracowania na ten temat w światowej literaturze biochemicznej i medycznej
(Endicott i Ling 1989, Roninson 199,; Schinkel i Borst 1991, Nielsen i Skovs-

gaard 1992, Gottesman i Pastan 1988, 1993, Devine i Melera 1994, Gottesman

1993, Gros i Buschman 1993a i b, Ruetz i Gros 1994).

FENOTYPOWA CHARAKTERYSTYKA KOMÓREK OPORNYCH WIELOLEKOWO

Fenotyp większości komórek opornych wielolekowo, niezależnie od rodzaju
tkanki z których pochodzą, jaki sposobu ich wyselekcjonowania, jest zadziwia­
jąco podobny (Grzelakowska-Sztabert 1989a, Endicott i Ling 1989, Roninson

1992, Bashir i współaut. 1993, Biedler 1994). Cechuje go:
— zbliżony profil oporności krzyżowej na wiele leków wywołujących MDR,
— obniżony stopień wewnątrzkomórkowej akumulacji leku związany najczę­

ściej z jednoczesnym wzrostem intensywności jego usuwania z komórek,
— nadekspresja różnych błonowych glikoprotein, zwłaszcza glikoproteiny P

o aktywności ATP-azowej,
— zmiany ilościowe i jakościowe szeregu białek cytoplazmatycznych, w tym

pewnych białek wiążących jony wapnia (sorcyna), czy też enzymów prze­
prowadzających glikozylację białek, w tym glikoproteiny P,

— modulowanie, a nawet znoszenie oporności wielolekowej przez szereg
różnorodnych związków, wśród których są inhibitory kanałów wap­
niowych, inhibitory kalmoduliny, cyklosporyna A, związki powierzchnio­
wo czynne i inne.

Komórki oporne wielolekowo wyróżnia także często zmieniona charaktery­
styka wzrostu in vivo, wolniejszy wzrost w hodowli i obniżona wydajność
klonowania, a także niekiedy obniżona zdolność do wywoływania nowotworów
in vivo i dawania przerzutów. Komórki takie mogą się również odznaczać

wzmożoną wrażliwością na mechaniczne uszkodzenia. Powyższe zmiany mogą
wynikać ze zmian w płynności błon komórek opornych wielolekowo, ich ultra-

struktury oraz ze wzmożenia w nich procesów endo- i egzocytozy. Wiele komórek

opornych wielolekowo odznacza się ponadto zwiększoną adhezyjnością zarówno
od podłoża, Jak i między komórkami (Grzelakowska-Sztabert 1989a, Endicott
i Ling 1989, Biedler 1994).
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GLIKOPROTEINA P

Geny mdr kodujące glikoproteinę P, regulacja ich ekspresji
Glikoproteina P, której zwiększone ilości występują w błonach większości

opornych wielolekowo komórek, Jest kodowana przez kilka genów tworzących
grupę tak zawną genów mdr. W komórkach ludzkich występują 2 geny mdr

umiejscowione na chromosomie 7, u gryzoni zaś 3 geny na chromosomie 5 (Gros
i Buschman 1993, Roninson 1992). W komórkach gryzoni tylko geny mdrl i mdr
a w komórkach ludzkich jedynie gen MDRI są bezpośrednio związane z oporno­
ścią. Geny mdr wykazują znaczny stopień homologii i kodują 4,5 kb mRNA.

Podwyższony poziom mRNA często koreluje ze stopniem oporności komórek
i może być skutkiem zamplifikowania genu mdr, jak i zintensyfikowania jego
ekspresji (Endicott i Ling 1989, Grzelakowska-Sztabert 1989a, Haus 1990b).
Najczęściej zwielokrotnione geny mdr występują w elementach pozachromoso-
malnych, tak zwanych chromosomach minutowych oraz w homogennie barwią­
cych się regionach (HSR) jednego lub kilku chromosomów (Grzelakowska-Szta-
bert 1989a, Haus 1990b).

W ostatnich latach sklonowano i zsekwencjonowano ludzkie, mysie (Gros
i współaut. 1988, Devault i Gros 1990, Hsu i wspólaut. 1990) i chomicze (Ng
i współaut. 1989) geny mdr. Poznano też strukturę promotora mysiego genu
mdrl (Ueda i współaut. 1987), co pozwala na precyzyjne badania regulacji jego
ekspresji. Badania te są tym bardziej ważne, że w niektórych komórkach

opornych wielolekowo stwierdza się znaczne zwiększenie transkrypcji genu mdrl

bezjego amplifikacji (Scotto i współaut. 1986, Shen i współaut. 1986). Jak dotąd
nie wykazano w genie mdrl obecności takich typowych sekwencji regulatoro­
wych jak CAAT czy TATA. Niemniej jednak stwierdzono w ostatnich latach, że

sekwencje nukleotydowe promotora, zarówno poniżej jak i powyżej miejsca
inicjacji transkrypcji, są istotne dla regulacji transkrypcji genu (Kohno 1990).
Są nimi miejsca rozpoznawane przez czynnik transkrypcyjny AP1 (Teeter
i współaut. 1991, Yu i współaut. 1993), czynnik SP1 (Cornwell i Smith 1993a)
oraz dwa inne niezidentyfikowane dotąd białka jądrowe (Yu i współaut. 1993).

Aktywność transkrypcyjna genu mdrl reguluje szereg „czynników środowi­
skowych” (environmental stress), takich jak niedobór surowicy (Tanimura
i współaut. 1992), szok cieplny (Chin i współaut. 1989, Kioka i współaut. 1992),
jony arsenu (Chin i współaut. 1989), czy też takie czynniki wpływające na

różnicowanie się komórek, jak na przykład kwas retinowy czy maślan sodu

(Bates i współaut. 1989). Ponadto, ekspresję genu mdrl mogą stymulować różne

hormony sterydowe (Altuvia i współaut. 1993, Piekarz i współaut. 1993, Fardel
i współaut. 1993, Arceci i współaut. 1990). Aktywację genu mdr mogą również

powodować leki przeciwnowotworowe, na przykład antracykliny, czy alkaloidy
usuwane z komórek przez glikoproteinę P (Kohno i współaut. 1989, Asakuno
i współaut. 1994), jak też leki nie transportowane przy jej udziale (cis-platyna,
cytoarabina, ametopteiyna, 5-fluorouracyl; Chaudhary i Roninson 1993). Mo­
dulację aktywności promotora ludzkiego genu mdrl wywołują także onkogeny
rafi ras oraz gen supresorowy p53 (Cornwell i Smith 1993b, Chin i współaut.
1992). Wskazuje to na możliwości zmian stopnia oporności komórek podczas
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progresji nowotworu. Doniesiono również o regulacyjnym wpływie składu
i struktuiy przestrzennej macierzy pozakomórkowej (extracellular matrix) na

poziom ekspresji genu mdr w hodowanych tn vitro szczurzych hepatocytach
(SCHUETZ i SCHUETZ 1993).

Występowanie i budowa glikoprotelny P

Produkt ekspresji genu mdrl, czyli glikoproteina P, jest nie tylko w błonach
komórek nowotworowych. Występuje ona także w błonach powierzchniowych
prawidłowych komórek, które przylegają do kompartmentów wydzielniczych
(„excretory compartments”), na przykład w kanalikach żółciowych, nerkowych
oraz w nabłonkach w przewodzie pokarmowym; w niektórych naczyniach krwio­
nośnych, kanalikach jąder, znajduje się ona także po wewnętrznej stronie błon

aparatu Golgiego. Spolaryzowane usytuowanie glikoproteiny P w komórkach

wyraźnie przemawia za jej udziałem także w sekrecji naturalnych metaholitów
i toksyn (Grzelakowska-Sztabert 1989a, Gottesman i Pastan 1993, Gros
i Buschman 1993).

„Prototypowa” glikoproteina P, kodowana przez mysi gen mdrl, przedstawio­
na jest na rycinie 7 (Gottesman i Pastan 1988). Polipeptyd ten, zbudowany
z 1276 aminokwasów, odznacza się bardzo dużą metaboliczną stabilnością

Ryc. 7. Struktura glikoprotelny P.

a) Łańcuch pollpeptydowy ludzkiej glikoproteiny P, przedstawiony jako wytłuszczona linia ciągła,
cyfry oznaczają pozycje aminokwasów. Zaznaczono miejsca wiązania ATP po cytoplazmatycznej
stronie błony oraz fragmenty łańcuchów węglowodanowych (cienką linią) dołączonych do pierwszej
pętli polipeptydu na zewnątrz błony komórkowej. Zakropkowana strzałka oznacza drogę przejścia
usuwanego związku przez hipotetyczny kanał błonowy (wg Dietel 1991); b) model glikoproteiny P
Jako energo-zależnej pompy tworzącej kanał w błonie komórkowej. Zaznaczono w postaci cylindrów

12 transbłonowych domen, fragment węglowodanowy dołączony do peptydu (~% ) oraz dwa miejsca
wiązania ATP. Związki (pełne wielokąty), które dostały się do komórki mogą być usuwane przez otwór
kanału bądź bezpośrednio, bądź po związaniu z hipotetycznym białkiem nośnikowym L/-’) (wg

Bradley i współaut. 1988, zmodyf. ).
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(okres półtrwania 348 h; Richert i współaut. 1988, Yoshimura i współaut. 1989).
Można w nim wyróżnić dwa obszary o bardzo dużej homologii. Każdy z nich
zawiera duży cytoplazmatyczny fragment hydrofitowy oraz domenę hydrofobową.
W każdym fragmencie hydrofitowym znajduje się miejsce wiązania ATP, a każ­
da domena hydrofobowa zawiera sześć segmentów tworzących trzy pętle przebi­
jające błonę komórki. Aminokwasy tworzące zewnątrzbłonową część pierwszej
pętli od N-końca peptydu są glikozylowane. Sekwencje aminokwasowe homolo­
giczne z miejscem wiążącym ATP w glikoproteinie P znajdują się także w wielu

permeazach, to jest białkach periplazmatycznych, transportujących drobnoczą-
steczkowe związki, a występujących także w nabłonkowych komórkach pacjen­
tów z mukowiscydozą (Ames i współaut. 1992, Trezise i współaut. 1992).

Przypuszczalne mechanizmy działania glikoprotelny P

Zastosowano różnorodne genetyczne, biochemiczne i fizjologiczne podejścia
do badań mechanizmu działania glikoproteiny P, traktowanej Jako „pompa”
wytransportowywująca lek na zewnątrz komórek (iyc. 7). Postuluje się, że 12

transbłonowych fragmentów, przedstawionychjako cylindry zanurzone w dwu-
warstwie lipidowej, tworzy w błonie kanał. Zakłada się, że związki, które dostały
się do komórek na drodze dyfuzji są usuwane przez kanał bezpośrednio bądź też

pośrednio, w kompleksach z cytoplazmatycznymi białkami nośnikowymi na

koszt energii uwalnianej w czasie hydrolizy ATP. W czasie usuwania leku mają
zachodzić zmiany allosteryczne w glikoproteinie P. Obecnie nie ma już wątpli­
wości, że glikoproteina P jest ATP-azą (Hamada i Tsuruo 1988a i b, DoiGE
i współaut. 1992, Gros i Buschman 1993), która może ulegać inaktywacji
w wyniku określonych mutacji, nawet tylko w jednym miejscu wiązania ATP

(Azzaria i współaut. 1989). Ten ostatni wynik wskazuje na niezbędność dwóch

nienaruszonych miejsc wiązania nukleotydu do prawidłowego funkcjonowania
tej ATPazy. Czy inne trinukleotydy mogą zastąpić ATP jako źródło energii jest,
jak dotąd, niejasne (Lelong i współaut. 1992). Dokonana w ostatnich latach

rekonstytucja glikoproteiny P w komórkach drożdży (Ueda i współaut. 1993)
i w pęcherzykach błonowych (Sharom i współaut. 1993, Shapiro i Ling 1994)
oraz opisane funkcjonowania tego układu jako pompy usuwającej lek z pęche­
rzyków na koszt hydrolizy ATP ostatecznie dokumentuje słuszność hipotezy
o takiej funkcji glikoproteiny P.

W hipotezie tej zakłada się, że usuwany lek przedostaje się przez kanał

glikoproteiny P od strony cytoplazmy, a więc ze środowiska hydrofilnego. Zara­
zem wiadomo, że związki wywołujące oporność wielolekową są bardzo lipofilne
i znaczna ich część może nie przedostawać się przez błonę komórkową do wnętrza
komórki. Można więc przypuszczać, że wchodzą one w kontakt z kanałem

transporterów pozostając w obrębie błony. Wysunięto również atrakcyjne przy­
puszczenie, że leki te w ogóle nie przedostają się do cytoplazmy, a do ich

efektywnego usuwania z błony dochodzi wskutek działania glikoproteiny P jako
flipazy odpowiedzialnej za przemieszczenia lipidów z wewnętrznej do zewnętrznej
warstwy lipidowej błony komórkowej (Higgins i Gottesman 1992).

Trudna do wytłumaczenia, jak dotąd, jest bardzo mała specyficzność sub­
stratowa glikoproteiny P. W związku z tym była wysuwana hipoteza postulująca,
że substraty usuwane z komórek przy udziale glikoproteiny P miały być we-
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wnątrzkomórkowo „znakowane”, na przykład przez dołączanie do nich glutatio-
nu dzięki aktywności transferaz glutationowych (Ishikawa 1990, West 1990). Za

hipotezą tą przemawia udział nośnika błonowego w usuwaniu z komórek

związków skoniugowanych z glutationem i to także w procesie zależnym od ATP.

Dyskutowano nawet możliwość, że powyższy nośnik i glikoproteina P są identy­
czne. Jednakże wydaje się, że są to odrębne błonowe jednostki transportujące,
wykazujące specyficzność w stosunku do kationowych substratów w przypadku
glikoproteiny P i anionowych kompleksów z glutationem usuwanych przy udziale

odrębnego nośnika.
Nasuwa się pytanie, czy w cząsteczce glikoproteiny P można wyróżnić

określone regiony uczestniczące w wiązaniu substratów. Wydaje się, że

w wiązaniu substratów mogą uczestniczyć aminokwasy znajdujące się w pier­
wszym hydrofobowym fragmencie glikoproteiny P, a mianowicie aminokwas

znajdujący się w pozycji 185 (Choi i współaut. 1988). Są też inne dane wskazu­
jące na udział w wiązaniu i usuwaniu leków także aminokwasów znajdujących
się przede wszystkim w szóstym (Devine i współaut. 1992) a także jedenastym
(Kajiji i współaut. 1993) transbłonowym fragmencie glikoproteiny P.

Regulacja funkcjonowania glikoproteiny P

Funkcjonowanie glikoproteiny P regulują w znacznym stopniu modyfikacje
posttranslacyjne, takiejak fosfoiylacja i glikozylacja. Szczególnie istotna wydaje
się fosforylacja. Stwierdzono, że glikoproteina P podlega cyklom fosforylacji
i defosforylacji przy udziale kinazy A, jak i kinazy C, przy czym fosforylowane są

przede wszystkim reszty serynowe obecne w peptydzie łączącym obie części
glikoproteiny (Fine i współaut. 1988, Ma i współaut. 1991, Orr i współaut. 1993,
Chambers i współaut. 1992, 1994). Zagadnienie związku stopnia ufosforylowa-
nia glikoproteiny P zjej funkcjonowaniem, ocenianym na podstawie akumulacji
leków w komórkach opornych, jest przedmiotem bardzo licznych badań i równie

licznych kontrowersji. W przypadku szeregu komórek dokumentowano, że

hyperfosforylacja glikoproteiny P zdaje się pociągać za sobą spadek Jej aktywno­
ści (Sato i współaut. 1990, Epand i Stafford 1993). Jednak szereg nowych
danych przemawia za tym, że zwiększeniu stopnia fosforylacji glikoproteiny P

towarzyszy wzmożenie jej aktywności.
W 1992 roku wysunięto hipotezę, że podwyższona aktywność glikoproteiny

P, wykazywana po zwiększeniu stopnia jej ufosforylowania, może mieć związek
z aktywacją przez szereg leków błonowej fosfolipazy C, katalizującej rozpad
fosfatydyloinozytolu do IPą i diacyloglicerolu (DAG) (Hait i Aftab 1992). Wzrost

stężenia w błonie DAG miałby wywoływać z kolei translokację kinazy C w pobliże
glikoproteiny P, gdzie następowałaby fosforylacja transportera i Jego uaktywnie­
nie. Usunięcie leku z komórki inaktywowałoby fosfolipazę C, a specyficzne
fosfatazy (aktywowane jonami wapnia uwalnianymi z endoplazmatycznego reti-
kulum pod wpływem IP3) miałyby przeprowadzać defosforylację glikoproteiny P.

Szereg obserwacji wskazuje, że być może w przypadku niektórych leków
i pewnych komórek proponowany mechanizm przekazywania wewnątrzkomór­
kowego sygnału, prowadzący do aktywacji glikoproteiny P, może być prawdziwy.
Świadczy o tym między innymi zwiększenie poziomu DAG w błonach komórek

pod wpływem doksorubicyny (Tritton i współaut. 1991), aktywacja kinazy C
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przez estry forbolu lub doksorubicynę (Fine i współaut. 1988, Chambers
i współaut. 1992, Ohkawa i współaut. 1994) i jednoczesne pojawianie się
oporności wielolekowej, a także aktywacja ekspresji genu mdr przez agonistów
kinazy C (Chaudhary i Roninson 1990, 1993).

Postuluje się także, że związanie EGF z receptorami na błonie komórek

opornych wielolekowo może modulować stopień ich oporności na niektóre leki

(Kwok i Sutherland 1991). Jednakże, jak dotąd, brak jest spójnej hipotezy
wyjaśniającej powiązania pomiędzy związaniem EGF, liczbą jego powierzchnio­
wych receptorów i poziomem oporności. Postulowana jest zarówno aktywacja
przez EGF fosfolipazy C i kinazy białkowej C, wywołującą następczą fosfoiylację
glikoproteiny P, jak również wpływ EGF na intensywność internalizacji fragmen­
tów błon (membranę-recycling) i przebieg endocytozy (Kwok i Sutherland 1991,
Meyers i współaut. 1993).

Czy tylko działanie glikoproteiny P odpowiada za niski poziom leków w komórkach opornych?

Niewątpliwie ogólnie jest przyjęty pogląd, że komórki oporne wielolekowo,
hodowane w środowisku zawierającym leki, odznaczają się niższym wewnątrz­
komórkowym poziomem leków niż komórki wrażliwe. Występują natomiast

kontrowersje co do tego, czy fakt ten wynikajedynie z aktywnego usuwania leków
z komórek przy udziale glikoproteiny P i/lub innych błonowych glikoprotein.
Szereg danych wskazuje bowiem, że i inne mechanizmy mogą przyczyniać się do

obniżonej akumulacji leków w tych komórkach. Rozpatruje się tu obserwowany
nierzadko w procesie pasywnej dyfuzji lub transportu nośnikowego obniżony
transport leków do komórek. Rozważa się też nagromadzanie się leków w różnego
typu pęcherzykach cytoplazmatycznych o kwaśnym pH — takich jak lizosomy,
endozomy, pęcherzyk aparatu Golgiego, które nie są miejscami „docelowymi”
działania leku, a następnie usuwanie ich z komórek podczas egzocytozy (Beck
1987). Ostatnio ponownie jest podnoszone zagadnienie znaczenia zmian pH

w różnych kompartmentach komórki jako czynnika uczestniczącego w kontroli

oporności wielolekowej komórek, jednakże wnioski nie są Jednoznaczne (Alten-
berg i współaut. 1993, Simon i współaut. 1994).

ATYPOWA" OPORNOŚĆ WIELOLEKOWĄ

Nie zawsze oporność wielolekową komórek można wytłumaczyć nadekspre-
sją genu mdrl i zwiększonym poziomem aktywności błonowej glikoproteiny P

(Beck i współaut. 1987, Grzelakowska-Sztabert 1989a). W przypadkach takich
mówi się o „atypowej” oporności wielolekowej. Termin ten Jest równie nieprecy­
zyjny, jak „typowa” oporność wielolekową, ponieważ nie ma jej uniwersalnego
wzorca. Stosunkowo najlepiej zostały scharakteryzowane dwa mechanizmy
atypowej oporności wielolekowej:

— mechanizm „detoksyfikacyjny", w którym znoszenie cytotoksyczności leku
ma związek ze zmianami w ekspresji i aktywności transferaz gluta-
tionowych i ze zmianami wewnątrzkomórkowego poziomu glutationu,

— mechanizm „enzymatyczny” polegający na zmianach właściwości i pozio­
mu topoizomerazy II.

Zwiększenie aktywności transferaz glutationowych, enzymów katalizujących
powstawanie połączeń leków ze zredukowanym glutationem, wydaj e się być
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szczególnie istotne w przypadku leków generujących wolne rodniki, na przykład
antracyklin. Powiązania wewnątrzkomórkowego poziomu zredukowanego gluta-
tionu ze stopniem oporności komórek są nadal przedmiotem intensywnych
badań i kontrowersji, gdyż zahamowanie syntezy glutationu nie zawsze prowadzi
do uwrażliwienia komórek na podawane leki (Cole i współaut. 1990, Kramer
i współaut. 1988, Romine i Kessel 1986).

Aktywność topoizomerazy II, enzymu niezbędnego do prawidłowej replikacji
DNA (Szmigiero 1988), hamuje szereg leków przeciwnowotworowych, w tym
doksorubicyna, etopozyd, tenipozyd czy amsakiyna. Liczne komórki oporne
wielolekowo charakteryzuje bądź to obniżony poziom tego enzymu, bądź też

obecność enzymu o obniżonym powinowactwie do stosowanych leków (Glisson
i współaut. 1987, Danks i współaut. 1988). W komórkach takich nie stwierdza

się na ogół zmian w stopniu akumulacji leków i ekspresji glikoproteiny P (Glisson
i współaut. 1987, Potmesil i współaut. 1987). Wykrywa się w nich natomiast

mniejszą niż w komórkach wrażliwych liczbę uszkodzeń DNA, w tym także

maskowanych przez białka pęknięć nici DNA (Grzelakowska-Sztabert 1989a,
Zijlstra i współaut. 1987) oraz szybszy niekiedy przebieg naprawy uszkodzone­
go DNA (Supino i współaut. 1988). Opisywano także komórki oporne wieloleko­
wo, które cechuje zarówno zmiana poziomu i właściwości topoizomerazy II, jak
i wzrost poziomu glikoproteiny P i zaburzenia cyklu glutationowego (Zijlstra
i współaut. 1987, Spiridonidis i współaut. 1989).

Ostatnio doniesiono, że ludzkie komórki nowotworowe prostaty (PC3R),
wykazujące wrodzoną oporność na liczne leki przeciwnowotworowe, charakte­
ryzuje także zwiększona ekspresja protoonkogenów c-jurt, c-myc i H-ras (Yama-
zaki i współaut. 1994). Natomiast nie wykiyto w tych komórkach zmian ekspresji
ani genu mdrl, ani też topoizomerazy II. Nie wiadomo, jak dotąd, na czym polega
rola produktów tych genów we wrodzonej oporności komórek.

INNE ZMIANY BIOCHEMICZNE W KOMÓRKACH OPORNYCH WIELOLEKOWO

Szereg innych biochemicznych zmian może odróżniać komórki oporne wie­
lolekowo od komórek wrażliwych. Może to być przede wszystkim pojawianie się
innych, niż glikoproteina P, glikoprotein błonowych (Grzeiakowska-Sztabert
1989a), w tym wykrytej ostatnio błonowej glikoproteiny MRP (MDR-related-pro-

tein), wiążącej ATP (Grant i współaut. 1994, Zaman i współaut. 1993) przypusz­
czalnie uczestniczącej, jako transbłonowy transporter, w usuwaniu leków
z opornych komórek płucnych. Ewentualny związek z opornością podwyższone­
go poziomu białka pllO, towarzyszącego wewnątrzkomórkowym pęcherzyko­
wym zmianom komórek nabłonkowych tkanek chronicznie poddawanych dzia­
łaniu czynników toksycznych, jest nadal badany (Scheper i współaut. 1993).
Wykazywane są również pewne zmiany składu i metabolizmu lipidów błonowych
w komórkach opornych (Ramu i współaut. 1984). Duże zainteresowanie wzbudza
obecność innych białek cytosolowych, takich jak na przykład sorcyna, małe

(19-22 kDa), kwaśne białko wiążące wapń (Hamada i współaut. 1988c, Meyers
i współaut. 1987, Grzelakowska-Sztabert 1989a). W niektórych komórkach

opornych wielolekowo sorcyna może nawet stanowić główne białko wiążące wapń
i wpływać znacząco na metabolizm wapniowy komórek. Nadprodukcja sorcyny
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jednak niejest ani wystarczającym, ani niezbędnym warunkiem do wystąpienia
oporności i jest najprawdopodobniej przypadkowa, wynikająca z usytuowania
genu sorcyny w pobliżu genu mdr. Może natomiast mieć znaczenie dla modulo­
wania i utrzymywania fenotypu komórek opornych.

Z dokonanego przeglądu wynika, że badania komórek opornych wielolekowo

pozwalają na wykrycie wielu mechanizmów, dzięki którym komórki bronią się
przed szkodliwym działaniem leków. Z klinicznego punktu widzeniajest ważne

nie tylko poznanie ich, lecz także stwierdzenie kolejności ich pojawiania się po
ekspozycji komórek na lek. Jeśli bowiem udałoby się wykryć różnice w kolejności
i intensywności ich pojawiania się w komórkach opornych i wrażliwych, mogłoby
to stanowić „miejsce docelowe” działania innych leków stosowanych do zapobie­
gania pojawianiu się oporności.

MODULOWANIE OPORNOŚCI WIELOLEKOWEJ KOMÓREK

Pierwsze doniesienie o farmakologicznej modulacji stopnia oporności wielo-

lekowej ukazało się w 198 troku (Tsuruo i współaut. 1981). Wykazano wówczas,
że werapamil, inhibitor kanałów wapniowych oraz trifluoroperazyna, antagoni­
sta kalmoduliny, potęgują antyproliferacyjne działanie winkrystyny na mysie
komórki leukemiczne i zwiększają w nich wewnątrzkomórkowe stężenie (aku­
mulację) leku. Od tego czasu datuje się olbrzymie zainteresowanie opracowywa­
niem strategii modulowania oporności, przede wszystkim wynikającej z nadpro­
dukcji glikoproteiny P (Grzelakowska-Sztabert 1989b, Kaye 1993, Kellen

1993, Ling 1989, Beck 1990). Badania koncentrują się na związkach chemicz­
nych, tak zwanych „uczulaczach” (chemosensitizers), czy też „modulatorach
oporności” (resistance modifiers), które wpływają na poziom akumulacji leków
w komórkach opornych nie potęgując natomiast ich cytotoksyczności w stosun­
ku do komórek wrażliwych (Ford i Hait 1990, Bellamy i współaut. 1990).

Poznane do dziś modulatory oporności można zaliczyć do kilku podstawo­
wych klas: nietoksycznych analogów leków cytotoksycznych — antracyklin
i alkaloidów, inhibitorów kanałów wapniowych, antagonistów kalmoduliny,
analogów hormonów, czy też różnego typu hydrofobowych, kationowych związ­
ków (w tym szeregu amin i jono forów). Jako modulatory oporności wielolekowej
można traktować też związki obniżające wewnątrzkomórkowy poziom ATP (Citro
i współaut. 1991) oraz związki wpływające na biofizyczne właściwości błon

(Callaghan i współaut. 1993). Strukturalnie modulatory oporności nie są do
siebie podobne, Jednakże są to na ogół związki lipofilne, heterocykliczne, amfi-

patyczne o bardzo różnym działaniu farmakologicznym (Zamora i współaut.
1988).

Równie liczne, jak rodzaje modulatorów oporności, są mechanizmy ich
działania na komórki oporne wielolekowo. Jako podstawowe mechanizmy dzia­
łania modulatorów oporności wymienić trzeba:

— interakcję z glikoproteiną P i hamowanie jej działania,
-— hamowanie procesów metabolicznych, których przebieg zależny jest od

jonów wapnia,
— zmiany struktury i płynności błon,
— hamowanie aktywności kinazy białkowej C,
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— hamowanie funkcji lizosomów,
— zmiany wewnątrzkomórkowej kompartmentacji leków.

Najbardziej obiecującym obecnie podejściem do przezwyciężania oporności
wydają się być, przynajmniej teoretycznie, ingerencje na drodze inżynierii gene­
tycznej w strukturę i aktywność transkiypcyjną genu mdr, prowadzące do
obniżenia syntezy glikoproteiny P. Są próby wprowadzenia do genu mdr anty-
sensownych nukleotydów (Thierry i współaut. 1993), stosowania iybozymu
specyficznie unieczynniającego mRNA i hamującego syntezę glikoproteiny P

(Kobayashi i współaut. 1994, Kiehntopf i współaut. 1994), myśli się też o specy­
ficznym blokowaniu w genie mdr miejsc inicjacji transkrypcji (Kellen 1993).
Wysuwane są też sugestie, że istotne dla przezwyciężenia oporności mogą być
zaburzenia w tworzeniu czynnika transkiypcyjnego AP1 działaniem rybozymu
antyfos (Dietel 1993). Należy jednak zdawać sobie sprawę, że większość badań
mechanizmów działania modulatorów oporności jest prowadzona in vitro. Nie
można zatem przenosić bezpośrednio wyników uzyskanych w tego typu bada­
niach na sytuację in vivo. Trzeba się liczyć z wystąpieniem ogólnej toksyczności
stosowanych związków, gdyż wpływają one na bardzo różne funkcje metabo­
liczne komórek, jak również z pojawianiem się szkodliwych objawów ubocznych,
wynikających, na przykład, z zahamowania funkcjonowania glikoproteiny P
w komórkach prawidłowych.

Są też czynione próby modulowania oporności przez podawanie przeciwciał
monoklonalnych skierowanych przeciwko powierzchniowym epitopom cząstecz­
ki glikoproteiny P. Szereg doniesień dokumentuje bowiem pozytywny wpływ
takich przeciwciał, wolnych lub skoniugowanych z toksynami, na przeżywalność
zwierząt z różnymi nowotworami (na przykład Broxterman i współaut. 1988,
Beck 1991). Nie wiadomo jednakjeszcze, czy przeciwciała skierowane przeciwko
glikoproteinie P znajdą zastosowanie w terapii nowotworów ludzkich. Nie rozpo­
znają one selektywnie glikoproteiny P obecnej w błonach komórek nowotworo­
wych, a trudno jest w obecnej chwili przewidzieć jakie konsekwencje dla

pacjentów będzie miało unieczynnienie przez przeciwciała funkcjonowania gli­
koproteiny P obecnej w błonach komórek prawidłowych.

Stwierdzenie, że wiele czynników przeciwdziała oporności wywołanej nadpro­
dukcją glikoproteiny P, stwarza jednak nadzieję na możliwość modulacji tej
oporności u pacjentów z nowotworami.

Znaczne ilości glikoproteiny P wykrywa się bowiem w niewrażliwych na

chemioterapię nowotworach nerek, nadnerczy, jelita grubego i płuc, a więc
w narządach, które charakteryzują się także i w normalnym stanie podwyższo­
nym poziomem glikoproteiny P (Ling 1989, Kaye 1993). Zwiększone jej ilości są

znajdywane także w pobieranych od pacjentów różnego typu komórkach biala-

czkowych (Goldstein i współaut. 1989). Pomimo intensywnych badań klinicz­
nych (Goldstein i współaut. 1989, Arceci 1993) nie ma Jednak Jednoznacznej
odpowiedzi na pytanie, na ile obecność zwiększonych ilości glikoproteiny P

w błonach komórek nowotworowych może przesądzać o skuteczności chemiote­
rapii (Arceci 1993, Kaye 1993, Ling 1989, Poupon 1994). Rozwój technik

stosowanych do wykrywania niewielkich nawet zmian w ekspresji genu mdrl,
w tym technik PCR, a także metod umożliwiających szybkie badania funkcjono-
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wania glikoproteiny P w komórkach opornych, niewątpliwie stają się coraz

bardziej pomocne do monitorowania oporności komórek.

UWAGI KOŃCOWE

W artykule omówiono różnorodność biochemicznych mechanizmów ucze­
stniczących w powstawaniu oporności na liczne leki nowotworowe. Przedstawio­
no przykłady upośledzonego pobierania lub zwiększonego wydalania leków,
zwiększonego poziomu i zmian właściwości enzymów docelowych, jak również

zmienionych aktywności enzymów aktywujących lub inaktywujących leki. Zro­
zumienie tych mechanizmów, jak też i próby ich przezwyciężania stały się
możliwe dzięki rozwojowi i zastosowaniu technik biologii molekularnej, w szcze­
gólności ukierunkowanej mutagenezy i metod badania struktury i regulacji
ekspresji genów. Szczególnie dużo uwagi poświęcono omówieniu funkcjonowa­
nia glikoproteiny P, której nie wszystkie funkcje w komórce z pewnością zostały
Jeszcze poznane. Ostatnio ukazały się bowiem doniesienia o powiązaniach
między pojawianiem się glikoproteiny P i ujawnianiem się w błonach komórek

aktywności kanału chlorkowego (Gill i współaut. 1992, Valverde i współaut.
1992, Rasola i współaut. 1994), coraz częściej też sugeruje się udział glikopro­
teiny P w procesach metastazy (Weinstein i współaut. 1991, Ferrandis i współ­
aut. 1994). Ten intrygujący związek glikoproteiny P z inwazyjnością, chociażby
tylko niektórych komórek nowotworowych, stanowi wyzwanie i wytycza nowy
kierunek badań tego wielofunkcyjnego niezwykłego białka.

MECHANISMS OF CELLULAR RESISTANCE TO ANTICANCER DRUGS

Summary

Mechanisms of cellular resistance to anticancer drugs are outlined. They may be manlfested as

changes in the concentrations and properties ofintracellular "targets", changes in the drug transport
characteristlcs, or be connected with drug activation or inactlvation. The detailed descriptlon ofthese
mechanisms is given, taking as examples the resistance to antimetabolites (antifolates and fluoro-

pyrimidines), to alkylating drugs (cis-platinum) and to different heterocyclic compounds responsible
for the occurrence of the so-called multidrug resistance. The strategies used for overcomlng drug
resistance have also been discussed.
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MIGRACJA KOMÓREK NOWOTWOROWYCH W ORGANIZMIE

Zdolność do samodzielnej migracjijestjedną z cech stanowiących o inwazyj­
nym fenotypie komórek wielu nowotworów złośliwych (Mareel i współaut. 1993).
Komórki takie, wywędrowując z litego guza pierwotnego poruszają się ruchem

ameboidalnym (Enterline i Coman 1950). Ruch ameboidalny polega na tworze­
niu się i zanikaniu pseudopodiów —przejściowych struktur lokomotorycznych.
Komórki w trakcie migracji stale nawiązują i zrywają kontakty z podłożem (Raz
i współaut. 1986). Stosunek między siłą adhezji do podłoża a siłami generującymi
dynamikę nibynóżek decyduje o tym, czy i zjaką prędkością porusza się komórka

(DiMilla i współaut. 1993). O kierunku migracji decyduje morfologiczna polary­
zacja komórki. To, że komórki nowotworowe nie wytwarzają stałych struktur

lokomotorycznych, wydaje się zrozumiałe. Komórki te bowiem pochodzą

Słownik skrótów: a2-antyplazmina — inhibitor plazminy; CD44 — błonowy proteoglikan
należący do hialadheiyn (receptorów wiążących się z HA); ChIMP — inhibitor metalopro-
teaz (TIMP-3) produkowany przez flbroblasty zarodka kurzego: ECM — macierz zewną-
trzkomórkowa albo substancja lub istota międzykomórkowa; EGF — naskórkowy
czynnik wzrostowy; FGFb — zasadowy, flbroblastowy czynnik wzrostowy; FN — fibrone-

ktyna; GAG — glikozaminoglikany; GP — glikoproteiny; GPI — glikozylofosfatydyloinozy-
tol; HA — kwas hialuronowy (wolny albo sole); LN — laminina; MMP — metaloproteazy;
MMP1 — kolagenaza interstycjalna; MMP2 — żelatynaza A (kolagenaza IV, 72 kD); MMP3
— stromelizyna 1 (ST1); MMP5 — kolagenaza neutrofilowa (czasem oznaczana MMP8);
MMP7 — matrylizyna (PUMP1); MMP9 — żelatynaza B (kolagenaza IV, 92 kD); MMP10
— stromelizyna 2 (ST2); MT MMP — metaloproteaza macierzy typu błonowego; PA1-1,
PA1-2 — szybkie inhibitory metaloproteaz; PDGF ■— czynnik wzrostowy z płytek krwi;
PG — proteoglikany; PKC — białkowa kinaza C; pl — plazmina; plg — plazminogen;
PUMP1 — matrylizyna (MMP7); RHAMM — receptor HA zawartego w ECM ważny dla
ruchliwości komórek; ST3 — stromelizyna 3; TGFa — transformujący czynnik wzrostowy;
TIMP1 — tkankowy inhibitor metaloproteaz 1; TIMP2 — tkankowy inhibitor metalopro­
teaz 2; TIMP3 — ChIMP; TN — tenascyna; tPA — tkankowy aktywator plazminogenu;
TSP — trombospondyna; uPA — urokinaza, aktywator plazminogenu; uPAR — receptor
urokinazy.
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z różnych tkanek, w których ich funkcje nie wymagają zdolności do ruchu.
Ruchem ameboidalnym poruszają sięjednak również takie komórki prawidłowe,
jak białe ciałka krwi, któiych funkcje w organizmie wiążą się bezpośrednio ze

zdolnością do samodzielnej migracji. Fakt, że i te komórki nie wykształciły
stałych struktur lokomotorycznych pozwala przypuszczać, że ruch ameboidalny

jest nie tylko formą ruchu dostępną, przejściowo lub na stałe, nieomal dla

wszystkich komórek tkankowych (Stoker i Gherardi 1991). Prawdopodobnie
jest on również formą ruchu najlepiej dostosowaną do warunków środowiska,
w którym komórki migrują. W obu przypadkach — komórek prawidłowych
i nowotworowych —mamy do czynienia z takimi samymi, a często nawet tymi
samymi (Pawelec 1 Boxberger 1994) szlakami wędrówek oraz z dwoma podsta­
wowymi rodzajami środowisk: środowiskiem płynnym i macierzą zewnątrzko-
morkową (istotą międzykomórkową).1

1

Patrz ECM w słowniku skrótów.
2

Macierz zewnątrzkomórkowa albo istota lub substancja międzykomórkowa (porównaj
Ostrowski i Kawiak 1990).

ŚRODOWISKO PŁYNNE

Środowisko płynne stanowią płyny ustrojowe; krew i limfa. Krążące w nich
komórki prawidłowe i nowotworowe, kuliste, o nieregularnie pofałdowanej po­
wierzchni (iyc. 1 D) są unoszone biernie z prędkością w przybliżeniu równą
prędkości przepływu cieczy w naczyniu o danym przekroju. Duże komórki
i agregaty komórek płyną środkiem naczynia, komórki mniejsze zbliżają się do

jego ścian i mogą nawiązać z nimi kontakt. Umożliwia to komórce opuszczenie
naczynia, czyli ekstrawazację (ryc. 1 E) i dalszą wędrówkęjuż w innym środowi­
sku. Podczas transportu w układzie krwionośnym i limfatycznym komórki
ruchliwe zachowują się podobnie, jak nieruchliwe erytrocyty czy trombocyty.
Zarówno więc obecność w komórce stałych lub przejściowych struktur lokomoto­
rycznych, jak i wynikająca stąd zdolność komórki do samodzielnego ruchu nie

wydają się mieć żadnego znaczenia w toku biernego transportu.

ECM (ENTRACELLULAR MATRIX)2

ECM wypełnia przestrzenie między komórkami. Jest ona rusztowaniem

organizującym i podtrzymującym komórki, tkanki i narządy (Lin i Bissell 1993),
a zwłaszcza stanowi zrąb tkanek łącznych. ECM występuje zarówno w organi­
zmach roślinnych, jak i w zwierzęcych, u kręgowców i bezkręgowców. Uważa się,
że ECM powstała w trakcie łączenia się organizmów jednokomórkowych
w kolonie, nie wyklucza sięjednak i możliwości wyodrębnienia się ECM podczas
podziału wielojądrowych syncytiów na domeny komórkowe i pozakomórkowe
(Har-El i Tanzer 1993).
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Szczególną formę ECM stanowi błona podstawna (basement membranę, BM),
przede wszystkim Jednak termin ECM jest wiązany z interstycjalną stromą
(Liotta i współaut. 1991). W tym środowisku komórki przemieszczaj ą się czynnie
(ryc. 1 B, F). Ameboidalny ruch komórek migrujących przez ECM, dający
w przypadku komórek nowotworowych lokalne inwazje i odległe przerzuty,
zachodzi w wyniku ciągłych interakcji pomiędzy komórką a otaczającym ją
środowiskiem, czyli składnikami ECM (Buck i współaut. 1985, Liotta i współ­
aut. 1986, Buck i Horwitz 1987, Juliano 1987, Hart i współaut. 1989, Akiyama
i współaut. 1990, MONSKYi Chen 1993, Montgomery i współaut. 1993, Stetler-
Stevenson i współaut. 1993 a, b). Dlatego środowisko to wymaga znacznie

dokładniejszej charakterystyki niż krążące w naczyniach płyny ustrojowe.

ZNACZENIE STRUKTURY ECM DLA MIGRACJI KOMÓRKOWEJ

W skład ECM wchodzą różne makro- i mikrocząsteczki w ilościach chara­
kterystycznych dla danej tkanki i narządu (Raghow 1994). Część składników

ECM pochodzi z krwi i limfy, a część jest wytwa­
rzana przez: a) komórki parenchymy, b) komórki

stanowiące stały element samej ECM, jak fibrob-

lasty, c) komórki przebywające w ECM przejścio­
wo — makrofagi, granulocyty, komórki nowotwo­
rowe i inne. Wymienione komórki nie tylko syn­
tetyzują i wydzielają składniki ECM. Mogą one

również modyfikować istniejące już elementy
ECM (Shirasuna i współaut. 1993), powodując, na

przykład, ich rozpad czy polimeryzację.
Komórki nowotworowe i prawidłowe mogą od­

działywać na elementy ECM bezpośrednio, mogą
jednak także pobudzać do takiego działania inne
komórki. Przykładem tego może być między inny­
mi wzmożenie pod wpływem komórek raka piersi
produkcji fibronektyny i kolagenów I, III i IV przez
fibroblasty (Noel i współaut. 1992), tenascyny
pod wpływem neoplastycznych komórek nabłon­
kowych (Erickson i Bourdon 1989) czy stymula­
cja fibroblastów do syntezy kwasu hialuronowego
w wyniku kontaktu z komórkami czerniaka lub
raka płuc (Knudson i współaut. 1984). Warto tu

Ryc. 1. Etapy tworzenia przerzutu: A — kolonia pier­
wotna, B — utrata połączeń międzykomórkowych, od­
rywanie się komórek i ich migracja w ECM, C —

przedostawanie się komórek do wnętrza naczyń, D —

bierny transport komórek w naczyniach, E — wydosta­
wanie się komórek z naczyń, F ■— migracja w ECM,
G — utworzenie przerzutu. Tło stanowi zdjęcie ECM,
w które wrysowano w tej samej skali komórki nowotwo­

rowe, zaznaczone na czarno z białymi jądrami.
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wspomnieć również, że wydzielaniu przez komórki nowotworowe licznych enzy­
mów modulujących ECM, o których będzie mowa dalej, towarzyszy równie często
pobudzanie wydzielania takich enzymów przez inne komórki (Stetler-Steven-
son i wspólaut. 1993a, Matrisian 1992, MlGNATn i Rifkin 1993, Borchers i

wspólaut. 1994). Komórki nowotworowe mogą to powodować wydzielając specy­
ficzne dla danego enzymu czynniki stymulujące, jak w przypadku stromelizyny
3, kolagenazy interstycjalnej czy żelatynazy A (Stetler-Stevenson i wspólaut.
1993a, Basset i wspólaut. 1990, Muller i wspólaut. 1993). Stymulacja może

też jednak wynikać z wydzielania przez komórki prawidłowe i nowotworowe

czynników wzrostowych, TGFa, PDGF, FGF, EGF, a także innych niespecyficz­
nych czynników modulujących między innymi biosyntetyczną aktywność sąsia­
dujących komórek ECM (Kovacs 1991, Woessner 1991, Mauviel 1993).

Uważa się, że dla istnienia ECM jest konieczna dynamiczna równowaga
pomiędzy syntezą i rozpadem Jej składników (Matrisian 1992).

SKŁADNIKI ECM ISTOTNE DLA MIGRACJI KOMÓRKOWEJ

Ważne z punktu widzenia migracji komórek strukturalne elementy ECM to:

a) gllkoproteiny wpływające na adhezję komórek, b) kolageny i elastyna tworzące
włókniste rusztowanie ECM, c) proteoglikany ułatwiające migrację komórkową
przez tworzenie w ECM uwodnionych domen. Oczywiście zdarzają się wyjątki od

tej ogólnej klasyfikacji, na przykład nie wszystkie kolageny tworzą struktury
fibrylarne, mogąje zaś tworzyć niektóre glikoproteiny.

Gllkoproteiny (GP)

Glikoproteiny są zbudowane z krótkich rozgałęzionych łańcuchów oligo-
sachaiydowych połączonych kowalencyjnie z rdzeniem białkowym. Do ważniej­
szych glikoprotein wpływających na adhezję komórek należą:

a) Fibronektyna (FN). Jest wielofunkcyjną glikoproteiną występującą
w osoczu oraz w ECM, szczególnie w jej warstwie bezpośrednio otaczającej
komórkę, pełniącą kluczową rolę w interakcjach między komórką i ECM. Fibro­
nektyna ułatwia wiązanie komórek między innymi do kolagenów, żelatyn
i fibiyny, a także umożliwia rozpłaszczanie komórek; stymuluje ruchliwość

działając na komórki chemotaktycznie i haptotaktycznie. FN zawiera liczne

funkcjonalne domeny, z sekwencją RGD (arginina, glicyna, asparagina) rozpo­
znawane przez integiyny: aspi, a3pi, civPi, aroP3, avp6 oraz fibiynogen, witrone-

ktynę i czynnik von Willebrandta. Posiada również domeny wiążące heparynę,
kolagen, fibrynę a także proteoglikany, CD44 i syndekan (Venstrom i Reichardt

1993). FNjest dimerem o ciężarze 250 kD. Podjednostki są połączone mostkiem

siarkowym w zakończeniach karboksylowych.
b) Trombospondyna (TSP). Podobnie jak fibronektyna Jest glikoproteiną

wielofunkcyjną i składnikiem ECM. Posiada domeny wiążące się między innymi
z integrynami powierzchni komórek nabłonkowych, mięśni gładkich i czerniaka.

Wiąże się z fibiynogenem, FN, kolagenami, heparyną i lamininą. TSP może

wiązać i aktywować plazminogen ijego tkankowy aktywator (Vischer i wspólaut.
1988, Sagę i Bornstein 1991, Venstrom i Reichardt 1993). TSP jest homotri-

merem o ciężarze 450 kD. Występują w niej sekwencje homologiczne do EGF,
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do których przylegają domeny antyadhezywne (Scott-Burden 1994). Ma też trzy
domeny wiążące się z powierzchnią komórkową (Yamada i Kleinman 1992).

c) Laminina (LN). Jest przede wszystkim stałym składnikiem błony podstaw-
nej. Większość komórek ruchliwych, zarówno prawidłowych, jak i nowotworo­
wych ma receptory lamininowe. Cząsteczki lamininy mogą łączyć się ze sobą
tworząc sieć. Normalna błona podstawna składa się z połączonych sieci lamininy
i kolagenu IV (Yurchenco i Schittny 1990). Istnieją jednak również błony
podstawne, w których kolagen IV nie występuje, a podstawę strukturalną
stanowi tylko sieć lamininowa [Yurchenco i współaut. 1992, Mosher i współaut.
1992). Tryggvason (1993) uważa, że podczas morfogenezy LN tworzy rusztowa­
nie błony podstawnej, które później zostaje uzupełnione siecią kolagenu IV
i innymi stałymi składnikami BM. Lamininajest zbudowana z trzech łańcuchów

peptydowych (850 kD), kodowanych przez osobne geny.
d) Tenascyna (TN). Tenascyna ma co najmniej dwie domeny adhezywne

z sekwencją RGD i dwie domeny antyadhezywne przylegające do sekwencji
homologicznej do EGF (Prieto i współaut. 1992). Komórki wiążą się najsilniej,
gdy kontaktują się tylko z domenami adhezywnymi całej cząsteczki lub
z fragmentem, który zawiera tylko taką domenę. Natomiast, gdy komórka

kontaktuje się tylko z antyadhezywnymi domenami tenascyny, pozostaje okrągła
i nie przylega do podłoża (Venstrom i Reichardt 1993). Wielu autorów wskazuje
na funkcjonalny antagonizm pomiędzy tenascyną i frbronektyną (m.in. Chiqu-
et-Ehrismann 1990). W przeciwieństwie do FN, która wzmaga adhezję i powoduje
rozpłaszczenie komórek, TN wywołuje ich zaokrąglenie i oderwanie od podłoża.
Postuluje się więc, że rola TN w migracji komórek nowotworowych mogłaby
polegać na ułatwianiu ich odiywania się od fibronektyny w zrębie guza (Erickson
i Bourdon 1989, Sagę i Bornstein 1991). Erickson (1993) proponuje przestrzen­
ny mechanizm utrudniania adhezji przez TN; ta rozgałęziona sześcioramienna

cząsteczka wiążąc się z podłożem zarówno odsuwałaby cząsteczki FN, jak też

maskowała miejsca ich wiązania z powierzchnią komórki.

Kolageny i elastyna
Powszechnie przyjęta definicja określa kolageny jako strukturalne białka

ECM zawierającejedną lub więcej domen o charakterystycznej budowie potrójnej
helisy (LiNSENMAYER 1981). Prawie wszystkie kolageny tworzą wielkocząsteczko­
we agregaty, które częściowo są stabilizowane przez oddziaływania między
domenami helikoidalnymi.

Dotychczas zidentyfikowano 19 typów kolagenów. Tworzą one różne układy
przestrzenne: a) włókienka (fibryle) znajdowane przede wszystkim w tkance

łącznej; tworząje kolageny flbiylarne typów I, II, III, V, XI. b) warstwy znajdowane
między innymi w błonie podstawnej, a także w kutikuli i w organicznym
szkielecie zewnętrznym gąbek; tworzą Je kolageny typów IV, VIII, X. c) kolageny
z nieciągłą potrójną helisą łączące włókienka z innymi elementami ECM; są to

kolageny typów IX, XII, XIV. d) kolagen VII, wiążący włókienka błony podstawnej
nabłonka z włókienkami kolagenowymi przylegającej ECM, e) kolagen VI two­
rzący cienkie paciorkowate włókienka, które wiążą się z innymi włókienkami oraz

z powierzchnią komórek (Van Den Rest i Garrone 1991). Funkcje i rozmiesz-
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czenie w tkankach kolagenów XV-XIX (Mayne i Brewton 1993) nie zostałyjeszcze
szczegółowo opisane.

Struktury kolagenowe, zarówno fibrylarne, jak i niefibrylarne składają się
z cząsteczek połączonych wiązaniami kowalencyjnymi. Zapewnia to mechanicz­
ną stabilność tkanek (Har-El i Tanzer 1993). W ECM występują przede wszy­
stkim fibrylarne kolageny tworzące jej podstawę strukturalną. W utworzoną
przez nie sieć mogą być wbudowywane inne elementy ECM w zależności od tego,
Jakimi właściwościami cechuje się dana tkanka.

W przypadku tkanek sprężystych budujących między innymi ściany dużych
naczyń tętniczych, pęcherzyków płucnych czy niektórych wiązadeł istotnym
składnikiem ECM jest elastyna. Elastyna jest glikoproteiną o ciężarze 72 kD.

Rozpuszczalny prekursor elastyny, tropoelastyna, jest produkowana przez fi-

broblasty i komórki mięśni gładkich. Po przedostaniu się do przestrzeni okołoko-

mórkowej tropoelastyna wraz z innymi cząsteczkami, jak na przykład fibryliną,
tworzą elastyczne włókienka (Franzblau i Faris 1981, McGowan 1992).

Zarówno kolagenyjak glikoproteiny wiążą się z wieloanionowymi polisacha­
rydami — proteoglikanami.

Proteoglikany (PG), glikozaminogllkany (GAG), sole kwasu hialuronowego (HA)

Proteoglikany są podklasą glikoprotein, białkami glikozylowanymi. Są skład­
nikami zarówno okołokomórkowej, jak i zewnątrzkomórkowej macierzy. Wiążą
się one z prawie wszystkimi elementami ECM. Wiele z nich jest związanych
również z błoną komórkową i występuje jako receptory, między innymi dla

czynników wzrostowych (Ruoslahti 1989, Ruoslahti i Yamaguchi 1991) oraz

innych cytokin i składników ECM. Niektóre proteoglikany mogą pełnić funkcję
modulatorów czynników wzrostowych tworząc z nimi kompleksy i chroniąc je
przed degradacją (Ruoslahti i Yamaguchi 1991), inne kontrolują aktywność
proteaz. Proteoglikany są zbudowane z rdzenia białkowego, z dołączonym kowa­
lencyjnie jednym lub wieloma łańcuchami glikozaminoglikanów — polisachary­
dów zawierających aminocukry.

Glikozaminoglikany są liniowymi polimerami, zbudowanymi z powtarzają­
cych się disacharydowychjednostek, które składają się z heksozaminy naprze­
miennie z kwasem uronowym lub cukrem obojętnym (słownictwo według Gamian

1992). Taka budowa powoduje liniowe uporządkowanie grup anionowych, a więc
i ładunków ujemnych w cząsteczkach (Hascall i Hascall 1981). Glikozaminogli­
kany ECM to przede wszystkim: siarczany heparanu, chondroityny, dermatanu
i keratanu oraz sole kwasu hialuronowego (HA). Z wyjątkiem HA łańcuchy GAG
nie występują w tkankach osobno, lecz są związane z rdzeniem białkowym przez
oligosacharyd o strukturze odmiennej od Jednostek powtarzających się w łań­
cuchu (Ruoslahti 1988). Własności i funkcje proteoglikanów zależą od proporcji
ich białkowych i węglowodanowych składników (Ruoslahti i Yamaguchi 1991,
Hardingham i Fosang 1992, Wight i współaut. 1992, Har-El i Tanzer 1993).

Agrekan i inne proteoglikany o dużej zawartości GAG tworzą uwodnione

domeny ECM. Wynika to z przyciąganiajonów dodatnich przez ujemnie nałado­
wane cząsteczki PG; takie przesunięcie równowagi osmotycznej powoduje na­
pływ cząsteczek wody z sąsiadujących obszarów. Wokół powstałych w ten sposób
domen uwodnionych tworzą się więc równocześnie domeny o wysokim stężeniu
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znajdujących się w nich makrocząsteczek, co zwiększa możliwość ich wzaje­
mnych oddziaływań (Hardingham i Fosang 1992),

W przeciwieństwie do gęstych, włóknistych obszarów ECM, które stabilizują
komórki, uwodnione luźne mikrośrodowiska tworzone przez proteoglikany uła­
twiają migrację komórkom ruchliwym. Szczególnie ważną rolę pełnią tu sole
kwasu hialuronowego (Wight i współaut. 1992, LaurentI Fraser 1992). Wzrost

stężenia soli HA wiąże się ze wzrostem ruchliwości komórek w danym miejscu,
natomiast rozpad cząsteczek HA pod wpływem hialuronidazy stopuje lokomocję.

Interesującą hipotezę dotyczącą udziału proteoglikanów w powiększaniu
przestrzeni zawartej pomiędzy komórkami i włóknistymi elementami ECM po-
daje Toole (1981). Przedstawia się ona następująco: uwodnione sole HA wywie­
rają ciśnienie na przylegające komórki i strukturalne elementy ECM. Przeciw­
działają temu, zapobiegając pęcznieniu, takie czynniki ograniczające, Jak: a)
mechaniczne połączenia utrzymujące sąsiadujące struktury w stałej odległości;
b) redukcja, bądź całkowite zniesienie przez kationy ujemnych ładunków GAG;
c) interakcje między łańcuchami GAG powodujące kondensację i uporządkowa­
nie materiału w obrębie każdej cząsteczki oraz ściślejsze upakowanie cząsteczek
sąsiadujących. Zakłócenia w działaniu czynników ograniczających umożliwiają
rozluźnienie konstrukcji HA, a w konsekwencji jego pęcznienie i powiększanie
się dystansu między rozdzielanymi przez HA strukturalnymi składnikami ECM.

Powstająca w ten sposób przestrzeń ułatwia swobodną migrację komórek (Toole
1981).

Receptory komórkowe wiążące się z solami kwasu hialuronowego w zew-

nątrzkomórkowej macierzy mogą być również proteoglikanami. Wśród nich

proteoglikan CD44, należący do rodziny hialadheryn, jest znajdowany na powie­
rzchni komórek ruchliwych zarówno prawidłowych, jak i nowotworowych
(Sherman i współaut. 1994). Uważa się, że ekspresja CD44 w komórkach jest
dodatnio skorelowana z ich zdolnością do tworzenia przerzutów (Merzak i współ­
aut. 1994, Ponta 1994). Domena cytoplazmatyczna CD44 może być połączona
z aktyną cytoszkieletu komórkowego. W komórkach czerniaka stwierdzono za­
leżność między istnieniem połączeń CD44 z cytoszkieletem a ruchliwością
komórek. W momencie zaniku tych połączeń komórki tracą zdolność do loko­
mocji (Thomas i współaut. 1992). Połączenia między CD44 na powierzchni
komórki i HA w ECM są stosunkowo słabe (w porównaniu na przykład z połą­
czeniami typu kontaktów ogniskowych, w których biorą udział integryny —

Albelda i Buck 1990). Dla lokomocji może to być jednak korzystne. W ruchu

ameboidalnym ważna jest bowiem zarówno łatwość nawiązywania kontaktów,
Jak i ich zrywania. Kompleksy CD44/HA ulegać mogą internalizacji i następnie
rozpadowi pod wpływem kwaśnych hydrolaz. Stopień degradacji HA, jak również

Jej ograniczenie tylko do określonych miejsc w ECM są ważne dla kontroli

migracji komórkowej. Hipotezy dotyczące udziału proteoglikanów w adhezji
komórek i ich migracji są stosunkowo dobrze udokumentowane (Camp i współ­
aut. 1991, Laurent i Fraser 1992, Thomas i współaut. 1992, Underhill 1992,
Herrlich i współaut. 1993, Knudson i Knudson 1993).

Ostatnio wysuwa się także hipotezę, że proteoglikany otaczające powierzch­
nię komórki biorą udział w porządkowaniu kolagenów i glikoprotein ECM.

Proteoglikanowy płaszcz komórkowy (coat) przytrzymuje nowo powstałe kolage-

11 — Kosmos
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ny i fibronektynę, a skupianie się ich we włókna może być ułatwiane przez giętkie
i ruchliwe kompleksy powierzchniowe HA/agrekan (ryc. 2), wystające daleko

poza powierzchnię komórki (Lee i współaut. 1993). Proteoglikany związane
z powierzchnią komórki i daleko poza nią wysunięte mogą zarazem przeszkadzać
w wiązaniu sąsiadujących ze sobą komórek przez E-kadheryny, a także
w kontakcie komórek z podłożem (Ylemincks i współaut. 1994).

Ryc. 2. Kompleksy proteogli-
kanów na powierzchni komór­
ki (według Lee i współaut.
1993, zmodyfikowany). A —

środowisko, B — błona pla-
zmatyczna, C — cytoplazma,
HA— sole kwasu hialuronowe-

go, PG — proteoglikany, ® —

ładunki ujemne.

PROTEOLIZA SKŁADNIKÓW ECM PODCZAS MIGRACJI KOMÓREK

Rusztowanie ECM jest zbudowane z włókien kolagenowych. Przestrzeń

pomiędzy nimi jest wypełniona glikoproteinami tworzącymi przede wszystkim
spoiwo (Anderson 1976). Pozostałą część ECM stanowią uwodnione proteogli­
kany umożliwiające dyfuzję cząsteczek przedostających się z krwi i limfy (cyto-
kiny, hormony i inne) i ułatwiające ruch komórek. Warunkiem migracji komórki

przez te trójwymiarowe struktury macierzy jest jej kontrolowana adhezja do
elementów fibiylarnych, sterowanie ruchem w określonym kierunku oraz toro­
wanie sobie drogi, za pomocą enzymów proteolitycznych.

WARUNKI MIGRACJI KOMÓREK PRZEZ ECM

Adhezja
Warunkiem migracji i wzrostu komórek jest ich zdolność do adhezji. Brak

adhezji uniemożliwia migrację, lecz zbyt silna adhezjają ogranicza (DiMilla
i współaut. 1993, Giancotti i Mainiero 1994). Zarówno kolageny, jak glikopro­
teiny i proteoglikany mają punkty przyczepu dla migrujących komórek prawid­
łowych i neoplastycznych. Receptory komórkowe wiążące się z Ugandami ECM
to przede wszystkim integiyny i proteoglikany powierzchniowe (ryc. 3, 4, tab. 1).
Utworzone przez nie (i przez inne cząsteczki) połączenia między komórką i ECM

mogą być rozkładane przez różne enzymy, w tym proteazy (tab. 2). Działają one

w miejscach przylegania komórki do podłoża, kontrolując adhezję i reorganizując
aktynowy cytoszkielet (Pollanen i współaut. 1988). Hamowanie aktywności tych
enzymów specyficznymi inhibitorami utrzymuje adhezję komórek nowotworo­
wych, natomiast znosi ich inwazyjność (ruchliwość).
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Tabela 1
Niektóre proteoglikany powierzchniowe i integryny wiążące

komórki z poszczególnymi elementami ECM

(Dane według: David 1993, Lahav 1993, Turley i współaut. 1993,
Yenstrom i Reichardt 1993, Sherman i współaut. 1994)

Elementy ECM
Powierzchnia komórki

Proteoglikany Integryny

Glikoprotelny
FN siarczan heparanu, CD44, av03, av06, aiib03,

syndekan 0201, 0301, 0401,

0407, 0501, Ov01

LN siarczan heparanu, CD44, O101, 0201, 0701,

0301,

dystroglikan Ov03, 0601, 0604

TSP siarczan heparanu, Ov03, Ollb03, 0x01,

syndekan Ov0x

TN siarczan heparanu,
syndekan

Ov03, Ov06, 0x01

Kolageny siarczan heparanu, CD44, O101, 0201, OIIb03,

syndekan 0501, Ov03, 0301

Proteoglikany hialadhedryny różne integryny
HA CD44, RHAMM

Istnieje silna korelacja między zmianami w cytoszkielecie aktynowym
i indukcją ekspresji genów kodujących proteazy tak ważne w lokomocji komórek,
jak kolagenazy i stromelizyny (Werb i współaut. 1989). Ekspresja genów kodu­
jących enzymy istotne w regulacji adhezji komórkowej może być indukowana via

cytoszkielet przez samą adhezję komórki do poszczególnych elementów ECM,
przez krążące w ECM cytokiny, jak również przez fragmenty zdegradowanych

Ryc. 3. Schemat budowy cząsteczki integryny (według Albelda
i Buck 1990, zmodyfikowany), a, P —podjednostki heterodimeru,
N —zakończenie aminowe, C — zakończenie karboksylowe, LBR
— region wiążący integrynę z ligandem, S -środowisko, B — błona

plazmatyczna, C — cytoplazma, IF — filameniy pośrednie, AF —

filamenty aktynowe.
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uprzednio składników ECM (Werb i współaut. 1989, Juliano i Haskill 1993,
Mauviel 1993). Fragmenty te mogą też polaryzować komórkę i w rezultacie
sterować jej ruchem.

Tabela 2

Enzymy degradujące ECM

(Dane według: Woessner 1991, Matrisian 1992, Mauviel 1993, Mignatti i Rifkin 1993)

Enzym

Substrat
Inne funkcje:

aktywujeKolageny
Żela­
tyny

Elas-

tyna
FN LN

Rdzeń

PG
GAG

uPA

tPA

plazmina +

+

+ + +

plazminogen, MMP2

plazminogen
prokolagenazy
elastazy, uPA

Katepsyny
B

L

D

I-V, IX, XI

+

I, III

+

+

+

+

+

+

+ +

+

+

uPA, prokolagenazy

Kolagenazy
MMP1

MMP5 (8?)
kolagenaza 3

I-III, V, VII,
X

I-III

?

+

+

?

Żelatynazy
MMP2

MMP9
IV, V, VII, X,
XI

IV, V, VII, X

+

+

+

+

+

+

Stromeli2yny
MMP3 (+ST1)
MMP10 (=ST2)
ST3

MMP7

III-V, IX

III-V, IX

?
IV

+

+

?

+ +

+

+

?

+

+

+

?

+

+

?

+

MMP1, MMP2

MMP1, MMP2

prokolagenazy
MTMMP MMP2

Metaloelastaza + + + + uPA

Glikozydazy +

Chemotaksja i haptotaksja

Migracja komórki nowotworowej czy prawidłowej w danym kierunku jest
wynikiem interakcji cząsteczek atraktanta z jego specyficznym receptorem na

powierzchni komórki, przekazania sygnału do wnętrza komórki, a następnie
reorganizacji cytoszkieletu. Jeżeli cząsteczki atraktanta występują w roztworze,
kierunkowy ruch w stronę ich rosnącego stężenia określa się jako chemotaksję.
Gdy wbudowane są one w podłoże, analogiczne zjawisko nosi nazwę haptotaksji.
W obu przypadkach komórka podąża w kierunku rosnącego gradientu atraktan­
ta, przy czym w drugim przypadku jest to równoznaczne z migracją w kierunku

zwiększającej się adhezji. Kończy się to zatrzymaniem komórki w tym miejscu,
w którym siła adhezji przewyższy siłę motoryczną generowaną we wnętrzu
komórki.

Można przyjąć, że komórka rozpoczynająca migrację w ECM początkowo
kieruje się głównie gradientem rosnącej adhezji (haptotaksja), której źródło
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stanowią adhezywne domeny cząsteczek ECM (Furcht i współaut. 1984). Ponie­
waż lokomocji towarzyszy częściowa degradacja tych cząsteczek i przechodzenie
ich fragmentów do płynu interstycjalnego, stopniowo w zachowaniu komórki

zaczyna przeważać odpowiedź chemotaktyczna (Stetler-Stevenson i współaut.
1993a). Chemotaksję komórek prawidłowych i nowotworowych mogą wywoły­

wać różne cytokiny (Rusciano i Burger 1992) oraz produkty proteolizy takich
składników ECM jak: LN, FN, kolagen IV, witronektyna i TNS, podczas gdy
cząsteczki te w formie nietkniętej stymulują migrację na drodze haptotaksji
(Taraboletti i współaut. 1987, Aznavoorian i współaut. 1990, Klominek
i współaut. 1993).

Ryc. 4. Schemat budowy trzech wybranych proteoglikanów powierzchniowych (kombi­
nowany na podstawie Ruoslahti 1988, Ruoslahti 1989 oraz Hardingham i Fosang 1992).

1 — syndekan, 2 — CD44, 3 — błonowy proteoglikan zawierający heparanu siarczan,
CS — chondroityny siarczan, HS — heparanu siarczan, S — środowisko, B — błona

plazmatyczna, C — cytoplazma.

W prawidłowych komórkach ruchliwych, jakimi są leukocyty, w odbiorze
bodźca pozytywnego (atraktanta) i przekazaniu sygnału do wnętrza komórki

pośredniczy białko G. Wydaje się, że w przypadku komórek nowotworowych
występują także inne drogi przekazywania sygnałów stymulujących ruchliwość.

Dawałoby to komórce nowotworowej znaczną przewagę nad innymi komórkami

poruszającymi się w ECM i odbierającymi z niej sygnały (Stetler-Stevenson
i współaut. 1993a).

Torowanie przejść przez ECM

ECM stanowi gęstą sieć splątanych elementów strukturalnych i przedostanie
się przez niąjest szczególnie trudne dla komórek o niskim stopniu deformował -

ności, a do takich należą komórki nowotworowe. Proteoliza ECM może być zatem

jednym z mechanizmów niezbędnych dla utorowania drogi migrującym w ECM
komórkom.

Klasycznym tego przykładem jest przedostawanie się komórek przez błonę
podstawną, którajestjedną z form ECM, a zarazemjedną z ważniejszych barier
na drodze migrujących komórek (Liotta i współaut. 1984, 1986). Jest to proces
trójstopniowy polegający na: a) przyczepieniu się migrującej komórki do lamini-

ny BM przez receptory lamininowe na powierzchni komórki; b) rozkładaniu

kolagenu IV tworzącego podstawę strukturalną BM; c) przedostawaniu się
komórki przez utworzoną w ten sposób lukę w błonie podstawnej (ryc. 5). Warto
w związku z tym dodać, że inwazyjne komórki nowotworowe charakteryzuje
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wielokrotny wzrost liczby receptorów lamininowych (Barsky i współaut. 1984,
Martin iTiMPL 1987). Uważa się też, że wiązanie z LN może stymulować
w komórce produkcję żelatynazy A rozkładającej kolagen IV, drugi główny
składnik błony podstawnej (Kanemoto i współaut. 1990). Te komórki, które nie

syntetyzują odpowiednich enzymów i nie degradują błony podstawnej, mają
znacznie zmniejszone możliwości tworzenia metastaz. Komórki takie zatrzymane
zostają bowiem przy błonie podstawnej, która staje się dla nich barierą nie do

przebycia.

Ryc. 5. Schemat przechodzenia komórek przez BM (według Liotta 1984). A — komór­
ka (T) nawiązuje kontakt z lamininą błony podstawnej (BM) za pośrednictwem powierz­

chniowych receptorów lamininowych, B — wydziela żelatynazę A, która rozbija
cząsteczki kolagenu IV, C — przedostaje się przez przerwę powstałą w BM, D — rozpo­

czyna migrację w ECM.

Rolę pomocniczą mogą w takich przypadkach odgrywać leukocyty (ryc. 6).
Według Kramer i Nicolson (1979) komórki nowotworowe mogą zatrzymywać się
do 24 godzin pomiędzy komórkami śródbłonka a błoną podstawną. Jeżeli
w pobliżu przez ścianę naczynia przedostaje się w tym czasie jakaś ruchliwa
komórka prawidłowa, tworzy się przejście dla czekającej komórki nowotworowej.
Podobnie, przechodzenie leukocytów przez modelowe błony podstawne zwiększa
liczbę przedostających się przez nie komórek nowotworowych (Liotta 1984).
Leukocyty, gdy towarzyszą komórkom nowotworowym, zwiększają o 50% swoją
produkcję żelatynazy i heparanazy, co właśnie ułatwia komórkom nowotworo­
wym przedostawanie się przez BM (Welch i współaut. 1989).

Trójstopniowy model Liott’y przechodzenia komórek przez błonę podstawną
stosuje się również do migracji komórek przez trójwymiarowe struktury ECM.

Są one gęsto utkane i często prawie równie trudne do sforsowania, jak błona

podstawna. Prawidłowe komórki ruchliwe, jak makrofagi czy granulocyty, de­
gradują więc ECM, by dotrzeć do ognisk zapalnych. Powodowane przez nie
uszkodzenia sąjednak minimalne, bo aktywność proteolityczna prowadząca do
tworzenia nieciągłości w ECM (oraz regulująca adhezję) jest precyzyjnie kontro­
lowana. Dzieje się tak również w przypadku komórek nowotworowych. W ich

migracji przez ECM również współdziałają specyficzne proteazy (tab. 2) o okre­
ślonym rozmieszczeniu i czasie działania, regulowane przez odpowiednie akty­
watory i inhibitory.

W ostatnim dziesięcioleciu zgromadzono wiele dowodów świadczących o tym,
że w migracji komórek prawidłowych i w inwazji nowotworowej bardzo ważną
rolę grają enzymy z rodziny metaloproteaz oraz urokinaza — aktywator plazmi-
nogenu i produkt jej działania — plazmina. Obie grupy enzymów są kontrolo­
wane na wielu poziomach, włączając w to aktywację i transkrypcję genów,
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translację, sekrecję proenzymów, wiązanie proenzymów do powierzchni komórki
i elementów ECM, blokowanie ich przez specyficzne inhibitory oraz degradację
bądź usuwanie czynnych enzymów. Wiele enzymów współdziała ze sobą. Klasy­
cznym tego przykładem jest aktywacja metaloproteaz przez plazminę należącą
do grupy proteaz seiynowych.

METALOPROTEAZY (MMP)

Enzymy te znane od 30 łat (Gross i Lapiere 1962) charakteryzują się
obecnością w cząsteczce atomu cynku. Syntetyzowane są w formie proenzymów,
jako takie wiązane z powierzchnią komórki i najczęściej tam aktywowane.
Fizjologicznie są unieczynniane głównie przez tkankowe inhibitory metaloprote­
az (TIMP). Metaloproteazy dzieli się w zależności od rodzaju substratu, jaki
rozkładają na: kolagenazy, żelatynazy i stromelizyny.

Ryc. 6. Przedostawanie się komórek nowo­
tworowych przez błonę podstawną (BM)
w ślad za komórkami normalnymi. Schemat

sporządzony według opisu Hilgard i Hel-
lmann 1983. A — komórki nowotworowe

wprowadzone drogą iniekcji do naczyń adhe-

rują w żyłkach powłośniczkowych do komó­
rek śródbłonka (E), po czym zostają otoczone

przez płytki krwi (P) i fibrynę; wokół tak

powstałego skrzepu gromadzą się leukocyty
polimorfonuklearne (PMN). B — PMN przeci­
skają się pomiędzy dwiema sąsiadującymi
komórkami śródbłonka i degradują BM. C —

komórki nowotworowe dążą w ślad za leuko­
cytami korzystając z wytworzonej przez nie

przerwy w BM. D — przerwa powiększa się,
komórki nowotworowe wydostają się z na­
czynia i podejmują wędrówkę przez ECM,
która zakończy się utworzeniem przerzutu

(porównaj ryc. 1).
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Kolagenazy
Znane są dwie kolagenazy rozcinające włókienka kolagenowe. Są to: kolage-

naza interstycjalna (MMP-1) o ciężarze 54.1 kDa i kolagenaza neutrofilowa

(MMP-5) o ciężarze 53.4 kDa. Oba enzymy przecinają łańcuchy kolagenów: I, II,
III, VII i X w domenach helikoidalnych (Matrisian 1992, Mignatti i Rifkin 1993).
W wyniku cięcia, które następuje blisko końca karboksylowego cząsteczki,
powstąją dwa fragmenty o proporcjach 1:3. Te fragmenty ulegają dalszej proteo-
lizie, która może być prowadzona przez inne enzymy (Gross 1981, Tryggvason
i współaut. 1987).

Kolagenazę interstycjalną syntetyzują przede wszystkim makrofagi i fibro-

blasty, a kolagenazę neutrofilową granulocyty obojętnochłonne. Kolagenazę
interstycjalną, której poziom zwiększa się w komórkach wielu nowotworów
człowieka (Ossowski 1992, Stetler-Stevenson i współaut. 1993a), znajduje się
również w fibroblastach ECM bezpośrednio otaczających przemieszczające się
komórki nowotworowe, co pozwala przypuszczać, że produkcja tego enzymu
może być przez komórki nowotworowe stymulowana. Nabeshima i współpracow­
nicy (1991) odkryli i częściowo scharakteryzowali wytwarzany w komórkach raka

płuc czynnik stymulujący produkcję kolagenazy przez fibroblasty. Być może

czynnik ten stymuluje też syntezę i wydzielanie żelatynazy A i stromelizyny
(Stetler-Stevenson i współaut. 1993a). Ostatnio odkryto w komórkach niektó­
rych nowotworów piersi nową metaloproteazę zaliczoną do kolagenaz —kolage­
nazę 3 (według Uria i współaut. 1994).

Żelatynazy
Te enzymy są specyficzne przede wszystkim dla kolagenów zdenaturowanych

(stąd nazwa), a także kolagenów, w których domena helikoidalna jest z natury
nieciągła (Stetler-Stevenson i współaut. 1993b). Żelatynaza A (MMP-2)
o ciężarze 72 kDa była pierwszym enzymem, któremu przypisano zdolność do
rozkładania cząsteczek kolagenu IV i wiązano ją z możliwością przenikania
komórek nowotworowych przez BM. Żelatynaza B (MMP-9) o ciężarze 92 kDa

występuje, podobnie jak żelatynaza A, w makrofagach, granulocytach, epitelio-
cytach i komórkach nowotworowych (Matrisian 1992). Obie żelatynazy rozkła­
dają oprócz kolagenów zdenaturowanych również kolagen IV, VII i X w ich
domenach helikoidalnych (Bernhard i współaut. 1994), elastynę (Matrisian
1992) i flbronektynę (Mignatti i Rifkin 1993). Od innych metaloproteaz różnią
się między innymi tym, że mają przylegający bezpośrednio do atomu cynku
region homologiczny do jednej z domen FN, który wiąże się z substratem

(Matrisian 1992, Stetler-Stevenson i współaut. 1993b). Tylko żelatynazy mogą
się łączyć, jeszcze w formie proenzymów, z endogennymi inhibitorami (TIMP).
Prożelatynaza A łączy się z TIMP-2, a prożelatynaza B z TIMP-1.

Zarówno żelatynaza A Jak i B (a także stromelizyna 2 i matrylizyna) były po
raz pierwszy zidentyfikowane, oczyszczone i sklonowane w komórkach nowotwo­
rowych. Obecnie występowanie żelatynazjest powszechnie stwierdzone zarówno
w komórkach nowotworowych, jak i w prawidłowych komórkach ruchliwych.
Znajduje się je w większości inwazyjnych form raka piersi, jelita grubego,
pęcherza i płuc (Stetler-Stevenson i współaut. 1993b). Poziom żelatynaz jest
skorelowany ze stopniem inwazyjności komórek (Zucker i współaut. 1987, 1993,
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Davies i współaut. 1993, Watanabe i współaut. 1993, Bernhard i współaut.
1994). Żelatynaza A może też być syntetyzowana i wydzielana przez komórki

stromy przylegające do frontów inwazji nowotworowej (Stetler-Stevenson
1 współaut. 1993a).

Stromelizyny
Do tej grupy należą czteiy enzymy: stromelizyna 1 (ST-1, MMP-3), stromeli-

zyna 2 (ST-2, MMP-10), stromelizyna 3 (ST-3) i matrylizyna (MMP-7).
Matiylizyna (uprzednio znana pod nazwą PUMP-1) Jest najmniejszą z meta-

loproteaz (29.7 kD). Występuje między innymi w komórkach nowotworowych
(rak żołądka i Jelita grubego). Matrylizyna prawdopodobnie może rozkładać

elastynę (Matrisian 1992), może też regulować działalność aktywatora plazmi-
nogenu oddzielając domenę katalityczną urokinazy od domeny wiążącej się
z receptorem powierzchniowym (Marcotte i współaut. 1992).

Stromelizyny ST-1 (54.0 kD) i ST-2 (54.1 kD) są enzymami o dużej homologii.
Występują między innymi w komórkach raka głowy i szyi. Towarzyszą lokalnemu
wzrostowi inwazyjności tego nowotworu. Są wytwarzane przede wszystkim przez
fibroblasty stromy guza przyległe do nieciągłości w otaczającej guz błonie

podstawnej (Polette i współaut. 1991). Obie stromelizyny rozkładają kolageny:
III (Matrisian 1992), IV, V i IX (Matrisian 1992, Mignatti i Rifkin 1993), lecz tylko
w domenach globularnych. Wraz z matrylizyną rozkładaj ą też wszystkie kolageny
zdenaturowane. Stromelizyny i matiylizyna rozkładają też białkowy rdzeń pro-
teoglikanów i niektóre glikoproteiny (LN, FN).

Ostatnio wiele uwagi poświęca się stromelizynie 3. Enzym ten został odkiyty
w komórkach pochodzących z biopsji inwazyjnego raka piersi (Basset i współaut.
1990). Stromelizynę 3 syntetyzują fibroblasty otaczające migrujące komórki
nowotworowe. Poziom RNA ST-3 maleje wraz ze wzrostem odległości wytwarza­
jących go fibroblastów od czoła inwazji nowotworu. Muller i współpracownicy
(1993) stwierdzili obecność RNA ST-3 i białka ST-3 również w komórkach

stromy raka głowy i szyi. Jak w poprzednim przypadku enzym ten był syntety­
zowany przez fibroblasty. Sądzi się więc, że synteza ST-3 odbywa się pod kontrolą
komórek nowotworowych, a ściślej dyfundującego czynnika wytwarzanego przez
nie bezpośrednio lub pośrednio. Tak więc komórki nowotworowe mogą przepro­
wadzać degradację ECM za pomocą prawidłowych komórek stromy, które w ten

sposób przygotowują im przejście.
W większości komórek nowotworowych ekspresja genów kodujących meta-

loproteazy nie jest stała, lecz indukowana różnymi aktywatorami, jak czynniki
wzrostowe lub inne cytokiny (Matrisian 1990, Mauviel 1993). Podobnie różne

aktywatory mogą wywoływać syntezę i wydzielanie przez komórki nowotworowe

czynników stymulujących inne komórki. Coraz więcej zwolenników znajduje też

pogląd, że metaloproteazy, włączając ST-3 (w raku głowy i szyi) oraz interstycjal-
ną kolagenazę i żelatynazę A (w raku skóry) mogą być traktowane jako pocho­
dzący ze stromy parakiynny3 czynnik, konieczny w progresji złośliwych nowo­
tworów pochodzenia nabłonkowego. Wystarczy więc, by komórka nowotworowa

3

Wydzielany przez inne, najczęściej sąsiednie komórki.
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miała receptory dla określonej metaloproteazy oraz mogła stymulowaćjej syntezę
i wydzielanie przez otaczające prawidłowe komórki stromy, by zyskała możliwość

degradacji określonego składnika ECM, Wydaje się, że w migracji komórek
nowotworowych parakrynne i autokiynne 4 czynniki (ryc. 7) są równie ważne

i być może stanowią rozwiązania alternatywne.

Q+

***

Ryc. 7. Parakrynny i autokrynny
sposób przekazywania i prze­
chwytywania ligandów. A — ko­
mórka syntetyzuje i wydziela do
środowiska cząsteczki, które są

przechwytywane i wiązane przez
sąsiednie komórki niezdolne do
ich wytwarzania, ale wyposażone
w odpowiednie receptory. B —

komórka wytwarzająca i wydzie­
lająca określone cząsteczki sama

je wiąże do własnej powierzchni,
gdyż zarazem posiada specyficz­
ne dla nich receptory powierzch­

niowe.

W stromie raka piersi stwierdzono współwystępowanie stromelizyny 3
i tenascyny (Basset i współaut. 1990). Tenascyna jest tą glikoproteiną, która

prawdopodobnie —przez swoje własności antyadhezywne — ułatwia komórkom

guza odrywanie się i podnosi ich inwazyjność. Tenascynajest syntetyzowana
i wydzielana przez fibroblasty stymulowane między innymi przez neoplastyczne
komórki nabłonka (Erickson i Bourdon 1989).

Ostatnio (Sato i współaut. 1994) odkryto i opisano nową metaloproteazę,
którą określono Jako „membranę-type matrix metalloprotease

”

(MT-MMP). Ten

enzym o ciężarze 66 kD jest integralnym białkiem błonowym o domenie trans-

membranowej. Występuje w komórkach inwazyjnego raka płuc, a głównym jego
zadaniem jest aktywacja prożelatynazy A. MT-MMP ściśle ogranicza aktywność
proteolityczną żelatynazy do bezpośredniego sąsiedztwa błony komórkowej, gdyż
na niej właśnie odbywa się aktywacja tego enzymu również wtedy, gdy jest on

syntetyzowany przez komórki stromy i wydzielany do środowiska. Sekwencja
zjawisk przedstawiać się wtedy może następująco: komórki nowotworowe sty­
mulują fibroblasty do produkcji żelatynazy A, jako proenzym pojawia się ona

w stromie, wiązana przez receptor na powierzchni komórki nowotworowej ulega
tam aktywacji przez MT-MMP. Powoduje to punktową degradację kolagenów
(przede wszystkim kolagenu IV).

4

Wydzielane przez tę samą komórkę.
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REGULACJA AKTYWNOŚCI METALOPROTEAZ

Aktywacja proenzymów

Wszystkie znane metaloproteazy są wydzielane w postaci nieaktywnych
proenzymów. Dopiero po aktywacji zyskują zdolność degradowania składników
ECM. W przypadku metaloproteaz rolę fizjologicznych aktywatorów pełnią prze­
de wszystkim urokinaza i plazmin. Aktywowanie MMP odbywa się poprzez
zakłócenie interakcji cysteiny z atomem cynku w cząsteczce. Zachodzące
w cząsteczkach metaloproteaz zmiany konformacyjne prowadzą do autokatality-
cznego odcięcia domeny propeptydowej i powstania czynnej formy enzymu
(Liotta i współaut. 1991, Woessner 1991, Kleiner i Stetler-Stevenson 1993,
Stetler-Stevenson i współaut. 1993b) (ryc. 8). Ponieważ zarówno prometalo-
proteazy, jak urokinaza i plazmina, są związane z błoną komórkową, aktywacja
najczęściej zachodzi na powierzchni komórki lub wjej bezpośrednim sąsiedztwie.
Często jest ograniczona do określonych regionów powierzchni komórki —inwa-

dopodiów —których zadaniem jest intensywna degradacja ECM umożliwiająca
komórce migrację (Chen 1992, MoNSKYi Chen 1993, Monsky i współaut. 1993).
Aktywacja prożelatynazy, ściśle ograniczona do miejsc kontaktu komórki z BM,
może prowadzić do miejscowej proteolizy kolagenu IV i utworzenia przejścia dla

migrującej komórki. Wzrost aktywności proteolitycznej komórek może też być
wynikiem interakcji pomiędzy samymi metaloproteazami. Na przykład, strome-

lizyna podnosi aktywność kolagenazy interstycjalnej i żelatynazy A (Matrisian
1992, Stetler-Steyenson i współaut. 1993b).

A

Ryc. 8. Aktywacja żelatynazy A. A — propeptyd
zawierający cysteinę jest związany poprzez siarkę
z atomem Zn w katalitycznie czynnej domenie enzy­
mu; maskując Zn blokuje on aktywność żelatynazy.
B — aktywator (plazmina, trypsyna) powoduje zer­
wanie połączenia cysteiny z Zn; wywołana tym zmia­
na konformacyjna cząsteczki enzymu prowadzi do

odsłonięcia domeny katalitycznej zawierającej cynk.
C — następuje autokatalityczne odcięcie propeptydu.

Aktywacja Jednej z ważniejszych metaloproteaz, żelatynazy A, może również
zachodzić niezależnie od systemu urokinaza/plazminogen/plazmin w obecności
inhibitorów proteaz serynowych za pomocą wspomnianej już proteazy MT-MMP.
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Istnienie niezależnego od proteaz serynowych powierzchniowego mechanizmu

specyficznej proteolizy pojedynczego elementu ECM może mieć ważne fizjologi­
czne następstwa. Taki mechanizm pozwala na szczególnie subtelną kontrolę
degradacji ECM i ograniczenie do minimum powstających uszkodzeń.

Aktywacja metaloproteazjestjednym z czynników potrzebnych, aby komórka

mogła uzyskać fenotyp inwazyjny.
Inhibicja metaloproteaz i ich proenzymów

Sama aktywacja metaloproteaz nie wystarcza dla osiągnięcia przez komórkę
wysokiego stopnia inwazyjności. W przypadku ruchliwych komórek prawidło­
wych tkankowe inhibitory metaloproteaz kontrolują ich aktywność w określo­
nych miejscach. W przypadku komórek nowotworowych poziom aktywnych
metaloproteaz również musi znajdować się pod kontrolą, ponieważ nadmierna

proteoliza ECM może tak samo utrudniać migrację, jak zbyt słaba degradacja
zewnątrzkomórkowej macierzy. Prowadzi ona bowiem z jednej strony do znisz­
czenia ECM, w tym i proteoglikanów tworzących środowisko sprzyjające migra­
cji, a z drugiej strony przeciwdziała nawiązywaniu przez komórki kontaktów
z podłożem (lub zbyt szybko je niszczy), co też utrudnia lokomocję. Wykazano,
że podczas gdy w komórkach nowotworowych, syntetyzujących niewielkie ilości

proteaz degradujących ECM dodatek inhibitora znosił ich inwazyjność,
w przypadku komórek wytwarzających duże ilości proteaz taki sam dodatek
inhibitora ją wzmagał (Tsuboi i Rifkin 1990). Tak więc inwazyjny fenotyp
komórek nowotworowych wynika również z odpowiedniej proporcji aktywnych
proteaz i ich inhibitorów na powierzchni komórki i w środowisku.

Tkankowy inhibitor metaloproteaz, TIMP-1, jest glikoproteiną o ciężarze
25-36 kDa, tworzącą nieodwracalne kompleksy z cząsteczkami interstycjalnej
kolagenazy, stromelizyn, aktywnej żelatynazy B i jej proenzymu. Syntetyzują go
i wydzielają fibroblasty, komórki śródbłonka, komórki mięśni gładkich i chon-

drocyty. Drugi inhibitor metaloproteaz, TIMP-2 o ciężarze 20-24 kDa, chociaż

podobny do TIMP-1 jest immunologicznie odrębny. TIMP-2 tworzy kompleksy
z proenzymem żelatynazy A, podobnie jak TIMP-1 z prożelatynazą B. Oba

inhibitoiy blokują wszystkie znane metaloproteazy w ich aktywnych formach,
a łącząc się z prożelatynazą A lub B zapobiegają ich autoaktywacji (Hayakawa
1994).

Staskus i współpracownicy (1991) oraz Uria i współpracownicy (1994) ziden­
tyfikowali trzeci tkankowy inhibitor metaloproteaz, izolowany z fibroblastów
zarodka kurzego (ChIMP-3) oraz komórek inwazyjnego raka piersi (TIMP-3)
o ciężarze 22 kDa. Przypuszcza się, że TIMP-3 ułatwia odrywanie się komórek

nowotworowych od elementów ECM i przyspiesza zmiany morfologiczne związa­
ne z transformacją komórek (Hayakawa 1994).

Wykazano, że podniesienie poziomu syntezy i wydzielania tkankowych inhi­
bitorów metaloproteaz znosi inwazyjność komórek nie tylko przez obniżenie ich
ruchliwości. Zgodnie z wynikami DECLERCK’a i współpracowników (1992) przy­
puszcza się, że zwiększenie produkcji inhibitora metaloproteaz w inwazyjnych
i metastatycznych fibroblastach transformowanych onkogenem ras powoduje
drastyczne ograniczenie procesów proteolitycznych wokół kolonii nowotworowej.
W rezultacie gromadzi się tam nadmiar składników ECM, co utrudnia komórkom
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nowotworowym przedostanie się na teren prawidłowej tkanki okolonowotworo-

wej, a więc hamuje inwazję już najej wczesnym etapie.
Inhibitory metaloproteaz znajdują się w ECM, osoczu i płynach interstycjal-

nych. Dlatego mogą one łatwo docierać do enzymów znajdujących się na

powierzchni komórek. Związanie z receptorem powierzchniowym może chronić
niektóre enzymy przed działaniem inhibitorów. Istnieją także dodatkowe mecha­
nizmy zabezpieczające proteazy przed działaniem ich inhibitorów. Należy do nich

między innymi usytuowanie kolagenazy po cytoplazmatycznej stronie błony
komórkowej, co chroni ten enzym przed zetknięciem z inhibitorem obecnym
w środowisku (DeClerck i współaut. 1992). Podobnie, otaczanie przez miejsca
kontaktowe inwadopodiów, w których są nagromadzone enzymy proteolityczne
i które intensywnie degradują ECM, utrudnia masowy napływ inhibitorów
i unieczynnianie enzymów (Monsky i Chen 1993). Natomiast kontrolowana

aktywność inhibitorów minimalizuje uszkodzenia ECM ściśle ograniczając miej­
sce i stopień degradacji jej struktur.

ROLA SYSTEMU UROKINAZA/PLAZMINOGEN/PLAZMINA

Cykl aktywacji plazminogenu i rola urokinazy

Plazminogen (90 kD) jestjednym z białek biorących udział w kontrolowanej
proteolizie wewnątrz- i zewnątrznaczyniowej. Występuje w osoczu iw ECM, gdzie
pełni ważną rolę w adhezji i migracji komórek. W cząsteczce plazminogenu
można wyróżnić między innymi 5 domen typu zwanych kringle oraz trypsyno-
podobną domenę proteolityczną (McLean i współaut. 1987). Plazminogen wiąże
się z receptorami powierzchniowymi o niskiej specyficzności (Plow i współaut.
1986, Hajjar 1991, Vaheri 19922). Wiąże się też z okolokomórkowymi elemen­

tami ECM: glikozaminoglikanami i fibryną (Mignatti i Rifkin 1993) oraz

z fibronektyną, lamininą i witronektyną oraz trombospondyną (Moscatelli
i Rifkin 1988, Vaheri i współaut. 1992).

Aktywacja plazminogenu jest jednym z ważniejszych indukowanych, zew-

nątrzkomórkowych systemów proteolitycznych, związanych z kontrolą interakcji
komórek nowotworowych z ECM (Błasi 1993). Aktywacja plazminogenu
w wyniku proteolizy zachodzi głównie na powierzchni komórki. W czasie tej
reakcji zarówno plazminogen, jak i jego aktywatory (przede wszystkim urokina-

za) są związane ze swymi receptorami (Stephens i współaut. 1989, McLean
i współaut. 1987, Menhart i współaut. 1993). Produkt reakcji, plazmina, też

pozostaje na powierzchni, związana z błoną komórkową, co chroni ją przed
działaniem inhibitora, a2-antyplazminy obecnej w środowisku. Okołokomórko-
we rozmieszczenie elementów systemu urokinaza/plazminogen/plazmina
przedstawia tabela 3. Plazmina Jest proteazą seiynową o bardzo szerokim

spektrum działania. Może rozkładać takie składniki ECM jak fibronektyną
i laminina, rdzeń białkowy proteoglikanów i zdenaturowane kolageny (tab. 2).
Ponadto plazmina aktywuje metaloproteazy i elastazę oraz niektóre czynniki
wzrostowe.

Jedną z ważniejszych funkcji plazminyjest aktywacja urokinazy, która sama

jest aktywatorem plazminogenu. Z trzech fizjologicznych aktywatorów plazmi­
nogenu, streptokinazajest wytwarzana przez bakterie, a dwa pozostałe: uroki-
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naza (uPA, UK) i tkankowy aktywator plazminogenu (tPA) są endogenne. Chara­
kterystyczne w ich budowie są domeny kringle (McMullen i Fujikawa 1985).
Znajduje się je w wielu białkach związanych z koagulacją i flbiynolizą krwi.

Odpowiedzialne są między innymi za wiązanie z fibrynogenem, fibryną, a2-anty-
plazminą, trombospondyną, a także różnymi rodzajami komórek (Menhart
i współaut. 1993). Pomimo pewnego podobieństwa obu endogennych aktywato­
rów (ryc. 9) urokinaza wydaje się pełnić o wiele ważniejszą rolę w skomplikowa­
nej sekwencji procesów prowadzących do powstania przerzutu.

Tabela 3

Okołokomórkowe rozmieszczenie elementów cyklu urokinaza/

plazminogen/plazmina (według Vaheri i współaut. 1992)

Element cyklu
uPA/plg/pl

Rozmie szczenię

pro-uPA kontakty ogniskowe, kontakty międzykomórkowe,
zakończenia microspikes

aktywna uPA kontakty ogniskowe, kontakty międzykomórkowe,
zakończenia microspikes

uPAR kontakty ogniskowe, kontakty międzykomórkowe,
zakończenia microspikes

Plg równomierne na spodnie] powierzchni komórki

PAT 1 równomierne w podłożu pod komórką, wyłączając
kontakty ogniskowe

Wysoki poziom ekspresji genu kodującego urokinazę wykazano różnymi
metodami w większości badanych komórek ruchliwych, nowotworowych i pra­
widłowych (Monsky i Chen 1993). Stwierdzono też, że zakłócenia w działaniu

urokinazy mogą zapobiec tworzeniu metastaz (Crowley i współaut. 1993).
Pro-urokinaza, zbudowana z pojedynczego łańcucha peptydowego, może być

syntetyzowana przez prawidłowe komórki ruchliwe, komórki nowotworowe lub

przez komórki stromy otaczające nowotwór (Pyke i współaut. 1991, Chen 1992,
Błasi 1993). W tym ostatnim przypadku przechwytująją ze środowiska i wiążą
komórki nowotworowe mające na powierzchni receptory urokinazy (ryc. 7 A).
Receptory te występują u komórek o własnościach inwazyjnych, lecz nie ma ich
na powierzchni stacjonarnych komórek prawidłowych (Blanchi i współaut.
1994). Natomiast prawidłowe komórki migrujące, j ak monocyty czy granulocyty,

mogą mieć od 10 000 do 250 000 receptorów urokinazy (Błasi 1993).
Receptor urokinazy wiąże zarówno urokinazę, jak i jej prekursor (Zhang

i współaut. 1993). Receptor jest glikoproteiną o ciężarze 55-65 kDa. Łączy się
z błoną komórkową przez kowalencyjne wiązanie z GPI — glikozylofosfatydylo-
inozytolem (Fazioli i Błasi 1994). Takie połączenie zapewnia kompleksowi
urokinaza-receptor swobodne przemieszczanie się w błonie komórkowej (Va-
heri i współaut. 1992). Urokinaza aktywowana na drodze ograniczonej proteolizy
składa się z dwóch łańcuchów — A i B. Łańcuch A zbudowany Jest z Jednej
domeny kringle oraz znajdującej się w pobliżu końca aminowego domeny
EGF-podobnej, przez którą urokinaza łączy się z receptorem powierzchniowym.
Łańcuch B urokinazyjest aktywny katalitycznie.
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Najważniejszym aktywatorem urokinazy jest plazmina (ryc. 10). Pojawiają
się doniesienia także o innych aktywatorach urokinazyjak: elastaza (Makovich
i Owen 1989), katepsyna B i serynowa proteaza błonowa występująca w fibro-
blastach transformowanych wirusem Rous (Mignatti i Rifkin 1993).

Ryc. 9. Schemat budowy cząsteczek aktywatorów plazminogenu: tPA (A) i urokina­
zy (B). 1 — domena FN, 2 — domena czynnika wzrostowego, 3 — domena kringle, 4 —

regiony łączące, 5 — region katalityczny.

Aktywacja urokinazy (podobnie jak plazminogenu) zachodzi na powierzchni
komórki. Tempo aktywacji przez plazminę urokinazy związanej z receptorami
powierzchniowymi jest około 20 razy wyższe niż urokinazy w roztworze.

W związku z tym badano występowanie i lokalizację receptorów urokinazy oraz

receptorów plazminy i plazminogenu na powierzchni tych samych komórek

(nowotworowych i zarodkowych — Plow i współaut. 1986, Zhang i współaut.
1993). Stwierdzono, że oba rodzaje receptorów nie tylko występują na powierz­
chni tych samych komórek, ale również bezpośrednio ze sobą sąsiadują w ich

przednich krawędziach. Ułatwia to ogniskowe aktywowanie urokinazy przez
plazminę oraz aktywowanie plazminogenu przez urokinazę. Ponieważ w tej
drugiej reakcji powstaje plazmina, cykl się zamyka (iyc. 10).

Aktywowana urokinaza bardzo wolno oddysocjowuje od swego receptora
i pozostaje czynna na powierzchni komórkowej przez 4-6 godzin. Związanie
z receptorem nie powodujejej internalizacji. Dopiero związanie powierzchniowej
urokinazy z szybko działającym inhibitorem PAI-1 (plasminogen activator inhi­
bitor type 1) hamuje aktywność proteolityczną urokinazy i powoduje internali­
zację całego kompleksu receptor-urokinaza-inhibitor (Cubellis i współaut.
1990). Pomimo tego, że internalizacji ulega cały kompleks, tylko urokinaza i Jej

inhibitor są rozkładane w lizosomach. Receptor zaś powraca na powierzchnię
(ryc. 10), co pozwala komórce na szybkie przegrupowanie receptorów urokinazy,
a więc na szybkie zmiany rozmieszczenia na powierzchni komórek regionów
o wysokiej aktywności proteolitycznej. Może to być jedną z ważniejszych funkcji
inhibitora urokinazy.
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Ryc. 10. System aktywacji plazmlnogenu. Rs — receptor powierzchniowy, Ri — recep­
tor we wnętrzu komórki, * symbolizuje proteolizę. Szczegółowy opis cyklu przedstawio­

no w tekście.

Rola urokinazy w migracji komórek

Podstawową funkcją urokinazyjest aktywacja plazminogenu, chociaż może

ona również powodować rozpad fibronektyny i niektórych innych składników
ECM (Fazioli i Błasi 1994), a także stymulować ruchliwość komórek (Busso
i współaut. 1994, Stahl i Mueller 1994). Stężenie plazminogenu we krwi Jest

wysokie i wynosi około 2 |fM, a w ECM jest niewiele mniejsze. W środowiskach

tych współistnieją wszystkie elementy systemu plazminogen/urokinaza/pla-
zmina, co mogłoby prowadzić do takiej produkcji plazminy, która uniemożliwia­
łaby tworzenie skrzepów (Mangel 1990). Dlatego aktywacja plazminogenu musi

być ograniczona tylko do specyficznych miejsc, które są wyznaczone obecnością
receptorów uPA. Tak więc praktycznie każda komórka posiadająca receptory
wiążące uPA lub syntetyzująca nawet znikome ilości urokinazy jest w stanie,
przy tak znacznych zasobach łatwo dostępnego substratu, wyprodukować
w dowolnym momencie dowolną ilość plazminy, enzymu rozkładającego pośred­
nio lub bezpośrednio prawie wszystkie składniki ECM. Ponieważ proces aktywa­
cji plazminogenu zachodzi na powierzchni komórki, z którą produkt reakcji,
plazmina pozostaje związana (ryc. 10), wszechstronna proteolityczna działalność

tej ostatniej pozostaje pod ścisłą przestrzenną kontrolą. Dlatego urokinaza, która

stymuluje cykl przemian plazminogenu i w konsekwencji „uruchamia” powie­
rzchniową plazminę, jest tak ważna w zjawiskach wiążących się z migracją
komórek przez ECM włącznie z inwazją nowotworową.
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Są tego liczne dowody. Stwierdzono między innymi wzrost poziomu aktyw­
ności urokinazy w migrujących komórkach środbłonka, podczas gdy po ich

zatrzymaniu spadał on do wartości wyjściowej (Pepper i współaut. 1987).
Urokinaza stymuluje chemotaksję granulocytów (Gudewicz i Gilboa 1987).
Podniesiony poziom ekspresji urokinazy charakteryzuje komórki większości
nowotworów złośliwych, a przerzuty mogą być skutecznie hamowane przez
inhibitory urokinazy (Ossowski 1992). Sądzi się (Quax i współaut. 1991), że

urokinaza działa w stosunkowo wczesnych stadiach tworzenia przerzutu, tych
które wiążą się z ruchliwością komórek i degradacją ECM (porównaj ryc. 1 A, B).

Rozmieszczenie urokinazy i jej receptorów na powierzchni komórki jest
charakterystyczne z punktu widzenia lokomocji. Znajduje się je na spodniej
stronie strefy czołowej migrujących frbroblastów i komórek nowotworowych
(Pollanen i współaut. 1987) oraz w miejscach ich kontaktu z podłożem (Mangel
1990, Vaheri i współaut. 1992), lecz nie odkryto ich w inwadopodiach (Chen
1992) — porównaj tabela 3. Chen przypuszcza więc, że system aktywacji
plazminogenu bierze udział przede wszystkim w regulacji adhezji do podłoża
(zrywanie kontaktów), a nie w intensywnej proteolizie ECM zachodzącej przy
powierzchni inwadopodiów (torowanie przejścia). Podobne wnioski można wy­
snuć ze schematu przedstawionego przez Błasi (1993). Schemat ten pokazuje,
jak cykl aktywacji/inaktywacji plazminogenu przez urokinazę i inhibitor PAI-1

w migrującej komórce może wpływać najej kontakty z podłożem.
Związanie urokinazy z jej komórkowym receptorem stymuluje migrację

komórek i potęguje ich reakcje chemotaktyczne. Ponieważ receptor urokinazy
wiąże się z błoną przez GPI, który nie ma połączeń z cytoszkieletem odpowie­
dzialnym za ruchliwość komórek, przypuszcza się, że receptor ten tworzy
kompleks z innymi białkami, z których przynajmniej Jedno ulega istotnym
zmianom w następstwie przyłączenia urokinazy do receptora (Busso i współaut.
1994).

Ekspresja urokinazy w komórce może być wywołana przez wiele czynników
takichjak cytokiny, CAMP, prostaglandyny, UV. Cytokiny i hormony kontrolują
także ekspresję receptorów urokinazy. Ekspresję urokinazy można też wywoły­
wać w komórkach nowotworowych przez zerwanie połączeń międzykomórko­
wych, tworzonych przez cząsteczki E-kadheryny. Zerwanie tych połączeń
w wyniku wprowadzenia do środowiska odpowiednich przeciwciał powoduje
reorganizację aktynowego cytoszkieletu tych komórek, co indukuje ekspresję
genu kodującego urokinazę (Frixen i Nagamine 1993, Botteri i współaut. 1990).
Prowadzi to więc do współdziałania dwóch elementów fenotypu metastatycznego:
utraty połączeń międzykomórkowych i podjęcia syntezy urokinazy, a przy tym
pojawiają się one we właściwej kolejności. Najpierw działa czynnik umożliwiający
migrację (przez uwolnienie komórek), potem czynnik, który ją ułatwia (przez
kontrolę adhezji i torowanie przejść).

WYSTĘPOWANIE I WSPÓŁDZIAŁANIE ENZYMÓW DEGRADUJĄCYCH ECM

Ruchliwość komórek połączona z ich zdolnością do proteolizy składników
ECM Jestjedną z podstawowych cech inwazyjnego fenotypu komórek nowotwo-

12 — Kosmos



428 Lucyna Grębecka

rowych (Matrisian 1992). Proteolizajest konieczna, aby komórki rakowe mogły
penetrować interstycjum dokonując inwazji tkanki okołonowotworowej oraz

tworząc odległe przerzuty (Stetler-Stevenson 1993a).
Pierwsze obserwacje dotyczące proteolitycznych zdolności komórek nowo­

tworowych datują się od czasów, kiedy podczas prób prowadzenia hodowli
komórek używano jako podłoża skrzepów. Zwrócono wtedy uwagę, że komórki
nowotworowe rozpuszczają takie podłoża. Fischer (1925) wysunął na podstawie
swoich badań hipotezę, że zjawisko to może być wynikiem degradacji stromy pod
wpływem substancji wydzielanej przez inwazyjny nowotwór. Później Fischer
i inni badacze postulowali, że liza skrzepu przez komórki nowotworowe może

wiązać się z aktywacją obecnego w osoczu (i w skrzepie) plazminogenu
i działaniem produktu jego aktywacji — plazminy.

Przez wiele lat obserwacje te nie budziły szczególnego zainteresowania.
Renesans badań nad tym zjawiskiem nastąpił w latach 70-tych, kiedy zauważo­
no, że wirusowa transformacja hodowanych komórek tkankowych wywołuje
gwałtowny wzrost ich zewnątrzkomorkowej aktywności proteolitycznej, spowo­
dowany aktywacją plazminogenu (Quingley i współaut. 1974). W wyniku dal­
szych badań w tym kierunku stwierdzono, że i inne proteazy seiynowe, a także

metaloproteazy oraz glikozydazy również towarzyszą komórkom transformowa­
nym i nowotworowym. Okazało się też, że wzmożona zewnątrzkomórkowa
aktywność proteolityczna charakteryzuje także migrujące komórki zarodkowe,
leukocyty, komórki biorące udział w gojeniu rany i inne ruchliwe komórki

prawidłowe.
Współczesne badania nad mechanizmami interakcji proteaz z elementami

ECM podczas inwazji nowotworowej skupiają się wokół dwóch problemów:
lokalizacji tych enzymów i ich współdziałania.

LOKALIZACJA ENZYMÓW

Chen i współpracownicy (1984, 1985), Chen i Chen (1987), Chen (1989,
1992), Monsky i Chen (1993), oraz Monsky i współracownicy (1993) wykazali, że

degradacja fibronektyny i innych elementów ECM zachodzi w miejscach konta­
któw migrujących komórek z podłożem, co wskazuje na przestrzenne ogranicze­
nie proteolizy ECM do okolic bezpośrednio sąsiadujących z błoną komórkową.
Jones i DeClerck (1980) wykazali również, że degradacja glikoprotein, kolagenu
i elastyny w ECM komórek mięśni gładkich zachodzi tylko wtedy, gdy komórki
nowotworowe są osadzane bezpośrednio na albo w ECM. Gdy fragmenty ECM
zawieszano w środowisku, nie następowała degradacja kolagenów ani elastyny.
Degradacjajest więc ograniczona przestrzennie i wymaga bezpośredniego kon­
taktu tych białek z powierzchnią komórki. Zarówno wymienieni badacze, jak
i wielu innych autorów (Tryggvason i współaut. 1987, Zucker i współaut. 1987,
Moscatelli i Rifkin 1988, Monsky i Chen 1993, Mignath i Rifkin 1993, Stet-
ler-Stevenson i współaut. 1993a i b), zgodnie lokalizują enzymy degradujące
ECM na powierzchni migrujących przez nią komórek prawidłowych i nowotwo­
rowych.

Według Moscatelli i Rifkin (1988) taka lokalizacja ma następujące znacze­
nie: a) związany z błoną proenzym łatwiej ulega aktywacji, a enzym może być
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bardziej aktywny niż ten sam enzym swobodny w ECM. Sąsiedztwo proenzymów
i ich aktywatorów na powierzchni komórki umożliwia i przyspiesza proces
aktywacji; b) dzięki związaniu z receptorem powierzchniowym enzym może być
chroniony przed inaktywacją przez inhibitor; c) związanie enzymów z powierz­
chnią komórki może prowadzić do ich gromadzenia się i skupiania w określonych
miejscach; nagromadzenie i ko-lokalizacja na powierzchni komórki enzymów
rozkładających ten sam substrat zwiększa prędkość degradacji tego jednego
substratu; w przypadku enzymów rozkładających różne składniki ECM oznacza

to koncentrację elementów biorących udział w wielostopniowej degradacji ECM,
co usprawnia i przyspiesza ten proces; d) zatrzymanie enzymów przy błonie

komórkowej ogranicza proteolizę tylko do bezpośredniego sąsiedztwa komórki,
co pozwala najej kontrolę i przestrzenne ograniczenie.

WSPÓŁDZIAŁANIE ENZYMÓW

Badania dotyczące współdziałania enzymów pokazały między innymi, że

działają one w określonej kolejności. Wynikać to może z kolejności ich aktywacji.
Przykładem tego może być opisywana, między innymi przez Van Aswegen i Du
Plessis (1992), typowa sekwencja aktywacji proteaz: aktywacja plazminogenu
przez uPA, po C2ym aktywowanie kolagenazy przez produkt pierwszej reakcji —

plazminę. W rezultacie najpierw ulegają degradacji glikoproteiny (rozkładane
przez plazminę), a następnie kolageny rozkładane przez kolagenazę.

Kolejność tę potwierdzają Montgomery i współpracownicy (1993). Autorzy ci
stwierdzili na powierzchni komórek czerniaka M24met występowanie intersty-
cjalnej kolagenazy, żelatynazy A i B, stromelizyny i urokinazy (ta ostatnia

znajdowała się również w środowisku). Po użyciu specyficznych inhibitorów

(TIMP-2 i uPAI-1) udało im się pokazać kolejność degradacji poszczególnych
elementów ECM (BM i interstycjum) przez komórki M24met. Zależny od uroki­
nazy i plazminy rozpad glikoprotein zawsze wyprzedzał działanie metaloproteaz.

Prawdopodobnie ta kolejność jest związana z budową ECM. Glikoproteiny
ECM otaczają rusztowanie kolagenowe i chronią je przed proteolizą. Dlatego
usunięcie glikoproteinjest konieczne, aby powierzchniowe kolagenazy komórek

nowotworowych miały dostęp do swego substratu. Proteolizą obu tych składni­
ków ECM naruszajej ciągłość strukturalną w wystarczającym stopniu, by mogła
nastąpić infiltracja przez komórki nowotworowe (Jones i DeClerck 1980).

Funkcje urokinazy i stymulowanej przez nią aktywacji plazminogenu wzbu­
dziłyjuż zainteresowanie klinicystów (Janicke i współaut. 1994). Można spodzie­
wać się, że wyniki prac w tym kierunku pozwolą na zastosowanie inhibitorów

tego enzymu jako pomocniczego środka w leczeniu nowotworów (Fazioli i Błasi

1994). Podobne nadzieje budzą badania inhibitorów metaloproteaz (Troll
i współaut. 1984, Hendrix i współaut. 1990, Kennedy 1994, Vassali i Pepper
1994). W obu przypadkach dokładniejsze poznanie mechanizmów ułatwiających

poruszanie się komórek nowotworowych w organizmie może pomóc w konstruo­
waniu skutecznych barier na ich drodze.
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MIGRATION OF THE TUMOUR CELLS

Summary
The erivironment ofeach lndlvidual celi In the tlssue ofthe body is formed by extracellular matrlx

(ECM). The macromolecules that make up the ECM can be grouped Into: 1. flber forming elements
as collagens and elastln, 2. glycoprotelns, and 3. proteoglycans. The normal and neoplastic migrating
cells need to “carve a path” through the surrounding matrix to reach their destlnation. Recently,
experiments employing model systems for the study of celi invaslon, have allowed a morę dlrect
evaluation of the role ofproteolytlc enzymes in thls process and have characterlzed the interactlons
of various degradative enzymes with each other and with their inhlbltors. Neoplastic and normal

migrating cells elaborate a vast array of proteases that enable them to proteolytically digest the

underlylng adheslon molecules. In dolng thls, the tumour cells disrupt the interactive interactlons

holding them in place, so they are free to degrade and migrate through the basement membranę and
interstitial stroma. Ali the major classes of secreted proteases (mainly the metalloproteases and

plasmlnogen actlvator —urokinase) are reported to be associated with the plasma membranę. Thls
celi surface localisation is an essential feature in the control of celi mlgratlon, invasion and
metastasis.
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IMMUNOTERAPIA NOWOTWORÓW

WPROWADZENIE

Terminem immunoterapia są określane te wszystkie rodzaje postępowania
leczniczego, które w efekcie zmieniają strukturę i/lub czynność układu odpo­
rnościowego. Klasyczne metody leczenia nowotworów polegają na mechanicz­
nym usunięciu (interwencja chirurgiczna), bądź zniszczeniu na drodze fizycznej
(radioterapia) lub farmakologicznej (chemioterapia) komórek nowotworowych.
Metody te są (w zależności od rodzaju nowotworu) stosunkowo skuteczne
w zakresie leczenia zlokalizowanego guza pierwotnego, natomiast znacznie

mniej przydatne w leczeniu rozsianych zmian wtórnych (przerzutów). Wprawdzie
metody te są w pewnym stopniu selektywne w stosunku do komórek nowotwo­
rowych, wyróżniając je w oparciu o specyficzne różnice w zakresie procesów
metabolicznych i aktywności cyklu komórkowego, jednak równocześnie w dużym
odsetku niszczą one również komórki prawidłowe.

Stosunkowo szybko rozwijająca się dziedzina, jaką jest immunoterapia,
opiera się na dążeniu do takiego przestrojenia układu odpornościowego, aby
potrafił on rozpoznać a następnie zniszczyć nowotwór. Osiągnięcie tego celu

powinno pozwolić na przezwyciężeniejednego z największych problemów, jakim
jest rozprzestrzenianie się pochodzących ze zmiany pierwotnej mikroprzerzutów,
to jest pojedynczych komórek lub niewielkich grup komórek nowotworowych
migrujących do różnych tkanek. Inną zaletą immunoterapii Jest Jej wysoka
specyficzność w stosunku do komórek nowotworowych a w konsekwencji nie
uszkadzanie tkanek prawidłowych. Do chwili obecnej jednak, pomimo bardzo

niekiedy obiecujących wyników wstępnych, nie uzyskano wystarczająco wyso­
kiej skuteczności zwalczania nowotworów w warunkach klinicznych. Stąd też,
pomijając emocjonalne oceny niektórych wyznawców bądź antagonistów meto­
dy, jej rzeczywistą skuteczność można będzie ocenić dopiero w (niedalekiej
prawdopodobnie) przyszłości.
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DLACZEGO UKŁAD ODPORNOŚCIOWY NIE JEST W STANIE ZNISZCZYĆ
NOWOTWORU?

CZYM DYSPONUJE UKŁAD ODPORNOŚCIOWY?

Często w opracowaniach popularyzatorskich układ odpornościowy jest po­
równywany do armii z jej służbą wywiadowczą, sztabem, systemem łączności
i jednostkami bojowymi. Stosując podobne porównanie dla komórek nowotwo­
rowych, należałoby uznać, że nie są one przeciwnikiem przestrzegającym zasad
fair play, gdyż atakują w przebraniu i bez oficjalnego wypowiedzenia wojny.
Słabość układu odpornościowego leży głównie w zakresie rozpoznania świetnie

maskującego się przeciwnika. Mechanizmy immunologiczne (Ptak 1987) służące
do niszczenia patogenów (układ odporności komórkowej i układ odporności
humoralnej) są w stanie eliminować tak różnych agresorów, jak obce organizmy
wielokomórkowe (niektóre pasożyty), pierwotniaki, bakterie, grzyby lub wirusy.
Zniszczenie komórki nowotworowej leży więc całkowicie w możliwościach układu

odpornościowego. Praktycznie zresztą taki proces w odniesieniu do pojedyn­
czych transformowanych nowotworowo („uzłośliwiających się”) komórek zacho­
dzi stale i eliminuje potencjalny rozwój nowotworów w zarodku. Dowodem na to

Jest fakt, że gdyby wyliczyć oczekiwaną teoretycznie częstość zmian prowadzą­
cych do wystąpienia nowotworu (mutacje spontaniczne, niektóre zakażenia

wirusowe, skutki działania mutagenów chemicznych chociażby tych zawartych
w dymie tytoniowym oraz promieniowaniajonizującego), to częstość zachorowań
na nowotwory byłaby nieporównywalnie większa niż jest praktycznie obserwo­
wana.

Jak już wspomniano, słabość obrony przed nowotworem polega nie na

możliwości jego zwalczania, ale na trudności odróżnienia komórek nowotworo­
wych od prawidłowych. Układ odpornościowy nie rozpoznaje struktur wielkości

komórki, a jedynie znacznie mniejsze fragmenty cząsteczek zwane antygenami.
W niektórych przypadkach wyspecjalizowane komórki, na przykład makrofagi,
„wypreparowywują” fragmenty specyficznej struktury i uczą inne komórki (lim­
focyty) ich rozpoznawania w procesie zwanym prezentacją antygenu. W innych
już sama obecność antygenu znanego uprzednio układowi odpornościowemu
jako „obcy” wyzwala jego reakcję. Istnieją również specyficzne mechanizmy
pozwalające na niszczenie komórek nowotworowych bez uprzedniej immuniza-

cji, tojest uczenia układu odpornościowego. Wyspecjalizowane populacje komó­
rek, pełniących taką funkcję („naturalni zabójcy” czyli komórki NK, „komórki
zabijające aktywowane cytokinami”, tak zwane komórki LAK, „limfocyty nacie­
kające guz” czyli TIL, „limfocyty naciekające ranę” — WIL oraz „makrofagi
przeciwnowotworowe” czyli MAK) są w stanie samoistnie rozpoznać i zniszczyć
komórkę nowotworową. Prawdopodobnie właśnie te populacje komórkowe nie

dopuszczają do rozwoju znacznej liczby nowotworów niszcząc w zarodku trans­
formowane komórki. Kiedy jednak komórek nowotworowych jest zbyt dużo lub
ich lokalizacja utrudnia do nich dostęp elementów układu odpornościowego, to

wspomniane mechanizmy nie wystarczają, aby powstrzymać rozwój choroby.
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CECHY KOMÓREK NOWOTWOROWYCH, ODRÓŻNIAJĄCE JE OD PRAWIDŁOWEJ POPULACJI

KOMÓRKOWEJ

Najważniejsze z punktu widzenia przebiegu choroby cechy komórek nowo­
tworowych, Jakimi są zdolność do niekontrolowanej proliferacji w połączeniu
z niereagowaniem na fizjologiczne czynniki regulatorowe, nie są parametrami
rozpoznawanymi przez układ odpornościowy. Potencjalnymi cechami rozpo­
znawczymi są natomiast tak zwane „antygeny nowotworowe”.

Obecność jakiegokolwiek antygenu jest uwarunkowana posiadaniem przez
komórkę, prezentującą go, aktywnego genu regulującego jego wytwarzanie.
Nietypowe antygeny mogą pojawiać się na komórkach nowotworowych w wyniku
aktywowania genów specyficznych dla innych okresów życia osobniczego (życia
płodowego) lub dla innych, wyspecjalizowanych populacji komórkowych (na
przykład komórek nerwowych), transfekcji w wyniku zakażenia wirusowego,
wreszcie mutacji genowej. Stąd też tak zwane antygeny nowotworowe można,
w zależności od pochodzenia, podzielić na kilka grup:

1. Antygeny obecne w okresie życia płodowego. Ta stosunkowo często
prezentowana przez komórki nowotworowe rodzina antygenów fizjologiczniejest
obecna w okresie życia płodowego. Geny odpowiedzialne za ich wytwarzanie
mogą być wtórnie aktywowane w komórkach uległych transformacji nowotwo­
rowej. Antygeny te mogą być zarówno związane z powierzchnią komórek, Jak
uwalniane do otoczenia. Przedstawicielami tej grupy są:

— alfa fetoproteina (AFP), fizjologicznie obecna w wątrobie i pęcherzyku
żółtkowym płodu (Wu i współaut. 1982);

—- choriongonadotropina beta (bHCG), występująca w łożysku (Hussa i Sell

1981);
— antygen karcynoembrionalny (CEA), obecny w przewodzie pokarmowym

płodu (Kabawat i współaut. 1983);
— łożyskowa fosfataza alkaliczna (PLAP), występująca w trofobłaście (Na-

THANSON i FlSHMAN 1971).
2. Antygeny swoiste dla specyficznych struktur komórkowych lub obecne

jedynie w części populacji ludzkiej. Antygeny te występują w warunkach pra­
widłowych u osobników dorosłych, ale albo jedynie w pewnym procencie popu­
lacji, albo na specyficznych strukturach komórek prawidłowych:

— CA 19-9, sialoglikoproteina (Lewisa; Lea) — antygen grupowy obecny
w warunkach prawidłowych, na przykład w 7% populacji amerykańskiej
lub 20% populacji japońskiej (Rittenhouse i współaut. 1985);

— neurono-specyficzna enolaza (NSE), w warunkach prawidłowych swoista
dla neuronów i komórek neuroendokrynnych.

3. Antygeny swoiste wyłącznie dla specyficznych nowotworów — antygen
raka kolczystokomórkowego (SCC), obecny poza chorobą nowotworową jedynie
w niektórych zaawansowanych stanach chorobowych, na przykład rozległym
uszkodzeniu wątroby (Kato i Torigoe 1977).

4. Antygeny obecne w strukturach wewnętrznych komórki — proteina p 120,
obecna w jąderku komórki, niewykiywalna na jej powierzchni (Valdez i współ­
aut. 1990).
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Ta grupa antygenów nie Jest dostępna dla układu odpornościowego, stąd
nawet po immunizacji, to jest nauczeniu komórek odpornościowych ich rozpo­
znawania, odgrywają one niewielką rolę w procesach niszczenia nowotworów.

Zasadniczą przyczyną, dla której antygeny nowotworowe nie wystarczają dla

samoistnej immunizacji układu odpornościowego pacjenta jest ich tożsamość
lub znaczne podobieństwo do „prawidłowych” antygenów chorego. Wyspecjali­
zowane limfocyty, zwane komórkami pamięci immunologicznej, posiadają zako­
dowane wzorce „swoich” antygenów, stąd też powtórna aktywacja genów odpo­
wiedzialnych za syntezę na przykład antygenów płodowych nie jest sygnałem
zagrożenia dla układu odpornościowego i nie powoduje niszczenia komórek

prezentujących te antygeny.

CELE I METODY IMMUNOTERAPII W ODNIESIENIU DO LECZENIA
NOWOTWORÓW

Celami stosowanej immunoterapii (schemat 1) mogą być:
— zmiana liczebności określonych komórek układu odpornościowego:
— zmiana aktywności komórek tego układu;
— wytworzenie elementów nieobecnych w normalnym repertuarze środków

obronnych organizmu (na przykład przeciwciał sprzężonych z molekułami
o działaniu cytotoksycznym;

— wytworzenie i aktywacja mechanizmów umożliwiających rozpoznawanie
nowotworu przez układ odpornościowy.

Formalny podział (Currie 1977) wyróżnia cztery rodzaje immunoterapii,
czynną, bierną, adoptywną i grupę metod nie mieszczących się w poprzednich
kategoriach (tabela 1.). Używany rzadziej termin immunomodulacja określa
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wszelkie rodzaje świadomej interwencji z zewnątrz, mającej na celu zmianę
własności układu odpornościowego. Bywa on używany zamiennie z wymienio­
nymi powyżej, ale przeważniejest rezerwowany dla określania działań wywiera­
jących bardziej złożony efekt.

Tabela 1

Ogólny podział metod Immunoterapii nowotworów według Currie (1977), zmodyfikowany przez
autora

Rodzą) terapii Swoista Nieswoista

Czynna Szczepionki z komórek nowotworowych bądź
uzyskanych z nich antygenów. Komórki nowotwo­
rowe poddane manipulacjom genetycznym.
Cytokiny podawane doguzowo celem poprawy
skuteczności immunizacfi komórkami nowotworu.

Inne szczepionki, nie

zawierające antygenów
swoistych dla nowotwo­
ru (np. BCG)

Bierna Swoiste przeciwciała w postaci „naturalnej” lub

sprzężone z izotopami promieniotwórczymi lub

substancjami cyto toksycznymi.

Typowe składniki suro­
wicy, nie zawierającej
przeciwciał swoistych
dla nowotworu

Adoptywna Frakcje komórkowe o pożądanej aktywności,
aktywowane i/lub namnożone in vitro. Komórki
układu odpornościowego poddane manipulacjom
genetycznym. Cytokiny podawane ogólnie celem

zmiany liczebności lub cech komórek układu

odpornościowego.

Komórki układu odpo­
rnościowego w postaci
takiej, wjakiej występu­
ją u normalnego osob­
nika

Inne Wirusy onkolityczne. Toksyna Coleya.

NARZĘDZIA PRACY IMMUNOTERAPEUTY

Cytokiny
W ciągu ostatnich kilku lat poznano szereg biologicznie aktywnych substan­

cji zwanych cytokinami. Czynniki te są produkowane przez wiele rodzajów
komórek i mają za zadanie przekazywać informację innym komórkom, między
innymi należącym do układów krwiotwórczego i odpornościowego. Są to więc
pewnego rodzaju „hormony krótkodystansowe” — substancje, które podobnie
jak hormony pełnią funkcje regulacyjne, ale w przeciwieństwie do tych ostatnich
nie muszą być obecne w całym ustroju, bo przenoszą sygnały pomiędzy komór­
kami położonymi w bezpośredniej bliskości. Nazwy tych czynników (przy stosun­
kowo dużym bałaganie panującym w zakresie ich mianownictwa) wywodzą się
na ogół od nazw komórek produkujących je i komórek będących adresatem

przekazywanych sygnałów. Tak więc wszystkie czynniki przenoszące sygnał
pomiędzy izolowanymi komórkami są nazywane cytokinami. Czynniki wytwa­
rzane przez leukocyty to leukokiny, a wytwarzane przez leukocyty i przekazujące
sygnał leukocytom to interleukiny. Podobnie można nazywać monokinami czyn­
niki produkowane przez monocyty, limfokinami przez limfocyty i tak dalej.
Kłopot z tym, że przeważająca liczba cytokin jest produkowana przez kilka

różnych rodzajów komórek.

Praktyczne znaczenie cytokin w immunoterapii nowotworów niepomiernie
wzrosło po opanowaniu techniki ich wytwarzania metodami inżynierii genetycz­
nej, co pozwoliło na ich stosowaniejako leków. Do najistotniejszych preparatów
w praktyce doświadczalno-klinicznej należą obecnie: interleukiny (IL-2, IL-4,
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IL-6, IL-7, IL-10, IL-12), czynniki martwicy nowotworów (TNF-a i TNF-p), granu-

lo/makrofagopoetyny (G-CSF, GM-CSF, M-CSF) oraz interferony (IFN-a, IFN-y).
Cytokiny w immunoterapii nowotworów są wykorzystywane do zmieniania liczby
i właściwości komórek układu odpornościowego w układach in vivo i in vitro,
zmieniania właściwości komórek nowotworowych (podawanie doguzowe lub

transfekcja genu do komórek pobranych z guza) oraz do bezpośredniego hamo­
wania wzrostu nowotworów.

Antygeny niespecyficzne

Szereg antygenów bakteryjnych, podanych drogą pozajelitową, aktywuje
odpowiedź układu odpornościowego również na czynniki inne niż bakterie

(między innymi nowotwory). Antygeny te (Propionibacterium granulosum, BCG,
OK-432) są stosowane jako szczepionki.

Manipulacja genami

Rozwój inżynierii genetycznej umożliwił poznawanie sekwencji genowej zna­
nych cytokin, syntezę genów odpowiedzialnych za ich produkcję i wszczepianie
ich „zgodnie z zamówieniem” wybranym komórkom. Pierwsze zastosowanie tej
metody w omawianym temacie to transfekowanie komórek bakterii, drożdży lub

organizmów wyższych i przemysłowa produkcja cytokin w procesie przypomina­
jącym fermentację wina.

Kolejną aplikacją metod inżynierii genowej jest korekta genomu izolowanych
uprzednio komórek układu odpornościowego poprzez „wszczepianie” im genów
inicjujących syntezę produktów przydatnych do niszczenia nowotworu (na
przykład TNF).

Ostatnim wreszcie zastosowaniem inżynierii genetycznej jest modyfikowanie
komórek nowotworu poprzez zmuszanie ich do produkcji tych czynników, które

zmienią odpowiedź immunologiczną chorego (transfekcja komórek nowotworo­
wych genami indukującymi syntezę wybranych cytokin).

Komórki nowotworowe

Komórki nowotworu były i są wykorzystywane jako wyjściowy produkt dla

modyfikacji odpowiedzi immunologicznej chorego. We wcześniejszym okresie
całe komórki bądź ich izolowane frakcje służyły do produkcji szczepionek,
a obecnie w tym celu wykorzystuje się produkty manipulacji genetycznej, to

znaczy wspomniane już komórki „obdarzone” genem zmuszającym je do produ­
kcji wybranych cytokin.

Komórki układu odpornościowego in vttro

Szereg manipulacji, jakim są poddawane komórki układu odpornościowego
chorego niejest możliwych do wykonania in situ, tojest w środowisku organizmu
pacjenta z powodu efektów ubocznych, Jakie wywoływane byłyby przez czynniki
stosowane w tym celu. Dotyczy to takich zabiegów, jak indukowanie nowych
cech komórek (powstawanie komórek obdarzonych zdolnością spontanicznego
niszczenia nowotworu, tak zwanych komórek LAK), manipulacje genetyczne
(wspomniana transfekcja genami zmieniającymi antynowotworową aktywność
komórek), wreszcie selektywne namnażanie komórek pożądanych dla celów

immunoterapii.
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Obecny poziom techniczny klinicznych metod separacji komórek z krwi

pacjenta pozwala na uzyskiwanie dużej liczby pożądanych komórek w sposób
stosunkowo mało uciążliwy i bezpieczny (tak zwany zabieg cytaferezy). Innym
źródłem komórek może być szpik chorego lub tkanka odczynu zapalnego ota­
czającego zmiany nowotworowe (pozyskiwanie tak zwanych komórek TIL, to jest
limfocytów nacieku nowotworowego). Stąd też zdobycie wyjściowego materiału
dla wspomnianych zabiegów prowadzonych następnie w warunkach in uitro nie

jest problemem.

IMMUNOTERAPIA CZYNNA

Zgodnie z klasycznym podziałem (Currie 1977), jako czynną immunoterapię
określano metody oparte na immunizacji pacjenta szczepionkami wytworzonymi
z komórek nowotworowych. Do chwili obecnej próby takie są podejmowane,
a szczepionki wytworzone z ekstraktów uzyskiwanych z tkanki nowotworu

(Aapro 1993) lub komórek nowotworu połączonych z adiuwantem, to jest
czynnikiem wzmagającym ich immunogenność (Beatty 1992), wykazują pewną
chociaż niewystarczającą skuteczność.

Nowe podejście metodyczne stało się możliwe od momentu rozwoju warsztatu

biologii molekularnej. Założeniem tej koncepcjijest takie przekształcenie komó­
rek nowotworowych, aby w większym stopniu prowokowały do reakcji układ

odpornościowy. Oczywiście manipulacjom może być poddana tylko część komó­
rek, które następnie pełnią rolę szczepionki, „ucząc” układ odpornościowy, jak
ma zwalczać pozostałe komórki nowotworu. Praktycznie zmierza się do tego
wyposażając uprzednio pobrane od chorego lub zwierzęcia doświadczalnego
komórki nowotworu w gen zmuszający je do produkcji określonych cytokin
(Pardoll 1992), na przykład IL-2 (Tsai i współaut. 1993), 11-2 plus IL-4 (Ohe
i współaut. 1993), IFN-a, IFN-y (Ogasawara i Rosenberg 1993) czy też genów
układu zgodności tkankowej (Plautz i współaut. 1993). Transfekowane komórki,
po uniemożliwieniu im namnażania, na przykład poprzez napromienienie, są

wszczepiane choremu. Najprostszy postulowany efekt leczniczy miałby polegać
na wytworzeniu wokół tych komórek dużego stężenia cytokin produkowanych
przez transfekowany gen, a cytokiny te z kolei aktywowałyby komórki układu

odpornościowego umożliwiając skuteczniejsze niszczenie nowotworu. Szereg
obserwacji (Ogasawara i Rosenberg 1993, Tsang i współaut. 1993, Hillman
i współaut. 1994) sugeruje dodatkowy mechanizm polegający na zwiększonej
ekspresji różnych, w tym „nowotworowych”, antygenów na powierzchni komórek

transfekowanych genami inicjującymi produkcję cytokin. Autorzy cytowanych
prac obserwowali nie tylko eliminację genetycznie modyfikowanych komórek
nowotworu po ich wszczepieniu zwierzętom doświadczalnym, ale równieżjedno­
czesną redukcję masy „natywnego” guza, składającego się z komórek nie posia­
dających genu indukującego produkcję cytokin. Zaobserwowano również, że

transfekowane nie napromienione, a więc zdolne do namnażania komórki
nowotworu wykazywały mniejszą zdolność do inicjacji wzrostu nowotworu niż
kontrolne komórki tego samego nowotworu, nie poddane uprzednio manipulacji
genetycznej (Chakravarty i współaut. 1992, Douvdevani i współaut. 1992,
Katsanis i współaut. 1994). Pomimo bardzo obiecujących wyników doświadczeń

13 — Kosmos
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na zwierzętach, opisana metoda na obecnym etapie rozwoju nie pozwalajednak
na radykalne wyleczenie nowotworu niemożliwego do eliminacji metodami

konwencj onalnymi.
Podobny efekt zwiększonej ekspresji antygenów na powierzchni komórek

nowotworowych osiągnąć można w niektórych przypadkach podawaniem cyto-
kin doguzowo lub ogólnoustrojowo. Opisano (Hill i współaut. 1994) regresję
brodawczaka i raka u bydła po doguzowym wstrzykiwaniu IL-2. Podawanie

myszom IL-2 i IFN-a wzmagało ekspresję genu odpowiedzialnego za syntezę
czynnika martwicy nowotworów (TNF-a) w komórkach raka nerki (Sonouchi
1994). Zaobserwowano również, że IFN-y indukował ekspresję antygenów zgod­
ności tkankowej MHC II na komórkach raka pęcherza moczowego, a TNF-a, nie

wykazując takiej zdolności, wzmagał intensywność ekspresji na komórkachjuż
prezentujących te antygeny (Hawkyard i współaut. 1993). Wyniki te sugerują,
że niekiedy podawanie cytokin w układzie in vivo również może ułatwiać rozpo­
znawanie nowotworu przez układ odpornościowy gospodarza.

Kolejna metoda wchodząca w zakres czynnej immunoterapii, jaką jest sto­
sowanie szczepionek nieswoistych, nie odnotowała w latach ostatnich większych
sukcesów. Poznano lepiej mechanizmy działania dawno stosowanych czynników
(na przykład stwierdzono, że BCG aktywuje komórki NK niszczące nowotwór

(Thanhauser i współaut. 1993)). Poznano również bardziej specyficzne metody
nieswoistego aktywowania komórek odpornościowych, jak na przykład stymu­
lacja limfocytów T podaniem odpowiednio spreparowanych przeciwciał anty-
CD3 (Wedrychowski i współaut. 1993). Żadna z tych metodjednak nie poprawia
w zasadniczy sposób wyników leczenia nowotworów w warunkach klinicznych.

IMMUNOTERAPIA BIERNA

Klasyczna, historycznie najwcześniejsza metoda polegała (tabela 1.) na po­
dawaniu pacjentowi przeciwciał izolowanych z surowicy zwierząt immunizowa-

nych komórkami nowotworu lub frakcji surowicy zdrowych dawców. Próby takie
nie przynosiły istotnych klinicznie korzyści.

Powtórne zainteresowanie stosowaniem przeciwciał w onkologii nastąpiło po
opracowaniu metody otrzymywania przeciwciał monoklonalnych. Metoda ta

pozwala uzyskiwać praktycznie dowolne ilości przeciwciała skierowanego prze­
ciwko pożądanemu antygenowi, a odpowiednie manipulacje genowe stwarzają
możliwość planowania szczegółów jego struktury (Ptak 1987). Przeciwciała
monoklonalne nie są co prawda w stanie zniszczyć pierwotnej zmiany nowotwo­
rowej, co tłumaczone jest między innymi ich trudnym dostępem do komórek

nowotworowych (Riethmuller i Johnson 1992), ale mogą być wykorzystywane
do wykrywania i zwalczania mikroprzerzutów. Skierowane mogą być albo prze­
ciwko specyficznym antygenom nowotworowym, albo receptorom czynników
niezbędnych dla proliferacji komórek guza (Taetle i współaut. 1994). Skutecz­
ność przeciwciał konstruowanych dla zwalczania nowotworów może być dodat­
kowo zwiększona poprzez sprzęganie ich z chemicznymi związkami cytotoksy-
cznymi lub izotopami promieniotwórczymi, które są w ten sposób wybiórczo
koncentrowane w bezpośredniej bliskości komórek nowotworowych (Hartmann
i współaut. 1994). W perspektywie można oczekiwać, że specyficznie konstruo-
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wane przeciwciała nie wystarczą co prawda do kompletnego niszczenia nowo­
tworów, ale będą cennym narzędziem uzupełniającym, pozwalającym lokalizo­
wać i niszczyć mikroprzerzuty nowotworowe.

IMMUNOTERAPIA ADOPTYWNA

Próby modyfikacji odporności chorego poprzez dożylne przetaczanie aktywo­
wanych limfocytów lub makrofagów były czynione od stosunkowo długiego
czasu. Zakładano, że zwiększanie w ten sposób liczby takich komórek, zdolnych
do niszczenia nowotworów, jak komórek NK (Skórski 1986a) limfocytów cytoto­
ksycznych (Skórski 1986b) i makrofagów (Skórski 1985) może spowodować
regres choroby. Z uwagi jednak na niewielką liczbę komórek zdolnych do
niszczenia nowotworu możliwych do izolowania a następnie przetoczenia chore­
mu, metody te nie dawały istotniejszych korzyści terapeutycznych. Dopiero
opublikowane przez Grimm i współpracowników (1982) obserwacje, wskazujące
na istnienie odrębnej populacji tak zwanych komórek LAK (komórki zabijające
aktywowane limfokinami) dały początek nowej grupie znacznie skuteczniejszych
metod. Komórki LAK rozpoznają i niszczą nowotwory znacznie skuteczniej niż

poprzednio wymienione populacje komórek, przy czym nie wymagają uprzednie­
go „uczenia się” rozpoznawania przeciwnika. Cechą, która czyni z nich wyjątko­
wo dobre narzędzie immunoterapeuty jest możliwość uzyskiwania dużej ich

liczby i aktywowania ich funkcji poprzez inkubację limfocytów in uitro z IL-2.

Stąd też podstawowym schematem leczniczym była izolacja limfocytów pacjenta,
ich inkubacja z IL-2 i „zwracanie” choremu zawiesiny jego komórek znacznie

wzbogaconych w populację LAK (Rosenberg 1984). Wkrótce zaobserwowano, że

podawanie choremu IL-2 zwiększa liczbę komórek LAK w jego organizmie, co

dało początek metodzie leczenia interleukiną 2 (Rosenberg i współaut. 1985b)
lub połączonemu podawaniu choremu wytworzonych in uitro komórek LAK i IL-2

(Rosenberg i współaut. 1985a). Od tej poiy metoda adoptywnej immunoterapii
przy wykorzystaniu interleukiny 2 została szeroko rozpowszechniona, a wyniki
badań zestawione w szeregu prac przeglądowych (Foa i współaut. 1992, Hillman

iwspółaut. 1992, Tartour i współaut. 1992, Bubenik 1993, Dietrich i współaut.
1993, Maas i współaut. 1993, Osullivan i Lewis 1994). Wraz z rozwojem metody

wyróżniono inne subpopulacje komórek zdolnych do niszczenia nowotworu (TIL,
czyli „limfocyty naciekające guz”, WIŁ — „limfocyty naciekające ranę”, czy też

MAK—„makrofagi przeciwnowotworowe”) (Wallace i współaut. 1993, Dubinett
i współaut. 1993, Chokri iwspółaut. 1992) oraz znacznie udoskonalono metody
pozyskiwania in uitro dużej ich liczby (Hillman i współaut. 1994). Podjęto również

próby uzyskiwania in uiuo lub in uitro komórek LAK przy użyciu innych cytokin
stosowanych oddzielnie albo w różnych kompozycjach, na przykład GM-CSF
z witaminą D3 (Chokri i współaut. 1992), IL-2 z interferonem alfa (Keilholz
i współaut. 1994) lub beta (Liberati i współaut. 1994), IL-7 (Schadendorf
i współaut. 1994), oraz IL-2, IL-4, IL-7, IL-10 i IL-12 (Lotze i współaut. 1992).

Ostatnią wreszcie koncepcją adoptywnej immunoterapii jest modyfikowanie
komórek typu TIL poprzez transfekowanie ich genami odpowiedzialnymi za

produkcję takich czynników, jak na przykład TNF, które w odpowiednim stężeniu
niszczą komórki nowotworowe. Tak modyfikowane komórki, obdarzone zdolno-
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ścią naciekania okolicy nowotworu, pełniłyby rolę japońskich kamikadze, do­
starczających ładunki wybuchowe na okręty wroga. Podobnie, Jak opisana już
metoda sprzęgania przeciwciał z izotopami promieniotwórczymi, sposób ten

powinien umożliwić uzyskiwanie w otoczeniu nowotworu wysokiego stężenia
czynników toksycznych, minimalnie narażając na ich działanie zdrowe komórki

chorego.

PODSUMOWANIE

Możliwości ingerencji w funkcje układu odpornościowego zwiększają się
proporcjonalnie do pogłębiania znajomości mechanizmów działania tego układu
i rozwoju dziedzin „narzędziowych”, na przykład inżynierii genetycznej. Układ

odpornościowy samoistnie posiada bardzo ograniczoną zdolność niszczenia
komórek nowotworowych. Są one zbyt podobne do komórek prawidłowych, aby
uruchamiać mechanizmy obronne oparte na metodzie rozpoznawania antyge­
nów w kategoriach „swój — obcy”. Jednocześnie mechanizmy specyficzne, na

przykład aktywność komórek NK nie wystarczają w przypadkach intensywnego
rozrostu nowotworowego. Współczesne metody immunoterapii nowotworów

zmierzają do:
— uczynienia komórek nowotworowych bardziej „widocznymi” dla układu

odpornościowego, na przykład poprzez ich modyfikacje genetyczne lub

podawanie cytokin miejscowo w okolicę nowotworu:
— lokalizację i niszczenie mikroprzerzutów za pomocą przeciwciał o odpo­

wiednio zaprojektowanej strukturze;
— wytworzenie in vitro lub in vivo komórek potrafiących odszukać nowotwór

w organizmie chorego i zniszczyć go — w miarę możności uzbrojenie tych
komórek w bardziej skuteczne mechanizmy niszczące poprzez wszcze­
pienie im odpowiednich genów.

Opisane metody dają obiecujące wyniki w testach in vitro i testach na

zwierzętach doświadczalnych. Również niektóre doświadczenia kliniczne suge­
rują korzystne efekty (zmniejszanie masy guza, czasowe cofanie się zmian

nowotworowych) uzyskiwane przy zastosowaniu immunoterapii. Do chwili obe­
cnej nie opublikowano Jednak przekonywujących danych wykazujących możli­
wość skutecznego wyleczenia choroby nowotworowej metodami immunoterapii
w sytuacji, gdy metody konwencjonalne (chirurgia, chemio- i radioterapia)
takiego wyleczenia nie umożliwiają. Zważywszy na stosunkowo bardzo krótki

okres, przez jaki współczesne metody immunoterapeutyczne są udoskonalane
i wdrażane, trudno jednoznacznie prognozować dalszy ich rozwój i przyszłą
skuteczność. Wydąje się jednak, że będą one co najmniej cennym leczeniem

uzupełniającym, o ile niejedną z ważniejszych metod terapeutycznych w onko­
logii.

IMMUNOTHERAPY OF CANCER

The basie methods applied In the cancer immunotherapy are reviewed In the paper. Normally,
the patienfs Immune system possesses a rather poor ability to destroy cancer cells, due to inadeąuate
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recognitlon of the so-called “tumor antigens". The purpose of immunotherapy is to improve its
anticancer activlty through:

— application of factors increasing the number and activity of the immune system cells;
— preparation of the immune system for better recognition of neoplastic cells (modification of

cancer cells through genetic engineering for vaccination of a cancer patient, local cytokine
treatmeńt);

— induction of ex vivo production of large quantities of leucocytes capable, when infused into

the patient, to recognize and destroy cancer cells, injections of cytokines generating in vivo

the cancer-killing cells.
— construction of the antibodies and cells which are normally non-existing, specifically

prepared for cancer treatmeńt.
Although the present State ofthe art ofimmunotherapy does not offer the possibility ofa complete

cure ofcancer patients, thls method seems to be a very promlsing tool for cancer treatmeńt in a not

so distant futurę.
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CZYNNIK MARTWICY NOWOTWORÓW (TNF, TUMOR NECROSIS FACTOR)

WYKRYCIE I USTALENIE BUDOWY TNF-a I TNF-p

Na przełomie obecnego stulecia chirurg William Coley zaobserwował, że gdy
u chorych na raka rozwijają się bakteryjne zakażenia, może dojść do martwicy
nowotworu. W nadziei, że może to stanowić drogę leczenia, Coley zaczął wstrzy­
kiwać choiym na raka nadsącz, uzyskiwany z hodowli bakteryjnych, zwany
„toksyną Coleya”. Powodował w ten sposób krwotoczną martwicę nowotworów,
ale równocześnie występowało wiele niekorzystnych objawów ubocznych, co

sprawiło, że koncepcja ta upadła.
Wiele lat później zidentyfikowano aktywny składnik „toksyny Coleya” jako

lipopolisachaiyd (LPS) będący składnikiem ścian bakterii. Sam LPS nie powo­
duje martwicy nowotworów, ale indukuje produkcję przez makrofagi i inne
komórki substancji, nazwanej przez CARSWELLa terminem „tumor necrosis
factor” (TNF, czynnik martwicy nowotworów), która jest cytotoksyczna dla

pewnych komórek nowotworowych (Carswell i współaut. 1975). Czynnik ten

został następnie oznaczony literą a, jako TNF-ct. Również w latach osiemdziesią­
tych inne zespoły badaczy niezależnie wykryły, że czynnik wytwarzany przez
zaktywowane makrofagijest odpowiedzialny za występowanie stanu katabolicz-

nego prowadzącego do utraty wagi ciała, wyniszczenia i śmierci w wyniku raka
oraz pewnych zakażeń bakteryjnych i pasożytniczych. Czynnik ten nazwano

kachektyną. Sklonowanie genów odpowiedzialnych za syntezę TNF-a i kache-

ktyny pozwoliło ustalić, że to jest to samo białko (cyt. w Vilcek i Lee 1991).
Ludzki TNF-a został oczyszczony do homogenności z nadsączu hodowli linii

HL-60 komórek białaczki promielocytarnej, stymulowanych estrem forbolowym
(PMA) przez Aggarwala i współpracowników (1985). Przeprowadzono również
badania porównawcze z inną cytolityczną limfokiną, wydzielaną przez te komór­
ki, a mianowicie limfotoksyną a, którą nazwano TNF-p. Po ustaleniu sekwencji
aminokwasów TNF-a, zbudowanego ze 157 aminokwasów (17 kDa) i TNF-0,
w którego skład wchodzi 171 aminokwasów (25 kDa) stwierdzono, że sekwencje
te są w około 50% homologiczne. Ten sam zespół uzyskał również cDNA klonu
TNF-a i dokonał analizy jego sekwencji, która potwierdziła opisane wyniki
(Aggarwal i współaut. 1985). Główne różnice w budowie TNF-a i -p polegają na
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zawartości aminokwasów zawierających siarkę. TNF-a zawiera mostek dwusiar-

czkowy utworzony przez dwie reszty cysternowe i nie zawiera metioniny, podczas
gdy TNF-p nie zawiera cysteiny, natomiast trzy metioniny. TNF- P zawiera również

przyłączoną do asparaginianu cząsteczkę węglowodanową, co sprawia, że różni

się od TNF-a reaktywnością immunochemiczną. Stanowi to ważny element
w różnicowaniu tych białek, wykazują one bowiem wiele podobieństw w aktyw­
ności biologicznej, na przykład oba powodują lizę mysiego włókniakomięsaka
L-929 in vitro (komórki używane do oznaczania TNF metodą biologiczną) oraz

martwicę mięsaka Meth A in vivo. Obie cytokiny różnią się również mechanizmem

prowadzącym do ich uwalniania z komórek. TNF-P jest wydzielany w procesie
typowym dla sekrecji białek z komórki, podczas gdy TNF-ajest uwalniany
z prekursora błonowego poprzez proteolizę prawdopodobnie w wyniku działania

proteazy seiynowej (Vilcek i Lee 1991). W wielu pracach brakjest rozróżnienia,
o którą formę TNF chodzi. Lista komórek zdolnych do ekspresji i uwalniania
TNF-a ciągle rośnie, prawdopodobnie niejest ona również zamknięta w stosunku
do TNF-p (patrz tabela 1).

Tabela 1

Komórki wytwarzające białko lub mRNA TNF-a i/lub -P po
specyficznej stymulacji

Rodzaj komórki TNF alfa TNF beta

Monocyty i makrofagi +

Komórki T (CD4+ 1 CD8+) + +

Komórki B + +

Komórki LAK + +

Komórki NK +

Fibroblasty +

Neutroflle +

Eozynofile +

Komórki tuczne +

Astrocyty + +

Komórki śródbłonka +

Komórki mięśni gładkich +

Różne linie komórek nowotworowych + +

Należy zaznaczyć, że w wielu komórkach prekursory cząsteczki TNF-a są
wbudowane w błonę komórkową. Cząsteczki TNF-a i TNF-p (czyli limfotoksyna),
są formami uwalnianymi z komórek, w odróżnieniu od opisanej ostatnio limfo-

toksyny, która jest formą błonową, posiadającą zdolność wiązania formy
a i tworzenia funkcjonalnych heteromerów limfotoksyny a-p na powierzchni
komórek (Crowe i współaut. 1994).

Do czynników indukujących produkcję TNF w komórkach oprócz endotoksy-
ny bakteryjnej (LPS), pewnych wirusów (retrowirusów) i komórek nowotworo­
wych należą również mitogeny, czynnik stymulujący wzrost kolonii granulocy-
tów-makrofagów (GM-CSF), interleukiny 1 i 2, interferony, estry forbolowe
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i Jonofory wapniowe. Supresja produkcji TNFjest powodowana cyklosporyną A,
transformującym czynnikiem wzrostu (TGF-P), prostaglandyną E2, glikokorty-
kosteroidami, cyklicznymi nukleotydami, inhibitorami lipooksygenazy, interleu-
kinami 4 i 6 oraz histaminą (Aggarwal 1992) .

ROLA TNF-a I -0 W ORGANIZMIE

Badanie roli TNF rozpoczęło się od obserwacji przeciwnowotworowej aktyw­
ności tej cytokiny, uwalnianej przez zaktywowane endotoksynami bakteryjnymi
makrofagi i limfocyty. Przez pewien czas uważano nawet, że nie oddziaływuje
ona z normalnymi komórkami. Dopiero sklonowanie genu TNF-a i uzyskanie
jego białkowego produktu pozwoliło stwierdzić jego wpływ na różne typy komó­
rek. Obecnie wiadomo, że TNF-a i -P mają podobną, choć nieidentyczną aktyw­
ność biologiczną i należą do najbardziej wieloczynnościowych cytokin. Blorą one

udział w regulacji normalnego rozwoju i homeostazy komórek. Pośredniczą
w regulacji odpowiedzi immunologicznej, warunkującej odporność organizmu
na wiele czynników zakaźnych oraz biorą udział w eliminacji złośliwych nowo­
tworów. Uczestniczą w rozwoju reakcji zapalnej, która rozwija się w celu elimi­
nacji różnych inwazyjnych patogenów, a przy nadmiernej stymulacji prowadzą
do rozwoju wielu procesów patologicznych.

Szeroko zakrojone badania kliniczne wykazały, że obie te cytokiny stanowią
istotną składową wstrząsu septycznego rozwijającego się w wyniku zakażenia
bakteriami Gram-negatywnymi, zespołu ostrej niewydolności oddechowej doro­
słych (ARDS), reumatoidalnego zapalenia stawów, pewnych zaburzeń autoim-

munologicznych oraz choroby wywołanej reakcją przeszczepu przeciwko gospo­
darzowi (Vilcek i Lee 1991.)

Wspomniane patogenne właściwości TNF polegają na jego zdolności do

aktywacji wielu reakcji komórek leukocytarnych oraz zwiększaniu przyczepności
komórek śródbłonka naczyń, co powoduje stymulację aktywności prokoagula-
cyjnej płytek krwi w wielu narządach. TNF-a i -p działająjako modulatory funkcji
neutrofilów poprzez zwiększenie produkcji i uwalnianie aktywnych metabolitów

tlenowych. TNF-a powoduje nagromadzenie i aktywację innych komórek zapal­
nych, jak eozynofile oraz aktywację limfocytów i komórek śródbłonka naczyń
(Lepper-Woodford i współaut. 1991, Parsons i współaut. 1992). Reakcja może

ulec spotęgowaniu poprzez oddziaływanie TNF-a na inne typy komórek, które

uwalniają czynniki zapalne, takie jak IL-1 i metabolity kwasu arachidonowego,
a także czynnik aktywujący płytki (PAF) (Tracey i współaut. 1988).

Postuluje się istotną rolę TNF w chorobach płuc, wynikających z reakcji
nadwrażliwości, takich Jak astma atopowa oraz ziarniniakowych, do których
należą sarkoidoza i gruźlica płuc. Obecnie wiadomo, że choroby te mają podłoże
immunologiczne i towarzyszy im aktywacja specyficznych podtypów limfocytów
T oraz złożona interakcja pomiędzy tymi komórkami i makrofagami, komórkami

polimorfonuklearnymi, jak neutrofile i eozynofile oraz komórkami tucznymi
i komórkami nabłonka dróg oddechowych. Zwiększenie nasilenia reakcji jest
powodowane faktem, że TNF-a może być wydzielany również przez neutrofile
i eozynofile, a także przez komórki tuczne pod wpływem wielu czynników
stymulujących. TNF-a może bezpośrednio powodować degranulację komórek
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tucznych i uwalnianie histaminy i tryptazy, enzymu proteolicznego znajdującego
się w płucnych komórkach tucznych u ludzi (Cembrzyńska-Nowak i współaut.
1993).

Występowanie opóźnionej fazy reakcji astmatycznej (po 6 i więcej godzinach
od kontaktu z antygenem), jak i wytwarzanie ziarniniaków w sarkoidozie, czy
rozwój procesu martwiczego w przebiegu gruźlicy płuc, są wynikiem interakcji
zaktywowanych komórek i cytokin przez nie wytwarzanych. Zarówno w astmie

atopowej, jak i w sarkoidozie istotne jest współdziałanie interferonu-y (IFN-y),
który stymuluje prozapalne działanie TNF, polegające na aktywacji komórek
nabłonka dróg oddechowych i zwiększaniu migracji komórek zapalnych, a także
na zwiększaniu ekspresji receptorów dla TNF (Steffen i współaut. 1993,
Cembrzyńska-Nowak i współaut. 1993)

Stosując specyficzne aktywatory i inhibitory kinazy białkowej C (PKC) Ser-

filippi i współpracownicy (1994) stwierdzili, że TNF-a odgrywa rolę w rozwoju
skurczu naczyń i obrzęku płuc poprzez aktywację kinazy białkowej C, wzrost

produkcji wolnych rodników tlenowych i obniżenie poziomu tlenku azotu,
znanego czynnika rozkurczowego mięśni gładkich dróg oddechowych.

Oprócz bakteryjnych endotoksyn, również wirusy powodują produkcję TNF-
a przez płucne makrofagi lub monocyty z krwi obwodowej. W modelach in vitro
TNF-a aktywuje, w sposób autokrynny, ekspresję wirusa HIV poprzez indukcję
jądrowego czynnika transkrypcji NF-kB. Zwiększona produkcja TNF-a przez
płucne makrofagi chorych zainfekowanych wirusem HIV, ze współistniejącymi
oportunistycznymi zakażeniami mykobakteiyjnymi (Mycobacterium. tuberculo-

siś) lub grzybiczymi (Pneumocystis carinti), może powodować rozszerzenie się
infekcji w organizmie (Israel-Bjet i współaut. 1991). U chorych na AIDS TNF-a

Jest również odpowiedzialny za cytopenię we krwi obwodowej, wynikającą z jego
supresyjnego działania na wzrost kolonii komórek progenitorowych szpiku
kostnego, a także za wyniszczenie obserwowane w przebiegu tego zespołu.
Kacheksja, czyli wyniszczenie, jest spowodowane hamowaniem przez TNF-a

ekspresji genów odpowiedzialnych za enzymy szlaku syntezy lipidów w adipocy-
tach oraz za syntezę lipazy lipoproteinowej i dehydrogenazy glicerofosforanowej
(Tracey i współaut. 1989).

W normalnych komórkach, takich jak ludzkie fibroblasty płucne, osteobla-

sty, astrocyty, a także komórki B, TNF stymuluje proliferację ( Aggarwal 1992,
Selmay i współaut. 1990, Boussiotis i współaut. 1994). Sprawia to, żeTNFbierze
udział w regulacji resorpcji kości oraz stanowi pośrednik pomiędzy układem

immunologicznym i nerwowym. Boussiotis i współautorzy (1994) wykazali, że

TNF-ajest autokrynnym czynnikiem wzrostu dla komórek B. Aktywacja ekspre­
sji tego czynnika w ludzkich komórkach B zaktywowanych antygenem sugeruje,
że TNF-a może być odpowiedzialny za proliferację komórek obserwowaną w kilku

chronicznych chorobach zakaźnych, jak infekcja HIV, malaria i śpiączka afry­
kańska (tiypanosomatoza).
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MOLEKULARNE MECHANIZMY DZIALNIA TNF-a I -0

Charakterystyka receptorów dla TNF-a i -fi

TNF wywołuje biologiczne efekty przez interakcję ze specyficznymi recepto­
rami o wysokim powinowactwie, zlokalizowanymi w błonie plazmatycznej komó­
rek. Scharakteryzowano, po uprzednim sklonowaniu i ekspresji cDNA, dwa
ludzkie receptory dla TNF, 55 kDa, nazwany p55 TNF-R i 75 kDa, nazwany p75
TNF-R, oba wiążące zarówno TNF-ot jak i -p (limfotoksynę a). Liczba miejsc
wiążących wynosi od 100 do 10000 na komórkę. Oba receptory TNF składają
się z domeny zewnątrzkomórkowej, w której są zlokalizowane miejsca wiążące
TNF, części wewnątrzbłonowej oraz wewnątrzkomórkowej. Odcinki o homologi­
cznej sekwencji aminokwasów (28%) występują w części znajdującej się na

zewnątrz komórki, nie obserwuje się ich natomiast w części wewnątrzkomórko­
wej, co sugeruje, że odcinki zlokalizowane wewnątrzkomórkowe są częścią
różnych dróg przenoszenia sygnału. P75 TNF-R (typ A) występuje głównie na

komórkach pochodzących ze szpiku, podczas gdy p55 TNF-R (typ B) są obecne
na komórkach typu nabłonkowego. Po przyłączeniu TNF do obu typów recepto­
rów kompleks ulega szybkiej internalizacji i degradacji. Receptory te nie ulegają
recyklizacji i utrzymanie stałej ilości receptorów na powierzchni komórki wyma­
ga syntezy białka (Beyaert i Fiers 1994). Badania krystalograficzne pokazały,
że zarówno TNF-a, jak i -p występują jako homotrimery, które są aktywnymi
formami tych cytokin. Przenoszenie sygnału jest inicjowane przez krzyżowe
połączenie dwu lub więcej receptorów na powierzchni komórki przez homotri-

meiy TNF.

Istotną rolę receptorów dla TNF wykazano badając transgeniczne myszy
pozbawione p55 TNF-R. U zwierząt tych stwierdzono upośledzenie w usuwaniu

patogennych bakterii, prowadzące do śmierci w wyniku infekcji, a także dużą
odporność na wstrząs septyczny powodowany lipopolisachaiydem (endotoksy-
ną, LPS). Jednakże populacja limfocytów i rozwój tymocytów u tych myszy nie

odbiegały od normy. Wiele badań potwierdziło, że p55 TNF-R odgrywa rolę
w cytotoksyczności i procesie apoptozy, stymulowanej przez TNF w wielu liniach

komórkowych, a także pośredniczy w innych skutkach działania TNF, takich

jak indukcja ekspresji i wydzielania cytokin, proliferacja fibroblastów oraz

synteza prostaglandyn. Funkcja p75 TNF-R nie jest ostatecznie zdefiniowana,
ale uważa się, że może on pełnić rolę w procesie cytotoksyczności oraz

w stymulowaniu proliferacji fibroblastów. Dotychczas ustalono rolę p75 TNF-R
w limfocytach T i pochodnych liniach komórkowych, gdzie TNF moduluje
wydzielanie cytokin i proliferację komórek (Smith i współaut. 1994). Ekspresja
receptorów dla TNFjest stymulowana w sposób autokrynny przez TNF oraz przez
interferony, dibutyrylo cAMP (analog cAMP), maślan oraz lektyny i hamowana

przez interleukinę -1 (IL-1), czynnik stymulujący wzrost makrofagów i granulo-
cytów (GM-CSF), estry forbolowe, glikokortykosteroidy, czynniki depolimeryzu-
jące mikrotubule i przez polisacharydy (Higuchi i Aggrawal 1993).

Ostatnie badania wykazują, że zewnątrzkomorkowa domena receptorów TNF

wykazuje strukturalne podobieństwo z pewnymi innymi receptorami i cząstkami
powierzchniowymi komórek, które tworzą wspólną rodzinę receptorów i ligan-
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dów (Smith i współaut. 1994). Należą do nich, oprócz receptorów dla TNF, także

receptor czynnika wzrostu nerwów o niskim powinowactwie, cząstki powierz­
chniowe CD40, CD30, CD27 i 0X40 komórek T i B oraz antygen Fas. Odkryto
również limfotoksynę 0, wiążącą kompleks tworzony przez limfotoksynę a i 0 na

powierzchni komórek, takich jak cytotoksyczne limfocyty T i komórki NK, co

sugeruje rolę tych cząstek w odpowiedzi immunologicznej (Crowe i współaut.
1994). Występują również rozpuszczalne formy receptorów TNF, kodowane

i wydzielane pod wpływem zakażenia wirusem ospy, których rola polega na

wiązaniu i inaktywacji wydzielanego TNF (Smith i współaut. 1994). Zróżnicowa­
nie odpowiedzi komórek limfoidalnych, krwiotwórczych i innych linii na akty­
wację tej grupy receptorów tworzy sieć oddziaływań w procesach rozwoju
i regulacji.

Grupa ligandów dla receptorów TNF oraz Fas i CD30 charakteryzuje się
możliwością indukcji śmierci komórki poprzez martwicę lub proces apoptozy.
Antygen Fas i 55p TNF-R posiadają homologiczny region w ich części cytopla-
zmatycznej, który jest istotny dla indukcji programowanej śmierci (apoptozy)
komórek. Należy podkreślić, że zarówno receptor Fas, jak i receptory dla TNF-a
i -0 wykazują działanie plejotropowe, sprawiając, że komórki B, fibroblasty, jak
i pewne komórki nowotworowe mogą odpowiadać proliferacją na sygnał. Specy­
ficzna odpowiedź, prowadząca do śmierci komórki lub do jej podziału, zależy od

typu komórki, stopniajej zróżnicowania, stanu transformacji i obecności innych
czynników stymulujących. Ze względu na znaczący udział w regulacji układu

immunologicznego oraz powodowanie apoptozy, omawiana rodzina receptorów
jest bardzo istotna dla rozwoju i homeostazy kręgowców (Beutler i van Huffel

1994).

Mechanizmy przenoszenia sygnału TNF-a i -f w komórce i ich rola w procesie hamowania rozwo­
ju komórek nowotworowych

Zainteresowanie TNF rozpoczęło się od stwierdzenia jego istotnej roli
w zabijaniu komórek nowotworowych in vitro przez zaktywowne makrofagi
i cytotoksyczne komórki T. Dotychczas największą ilość badań poświęcono
niewątpliwie próbom wyjaśnienia tego zjawiska. Wiadomo od dawna, że różne
komórki nowotworowe wykazują bardzo zróżnicowaną wrażliwość na działanie

TNF, która nie zależy od typu lub histologicznego pochodzenia komórek. Można

przyjąć jako regułę, że nie stransformowane linie komórkowe są niewrażliwe na

cytotoksyczne działanie TNF jakkolwiek embrionalne fibroblasty są wyjątkiem.
Znane są też linie komórek nowotworowych nie reagujących na TNF (Sugarman
i współaut. 1985). Wiele linii komórek nowotworowych, opornych na TNF

uzyskuje wrażliwość na ten czynnik, Jeśli jest on podany wspólnie z INF-y lub

pewnymi lekami stosowanymi w chemioterapii. Pomimo intensywnych badań

molekularny mechanizm cytotoksyczności TNF i oporności w stosunku do tej
cytokiny nie jest jeszcze wyjaśniony, ale postuluje się udział w nim wielu

czynników (BeyaertI Fiers 1994).
Gen kodujący TNF-a należy do grupy genów podlegających najwcześniejszej

transkrypcji; która następuje już po 30 min od aktywacji komórek T i B

antygenem i nie wymaga syntezy białka. Wiadomo również, że cytotoksyczność
TNF nie wymaga syntezy RNA lub białka. Co więcej, cytotoksyczna aktywność
TNF wzrasta w obecności inhibitorów transkrypcji (aktynomycyna D) lub trans-
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lacji (cykloheksimid). Inhibitory te uwrażliwiają na TNF pewne linie komórek

nowotworowych, opornych w stosunku do tej cytokiny. Sugeruje to obecność
lub indukcję przez TNF w komórce białka powodującego oporność na tę cząste­
czkę. Warto też wspomnieć, że transfekcja wrażliwych na TNF komórek włók-

niakomięsaka myszy L 929 genem TNF powoduje wystąpienie oporności (Hime-
no i współaut. 1990).

Zróżnicowane oddziaływanie TNF-a i -0 na procesy komórkowe wynika
z heterogenności receptorów dla tych cytokin oraz, w znacznie większym stopniu,
z wielości dróg postreceptorowego przenoszenia sygnału. Liczne badania wyka­
zały aktywację wielu wtórnych pośredników przenoszenia sygnału spośród
poznanych dotychczas w komórkach ssaków oraz w wielu innych procesach
komórkowych. Możnaje podzielić na kilka grup omówionych poniżej.

Stymulacja wiązania GTP i aktywności GTP-azy w błonie komórowej

Zbadano, że toksyna ksztuśca (petrussis toxin), która rozsprzęga białka Gt,
Gi i Go od receptora, hamuje cytotoksyczność TNF oraz cofa wpływ TNF na

zwiększone wiązanie nukleotydów guaninowych do błony komórek L929 i HL-60
i stymulację aktywności GTP-azy w tych komórkach (Imamura i współaut. 1988),
co może świadczyć o udziale tych białek w cytotoksyczności TNF.

Aktywacja fosfolipaz
Istotna jest zwłaszcza aktywacja fosfolipazy A2, cytozolowego enzymu

o wysokiej masie cząsteczkowej, specyficznego dla kwasu arachidonowego.
Aktywność tego enzymu jest indukowana przez TNF w komórkach HeLa,
a wprowadzenie genu tego enzymu przywraca wrażliwość opornej na TNF linii
komórek L929. Stwierdzono również aktywację fosfolipazy C, zwłaszcza specyfi­
cznej dla fosfatydylocholiny, prowadzącą do nagromadzenia dwuacyloglicerolu
i w konsekwencji do aktywacji kinazy białkowej C. Proces ten jest stymulowany
przez aktywację fosfolipazy C katalizującej powstawanie fosfoinozytoli z błono­
wego dwufosforanu fosfatydyloinozytolu, spośród których trójfosfoinozytol sty­
muluje usuwanie jonów wapnia do cytozolu komórki i w ten sposób powoduje
dalszą aktywację kinazy białkowej C. Aktywacja fosfolipazy D opisana w komór­
kach L929 prowadzi do nagromadzenia kwasu fosfatydowego. Powoduje to

również wzmożone uwalnianie jonów wapnia i wzrost stężenia jego wolnych
jonów w cytozolu komórki. Należy zaznaczyć, że brak jest jednak dotychczas
dowodów na bezpośredni udział różnych fosfolipaz i ich produktów w cytotoksy­
czności TNF (Beyaert i Fiers 1994).

Aktywacja neutralnej sfingomlellnazy komórkowej

Enzym ten, zlokalizowany w błonie komórkowej, hydrolizuje sfingomielinę
z utworzeniem ceramidu. Stwierdzono, że interakcja TNF-a z receptorem 55
TNF-R powoduje aktywację sfingomielinazy i nagromadzenie ceramidu w komór­
ce, co powoduje różnicowanie komórek HL-60 ludzkiej białaczki promielocytowej
w kierunku monocytów (Kim i współaut. 1991), a także wywołuje apoptozę tych
komórek, jak również komórek U937 białaczki monoblastycznej i włókniakomię-
saka myszy L 929 i WEHI (Jarvis i współaut. 1994).

Wykazanie indukcji apoptozy w liniach komórkowych, w tym pochodzących
ze szpiku, pozwala sądzić, że sygnał TNF poprzez ceramid selektywnie wywołuje
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apoptozę oraz że enzymy aktywowane przez ceramid są istotnymi komponentami
tej kaskady przenoszenia sygnału. Do enzymów aktywowanych przez ceramid

należą zlokalizowana w błonie seiynowo/treoninowa kinaza białkowa (Mathias
i współaut. 1991) oraz cytozolowa fosfataza białkowa (Dobrowsky i Hannun

1992). Rola tych enzymów zostanie omówiona w punkcie dotyczącym fosforylacji
białek.

Fosforylacja białek komórkowych
W ciągu paru minut od zadziałania TNF obserwuje się fosforylację wielu

różnych białek w komórkach w wyniku aktywacji kilku białkowych kinaz.
W niewielu liniach komórkowych obserwowano aktywację kinazy białkowej C,
a także wzrost stężenia cyklicznego AMP i aktywację kinazy białkowej A (Vilcek
i Lee 1991), jakkolwiek nie są one prawdopodobnie niezbędne do działania TNF,
ponieważ stosowanie inhibitorów tych kinaz nie eliminuje cytotoksycznej aktyw­
ności TNF.

Stwierdzono również aktywację kilku cytozolowych seiynowo/treoninowych
kinaz białkowych, do których należą kinaza-2 kazeinowa oraz aktywowane
mitogenami kinazy białkowe MAP.

Wiadomo, że grupa tyrozynowych kinaz białkowych wykazuje wysoki sto­
pień homologii z produktem protoonkogenu c-src, a aktywność tyrozynowej
kinazy białkowej pp60c-src wzrasta przejściowo podczas mitozy i ulega obniże­
niu w okresie interfazy komórkowej (Zheng i współaut. 1992). Pewne linie
komórkowe ludzkich nowotworów, do których należą A-549 (gruczolakorak
płuc), HT29 (rak odbytu) i SK-OV-3 (rak jajników), które mają zwiększoną
ekspresję c-src, są oporne na TNF-a. Badania grupy Aggrawala wykazują rolę
onkogenów, kodujących białka o aktywności tyrozynowych kinaz białkowych,
w indukcji oporności komórek dla antyproliferacyjnego działania TNF-a. W 1988
roku stwierdzono, że oporność na rekombinantowy TNF-a (rTNF-a) pojawia się
w komórkach ludzkiego raka sutka, wykazujących zwiększoną ekspresję recep­
tora 2 dla ludzkiego nabłonkowego czynnika wzrostu HER2/ERBB2, który Jest

tyrozynową kinazą białkową. Zwiększenie ekspresji onkogenu HER2 powoduje
oporność na hamowanie wzrostu komórek NIH3T3 przez iTNF-a i zaktywowane
makrofagi in vitro oraz transformację komórek i rozwój nowotworów. Pojawieniu
się oporności towarzyszy wzrost stałej dysocjacji wiązania iTNF-a do jego
receptorów (Hudziak i współaut. 1988). Aggrawal i współautorzy (1994) wyka­
zali, że zwiększona ekspresja tyrozynowej kinazy białkowej pp60v-src, będącej
produktem onkogenu wirusa mięsaka Rousa powoduje wystąpienie oporności
na TNF-a w komórkach fibroblastów mysich NIH3T3 poddanych transfekcji
genem pp60v-src. Wystąpienie oporności było skorelowane z obniżeniem we­
wnątrzkomórkowego poziomu zredukowanego glutationu. Należy zaznaczyć, że

zwiększenie ekspresji onkogenu HER2 towarzyszy wielu liniom inwazyjnego
ludzkiego raka sutka, zaś wzrost ekspresji tyrozynowej kinazy białkowej pp60v-
src stwierdzono w neuroblastomie, rakach odbytu, pęcherza, sutka i drob-

nokomórkowym raku płuc.
Badania Zhenga i współpracowników (1992) rozszerzyły zasób wiadomości

na temat mechanizmu transformacji komórek przez rodzinę tyrozynowych kinaz

białkowych src stwierdzając, że biorą w nim udział tyrozynowe fosfatazy białko-
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we. Autorzy ci wykazali, że zwiększenie ekspresji tyrozynowej fosfatazy białkowej
w opornych na TNF-a komórkach G418, wywodzących się z fibroblastów em­
brionów szczurów rasy Fischer, prowadzi do trwałej aktywacji kinazy tyrozyno­
wej pp60c-src i następnie do transformacji i rozwoju nowotworów. Nie stwier­
dzono natomiast zwiększenia ilości białka pp60c-src w tych komórkach. Suge­
ruje to udział tyrozynowych fosfataz białkowych w regulacji procesu proliferacji
komórek i oporności na antyproliferacyjne działanie TNF-a. Rolę tyrozynowych
kinaz i fosfataz białkowych w mechanizmie cytotoksyczności TNF potwierdzają
również badania z użyciem specyficznych inhibitorów tych enzymów. Występuje
znaczny efekt synergistyczny pomiędzy działaniem TNF-a i saturosporyny,
inhibitora tyrozynowych kinaz biakowych. Natomiastjony wanadowe — inhibi­
tor tyrozynowych fosfataz białkowych — hamują cytotoksyczność tej cytokiny
(Beyaert i Fiers 1994).

Badając mechanizm apoptozy, czyli programowanej śmierci komórki powo­
dowanej przez TNF w kilku nowotworowych liniach komórkowych, Wright
i współautorzy (1993) wysunęli hipotezę, że fosforylacja białek może determino­
wać wrażliwość lub oporność na powodowanie apoptozy przez ten czynnik.
W odróżnieniu od martwicy, która jest wynikiem patologicznego uszkodzenia
komórki i która poprzez obrzęk organelli, uszkodzenie błony i rozpad DNA

prowadzi do śmierci komórki, apoptozajest fizjologicznym mechanizmem śmier­
ci komórki, realizowanym w wyniku odmiennych mechanizmów, Jakkolwiek pod
wpływem tych samych czynników stymulujących. TNF powoduje apoptozę mię­
dzy innymi linii chłoniaka histiocytarnego U937, raka sutka BT-20 i raka

prostaty LNCap. Autorzy ci wykazali, że inhibitory serynowo-treoninowych
fosfataz białkowych PP1 i PP2A, kwas okadajowy i kalikulina, w sposób syner­
gistyczny stymulują zależną od TNF apoptozę komórek U937. Oba te inhibitory
znoszą oporność na TNF komórek U9-TR wyprowadzonych z U937. Ponieważ
nie stwierdzono bezpośredniego hamowania przez TNF fosfataz białkowych,
postuluje się, że cytokina ta działa przez stymulację kinazy lub kinaz białkowych.
Do potencjalnych kandydatów należą kinaza lekkiego łańcucha miozyny, kina-
za-2 kazeinowa i kinazy aktywowane przez mitogeny (MAPK) (Vietor i współaut.
1993).

Aktywacja i indukcja czynników transkrypcji oraz ekspresji genów i białek

Pleiotropowe działanie biologiczne TNF wynika głównie ze zdolności tej
cytokiny do aktywacji zdumiewająco dużej liczby genów w komórkach docelo­
wych. Tę aktywność porównać można tylko do aktywności interleukiny-1, innej
wieloczynnościowej cytokiny o podobnym spektrum aktywności biologicznej.

Do najlepiej zbadanych czynników transkrypcji, aktywowanych przez TNF-a,
należy NF-kappa B, którego aktywacja nie wymaga syntezy białka, co stanowi
mechanizm szybkiej i bezpośredniej aktywacji transkrypcji. Do syntetyzowanych
de rtouo pod wpływem TNF-a należą czynnik transkrypcji AP-1, będący produ­
ktem genów c-fos i c-jun, które również są indukowane przez TNF, a także dwa

czynniki regulujące ekspresję interferonu, IRF-1 i IRF-2. Do długiej listy genów,
których ekspresjajest stymulowana przez TNF, należą interleukiny-1 alfa i beta,
interleukina-6, interleukina-8, interferon-beta, płytkowy czynnik wzrostu, czyn­
nik wzrostu kolonii granulocytów i makrofagów, receptory dla interleukiny-2

14 — Kosmos



460 Elżbieta Walajtys-Rode

i endotelialnego czynnika wzrostu, cząstki przyczepności międzykomórkowej
ELAM-1 i ICAM-1, a także kompleksy czynnika zgodności tkankowj MHC klasy
I i II. TNF-a wpływa na ekspresję genu c-myc, odgrywającego ważną rolę
w procesie indukcji wzrostu komórek oraz ich różnicowania, a także w toksycz­
ności tej cytokiny dla komórek nowotworowych (Vilcek i Lee 1991, Ninomiya-Tsui
i współaut. 1993, Janicke i współaut. 1994).

Stymulacja tworzenia aktywnych metabolitów tlenowych w mitochondriach

Wiele komórek po inkubacji z TNF wykazuje zmiany w morfologii mitochon-

driów, a także zaburzenia procesu przenoszenia elektronów w łańcuchu odde­
chowym. Takie komórki wykazują oporność na cytotoksyczne działanie TNF.
Z drugiej strony wykazano, że TNF-a i -P indukują mRNA zależnej od manganu
dysmutazy ponadtlenkowej w mitochondriach wielu linii komórkowych normal­
nych i nowotworowych ludzkich i zwierzęcych. Sugeruje się, że indukcja tego
enzymu jest częścią mechanizmu obronnego przeciw cytotoksycznej aktywności
TNF (Wong i Goeddel 1988). Rolę wolnych rodników tlenowych w cytotoksycz-
ności TNF potwierdza także ochronne działanie związków wiążących Jony żelaza,
które stymulują produkcję tych rodników w komórkach. Stwierdzono również

bezpośrednio produkcję jonu ponadtlenkowego pod wpływem TNF (Beyaert
i Fiers 1994).

Spośród innych procesów komórkowych w mechanizmie cytotoksyczności
TNF mogą brać udział proteazy seiynowe oraz ADP-rybozylacja specyficznych
białek (Beyaert i Fiers 1994).

Rola TNFjako endogennego promotora powstawania nowotworów

W 1992 roku Guy i współpracownicy zaobserwowali, że kwas okadajowy,
specyficzny inhibitor fosfataz białkowych typu P-2A i w mniejszym stopniu typu
P-1, powoduje szybką fosforylację białek komórkowych w sposób porównywalny
z obrazem uzyskiwanym po działaniu iTNF na ludzkie diploidalne fibroblasty
FS-4. Obserwowane zmiany były identyczne zarówno w odniesieniu do fosfory­
lacji białek cytozolowych i jądrowych, jak i do indukcji ekspresji genów. Kwas

okadajowy Jest również silnym promotorem nowotworów in vivo i in vitro. Inni
badacze wykazali działanie TNF-a jako promotora transformacji nowotworowej
w komórkach mysich BALB/3T3, inicjowanych 3-metylocholantrenem, a także

transfekowanych onkogenem v-Ha-ras (klon Bhas 42). W procesie transformacji
TNF-a działał około 1000 razy bardziej efektywnie niż chemiczne promotory
nowotworów, kwas okadajowy i estry forbolowe. Należy zaznaczyć, że TNF-a

indukuje wzrost linii Bhas 42, podczas gdy nie stymuluje wzrostu nietransfeko-

wanej linii komórek BALB/3T3. Wyniki te wykazują, że ludzki TNF-a powoduje
klonowy wzrost inicjowanych komórek. Pozwoliło to autorom wysunąć hipotezę
o działaniu TNF jako endogennego promotora nowotworów oraz generalnego
pośrednika w procesie promowania nowotworów (Fujiki i Suganuma 1994).

ZATOSÓWANIE TNF W LECZENIU PEWNYCH TYPÓW NOWOTWORÓW

Sklonowanie genów kodujących TNF-a i -0 umożliwiło produkcję znacznych
ilości tych cytokin techniką rekombinacji DNA i podjęcie prób stosowania ich
w klinice u chorych z nowotworami. Niestety, wyniki są dalekie od spełnienia
nadziei wykrycia cudownego leku przeciwnowotworowego. Po przeprowadzeniu
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wielu badań okazało się, że u pewnych chorych po injekcji iTNF-a bezpośrednio
do guza występowała regresja, u innych zaś tylko zatrzymanie rozwoju nowo­
tworu, a często wręcz nie obserwowano żadnej zmiany (Watanabe i współaut.
1994). Podawanie rTNF jest ograniczone jego krótkim czasem półtrwania

w organizmie (< 60 min w osoczu krwi), trudnym do przewidzenia efektem i,
w największym stopniu, niepożądanymi efektami ubocznymi, do których należą
gorączka, dreszcze, obniżenie ciśnienia krwi, senność, letarg, nudności, zabu­
rzenia neurologiczne, zapalenie żył i spadek ilości leukocytów we krwi obwodo­
wej . Wysiłki badaczy zostały skierowane na opracowanie metodyki podawania
INF, zapobiegającej tym niekorzystnym zjawiskom. Stwierdzono, na przykład,
synergistyczny wpływ podawanego wspólnie z TNF interferonu i tamoksyfenu,
antagonisty estrogenu, w leczeniu raka sutka (Matsuo i współaut. 1992).
Wyjaśniono również dobroczynny wpływ podawania BCG (Bacillus Calamette-

Guerin), polegający na stymulcji makrofagów do wytwarzania TNF w leczeniu
raka pęcherza (CONTI i współaut. 1994).

W 1991 roku Steven Rosenberg i współpracownicy z National Cancer
Institute w USA opracowali metodę uodporniania chorych na raka z użyciem
komórek nowotworowych zmienionych metodami inżynierii genetycznej. Wpro­
wadzano gen TNF do komórek czerniaka, uzyskanych od chorego w zaawanso­
wanym stadium choroby, po czym wstrzykiwano te komórki ponownie. Kilka

tygodni później pobierano choremu limfocyty z węzłów chłonnych i, po ich

klonowym rozmnożeniu w hodowli, podawano pacjentowi (Topalian i współaut.
1989). Ten sam zespól opracował również metodę immunoterapii raka z zasto­
sowaniem infiltrujących guz limfocytów T, zmodyfikowanych genetycznie przez
wprowadzenie genu TNF, które po wprowadzeniu do organizmu chorego powo­
dują zwiększenie lokalnego stężenia TNF (Hiru i Rosenberg 1994). W tym celu

wykonano transfer genu TNF, włączonego do wektora pochodzącego od retrowi-
rusa (na przykład wirus mięsaka Rousa). Metodę tą zastosowano do leczenia

przerzutów płucnych u myszy z wykorzystaniem limfocytów infiltrujących guz,
uzyskiwanych ze słabo immunizującego nowotworu mięsaka mysiego, induko­
wanego metylocholantrenem (MCA 102 hTNF), które po wprowadzeniu genu
wydzielają ludzki TNF-a (Morincola i współaut. 1994).

Sukces w leczeniu z zastosowaniem iTNF może również zależeć od ekspresji
receptorów na komórkach nowotworowych, dlatego Isobe i współpracownicy
(1994) zaproponowali technikę polegającą na wprowadzeniu receptorów TNF-55
i TNF-75 do retrowiralnego wektora pLRNL i bezpośredniej jego injekcji do
komórek linii TK ludzkiego raka odbytu, charakteiyzujących się bardzo małą
ekspresją obu form receptorów dla TNF. Klony linii TK, zainfekowane retrowiru-
sem zawierającymjedną lub obie formy receptora, wykazywały wysoką ekspresję
tych cząsteczek i były zabijane po podaniu rTNF. Badania te sąjeszcze w stadium
doświadczeń na zwierzętach, ale ich wyniki budzą nadzieję z punktu widzenia

poszukiwania nowych dróg w leczeniu nowotworów.

TUMOR NECROSIS FACTOR (TNF)
The tumor necrosis factor family lncludes TNF-a (or cachectin), TNF-fJ (or lymphotoxin a), and

lymphotoxln [t A close relationship between TNF-a and -0 was established, when, after cloning of
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the cDNA for these human cytokines in 1984, it appeared that they are ln about 30% homologous.
TNF-a Is wldely expressed ln monocytes, macrophages, lymphocytes, natural killer cells, endothelial

cells, mast cells, neutrophils and eosinophils, glial cells and astrocytes, smooth muscle cells and
certaln tumor cells. TNF-|3 can be produced malnly by lymphocytes, astrocytes, lymphokine-activated
killer cells and myeloma cells.

TNF-a and -(3 bind to the same celi surface receptors and are functionally similar, although not

identical. Originally described as antitumor agents (especially TNF-a), these extraordinarily pleio-
tropic cytokines are considered today the primary mediators ofimmune regulation and inflammatory
response. They play a beneflcial role as immunostlmulants and important mediators of host
reslstance to many infectious agents (bacteria, vlruses, parasites) and malignant tumors. Overpro-
duction ofTNF-a and -0 ls closely llnked to development of many dlseases, includlng septlc shock,
Adult Respiratory Distress Syndrome, rheumatoid arthritis, some autoimmune disorders, graft-host
disease and cachexia.

TNF-a and -0 exert their biological effects by interactlon with high-afflnity celi surface receptors,
which have been cloned and characterlzed as p55 TNF-R and p75 TNF-R, both binding either ofthe
two TNF forms. The extracellular portions ofthe receptors form a receptor family characterized by
four domalns with regularly spaced cysteinę residues. The lack of relatedness of the intracelular

portions of the two receptors suggests that they activate different intracellular signaling pathways.
The multiplicity of actions ofTNF-a and -0 can be ascribed to the facts that TNF receptors are

present on vlrtually all the cells examined so far, and that TNF action leads to activation of multiple
signal transduction pathways, kinases and transcription factors, as well as of an unusually large
array of cellular genes.

Post-receptor mechanisms involved in TNF-induced cytotoxicity include such celi membranę
events as G protein actlvation and neutral sphingomyelinase activatlon, the latter generating
ceramide, which functions as intracellular mediator of apoptosis. Amplified expressions of the
HER2/ERBB2 oncogene, a receptor tyrosine kinase, as well as of another oncogenic tyrosine kinase,
pp60 v-src, induce reslstance to TNF-a in NIH 3T3 cells. The role of protein phosphorylation in
TNF-induced apoptosis was conflrmed by results showlng that in U937 cells the reslstance to TNF

may be circumvented by promoting protein phosphorylation with serine-threonine-dependent
phosphatase inhibitors, okadaic acid ad calyculin.

Recent results showing okadaic acid to mimie TNF-a in inducing a protein phosphorylation
pattem and expression of the early response genes in human fibroblasts, as well as those showlng
TNF-a to stimulate transformation ofBALB/3T3 cells, initiated with 3-methylcholantren, allowed to

conclude in contrast to earlier suggestions that TNF-a acts as an endogenous tumor promoter.
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GENY A RAK

Wyniki badań molekularnych wskazują na ścisły związek mechanizmów

procesu nowotworowego z zaburzeniami genetycznymi. Czy przyczyna raka tkwi
w genach? Aktualna koncepcja rozwoju nowotworu zakłada akumulację zabu­
rzeń różnych genów, a zwłaszcza onkogenów i genów przeciwnowotworowych,
prowadzącą w efekcie do klonalnej proliferacji, nie kontrolowanej przez mecha­
nizmy homeostazy ustrojowej.

Olbrzymi postęp w zakresie zrozumienia genetyczno-molekularnych podstaw
chorób nowotworowych stwarza całkowicie nowe możliwości zapobiegania
i leczenia nowotworów (Gutierrez i współaut. 1992). Początkowo wydawało się,
że terapia genowa, polegająca na osiągnięciu efektu leczniczego poprzez wpro­
wadzenie do komórki genu prawidłowego w miejsce zmutowanego lub brakują­
cego, będzie mogła być stosowana głównie w chorobach genetycznych (Fried-
mann 1989, Kohn i współaut. 1989). Bardzo szybko okazało się jednak, że

technologia transferu genu może być pomocna w leczeniu nowotworów (Culliton
1990). Należy przypuszczać, że w niedalekiej przyszłości coraz precyzyjniej

będzie można korygować zaburzenia genetyczne występujące w schorzeniach

nowotworowych. Ponadto wczesne wykrycie genetycznej predyspozycji do nowo-

tworzenia umożliwi podjęcie działań zapobiegawczych poprzez, na przykład,
unikanie ekspozycji na czynniki genotoksyczne, niepalenie papierosów, zasto­
sowanie szczepionek przeciwrakowych. Precyzyjna molekularno-genetyczna
diagnostykajuż obecnie pozwala na opracowywanie eksperymentalnych modeli

zapobiegania i leczenia chorób nowotworowych (Karp i Broder 1994).
Od pierwszej klinicznej próby terapii genowej ciężkiego złożonego niedoboru

odporności minęło zaledwie 5 lat. Liczba prowadzonych aktualnie prób klinicz­
nych terapii genowej nowotworów przewyższa łączną liczbę zatwierdzonych
protokołów leczenia chorób genetycznych i zakaźnych, w tym AIDS. Wydaje się,
że w najbliższych latach nastąpi wręcz eksplozja prób terapii genowej nowotwo-
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rów, a za lat kilkadziesiąt technologia transferu genu może całkowicie zdomi­
nować inne formy leczenia nowotworów.

STRATEGIA TERAPII GENOWEJ NOWOTWORÓW

Możliwości zastosowania terapii genowej nowotworów zmierzają w kilku

zasadniczych kierunkach:
1. Zwiększanie immunogenności komórek nowotworowych, na przykład,

przez transfer genu kodującego immunogenny antygen.
2. Wzmacnianie aktywności przeciwnowotworowej limfocytów cytotoksycz-

nych przez wprowadzenie genów cytokin.
3. Transfer do komórek nowotworowych genów tak zwanych samobójców

aktywujących leki.
4. Hamowanie ekspresji onkogenów przez transfer sekwencji antysensow-

nych.
5. Wprowadzanie prawidłowych genów przeciwnowotworowych w miejsce

zmutowanych.
6. Transfer genów toksyn pod kontrolą promotorów specyficznych dla danego

nowotwor.u

7. Ochrona komórek macierzystych przed agresywną chemioterapią przez
wprowadzanie genów wielolekowej oporności.

GENETYCZNE ZNAKOWANIE

Wstępem do zastosowania technologii transferu genu w ekspeiymentalnych
próbach leczenia nowotworów było tak zwane genetyczne znakowanie, polega­
jące na wprowadzeniu genu oporności na neomycynę do limfocytów naciekają­
cych guz — TIL (tumor infiltrating lymphocytes). Celem tych badań było wyka­
zanie, że cytotoksyczne komórki (TIL) pobrane od chorego, namnożone w hodowli
in vitro w obecności interleukiny 2 (IL-2) i podane z powrotem do organizmu
gromadzą się na obrzeżach tkanki nowotworowej doprowadzając do Jej niszcze­
nia. Wykazanie skuteczności działania namnożonych in uitro komórek TIL

zapoczątkowało wprowadzanie do TIL genów mogących mieć działanie terapeu­
tyczne w wybranych nowotworach (Mulligan 1993). Znakowanie genetycznejest
obecnie wykorzystywane dla oceny skuteczności autologicznego przeszczepu
szpiku u dzieci w ostrej białaczce szpikowej, ostrej białaczce limfoblastycznej,
przewlekłej białaczce szpikowej i w zwojaku zarodkowym.

GENY STOSOWANE W TERAPII NOWOTWORÓW

Transfer genu do komórki docelowej i uzyskanie jego ekspresji stanowi

podstawowy element terapii genowej (Miller 1992). W dotychczas podejmowa­
nych próbach klinicznych oraz w eksperymentach na zwierzętach wykorzystuje
się w terapii genowej nowotworów następujące geny:

1. Immunomodulujące.
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2. Aktywujące leki tak zwane geny samobójcy.
3. Blokujące ekspresję określonych genów — sekwencje antysensowne.
4. Onkogeny i geny przeciwnowotworowe.
5. Toksyn.
6. Ochronne.

Geny można wprowadzać do komórki różnymi metodami fizykochemicznymi
i biologicznymi (Ostrove 1994). W terapii genowej nowotworów największe
zastosowanie znajdują wektory retrowirusowe i adenowirusowe. Próbuje się
również wprowadzać terapeutyczne geny za pomocą liposomów (Culver i Blease

1994). Schemat uzyskiwania wektora retrowirusowego przedstawiono na ryc. 1.

Retrowirus typu dzikiego

LTR GAG POL ENV LTR

"D
Wektor z genem Neo

LTR LTR

NEOR

Wektor z genem TNF

ITR LTR

neor
TNF

Ryc. 1. Schemat uzyskiwania wektora retrowirusowego. W miejsce genów strukturo-

wych gag, poi, erw wirusa typu dzikiego jest wprowadzony gen oporności na neomycy­
nę NeoR (a) lub gen czynnika martwicy guza TNF (b).

W pewnym uproszczeniu można powiedzieć, że konstrukcja wektora retrowiru­
sowego polega na usunięciu z wirusa typu dzikiego wszystkich genów struktu­
ralnych i wprowadzeniu na ich miejsce genu terapeutycznego (Huber i współaut.
1991). W celu wyprodukowania kompletnej cząsteczki wektora retrowirusowego

jest konieczne użycie tak zwanych komórek pakujących, produkujących puste
otoczki wirusowe. Komórki pakujące zawierają wszystkie geny konieczne do

syntezy białek wirusowych, z wyjątkiem sekwencji psi i produkują otoczki wirusa
bez RNA. Brak sekwencji psi uniemożliwia upakowanie RNA w otoczce białkowej.
Po wprowadzeniu do komórek pakujących wektora retrowirusowego dochodzi
do utworzenia pełnych cząsteczek wirionu, posiadających zdolność do zakażania
komórek docelowych bez możliwości namnażania. Taka cząsteczka jest zdolna
do jednokrotnego zakażenia komórki docelowej, bez zdolności do dalszej repli­
kacji ze względu na brak genów wirusowych (Laneuyille 1988).

15 — Kosmos
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TRANSFER GENU EX VIVO I IN VIVO

Wektory rekombinacyjne używane w celu wprowadzania terapeutycznego
genu do różnych komórek mogą być zastosowane w dwojaki sposób. Pierwszy
— transfer genu ex vivo obejmuje pobranie od chorego komórek docelowych,
wprowadzenie in nitro — czyli ex vivo — terapeutycznego genu i transplantacja
tak zmodyfikowanych komórek z powrotem do organizmu chorego. Drugi,
trudniejszy transfer genu in vivo polega na wprowadzeniu terapeutycznego genu
bezpośrednio do komórek (tkanki) chorego, bez pobierania komórek docelowych.
W przypadku transferu in vivo zasadniczym ograniczeniem jest zastosowanie

wektora, który swoiście przenosi gen terapeutyczny do komórek docelowych
z dużą wydajnością.

KOMÓRKI DOCELOWE W TERAPII GENOWEJ NOWOTWORÓW

Rodzaj komórek, do któiych jest wprowadzany gen mający działanie leczni­
cze, jest uzależniony od rodzaju schorzenia (Anderson 1992). W przypadku
terapii genowej nowotworów transferu genu można dokonywać do komórek

nowotworowych, limfocytów, fibroblastów i komórek macierzystych szpiku ko­
stnego (Culver i współaut. 1994). Głównym celem w terapii genowej nowotworów

jest doprowadzenie do całkowitego zniszczenia komórek nowotworowych po­
przez transfer odpowiednich genów. Optymalnym rozwiązaniem byłaby genety­
czna modyfikacja komórki nowotworowej prowadząca do jej szybkiego zniszcze­
nia. Zasadniczą grupą komórek w terapii genowej nowotworów są limfocyty,
które poprzez transfer genu stają się bardziej toksyczne lub indukują inne
komórki do wywierania efektu cytotoksycznego na tkankę nowotworową. Gene­
tycznie zmodyfikowane fibroblasty mogą również produkować czynniki toksycz­
ne i immunomodulujące lub indukować odpowiedź przeciwnowotworową. Ostat­
nią grupę stanowią komórki macierzyste szpiku, do których wprowadzone geny
oporności wielolekowej chronią przed agresywną chemioterapią.

ZWIĘKSZANIE IMMUNOGENNOŚCI KOMÓREK NOWOTWOROWYCH

W eksperymentalnym leczeniu nowotworów od wielu lat podejmowano próby
zwiększania immunogenności komórek nowotworowych. Próby te obejmowały
hybrydyzację komórek nowotworowych z prawidłowymi, działanie na komórki
nowotworowe wirusami lub związkami zmieniającymi powierzchniowe antygeny
(na przykład mutagenami). W celu zwiększania immunogenności komórek no­
wotworowych próbowano stosować interferon gamma indukujący wzrost eks­
presji antygenów zgodności tkankowej. Wszystkie te zamierzenia miały prowa­
dzić do zwiększonej aktywności przeciwnowotworowej poprzez indukcję cytoto-
ksycznychi wspomagających limfocytówT, komórek naturalnej (spontanicznej)
cytotoksyczności — NK (natural killers), makrofagów i przeciwciał.
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ANTYGENY NOWOTWOROWE JAKO CEL ATAKU TERAPII GENOWEJ

Rozwój badań nad antygenami nowotworowymi pozwolił na lepsze zrozumie­
nie mechanizmów odporności przeciwnowotworowej. Odkrycie antygenów spe­
cyficznych dla czerniaka, takich jak MAGE 1,2 i 3, MART 1, gplOO umożliwia

podjęcie prób mających na celu indukcję swoistej odpowiedzi przeciwnowotwo­
rowej i wykorzystaniejej w terapii (Pardol 1994). Oprócz stosunkowo nielicznych
swoistych antygenów istnieje bardzo wiele antygenów występujących na komór­
kach nowotworowych, przeciwko którym jest możliwe uzyskanie efektywnej
odpowiedzi immunologicznej. Przykłady antygenów indukujących swoistą
odpowiedź immunologiczną, mogącą doprowadzić w efekcie do zniszczenia

nowotworu, zestawiono w tabeli 1.
Tabela 1

Antygeny występujące na komórkach nowotworowych mogące
znaleźć praktyczne zastosowanie w immunoterapii

GENY ZGODNOŚCI TKANKOWEJ W IMMUNOTERAPII NOWOTWORÓW

Rodzaj antygenu Nowotwór

Produkty podwyższonej ekspresji
genu HERl/Neu

raki jajników, piersi i płuca

Białka fuzyjne Jako wynik
translokacji chromosomów, na

przykład bcr-abl

przewlekła białaczka szpikowa,
ostra białaczka limfoblastyczna

Produkty punktowo zmutowanych
genów N-ras

gruczolakoraki trzustki, jelita

Białka prawidłowych genów o ekto-

powej ekspresji, na przykład
antygen karcynoembrionalny

guzy trzustki

Nieprawidłowo gllkozylowane
powierzchniowe białka, na

przykład Mucl

raki jajników, piersi, trzustki

Produkty genów wirusowych, na

przykład E7 HPV
rak szyjki macicy

Bardzo ważnymi czynnikami zwiększającymi immunogenność komórek no­
wotworowych są antygeny zgodności tkankowej — MHC (major histocompatibi-
lity complex). Z reguły limfocyty T wspomagające (helper — CD4+) rozpoznają
antygen nowotworowy łącznie z produktami genów zgodności tkankowej klasy
II, prezentowanymi przez makrofagi czyli komórki prezentujące antygen. Zakty-
wowane limfocyty T wspomagające CD4+ produkują cytokiny stymulujące cyto-
toksyczność limfocytów T (CD8+). Z kolei cytotoksyczne limfocyty T w celu

aktywacji oprócz limfokin muszą rozpoznawać antygeny komórek nowotworo­
wych łącznie z produktami genów zgodności tkankowej klasy I (MHC I).

Wiadomo było od dawna, że wzrost ekspresji antygenów zgodności tkankowej
klasy I wzmaga zdolność do lizy komórek nowotworowych przez cytotoksyczne
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limfocyty T. Badania wykonane na zwierzętach doświadczalnych wykazały, że

transfer genów MHCIpowodował obniżenie tumorogenności komórek nowotwo­
rowych oraz ich zdolności do tworzenia przerzutów. Obserwacje te tłumaczono

efektywnym niszczeniem komórek guza przez cytotoksyczne limfocyty T rozpo­
znające antygeny nowotworowe, łącznie z produktami genów MHC I. Niestety,
nie we wszystkich układach doświadczalnych udało się potwierdzić ścisłą zależ­
ność pomiędzy poziomem ekspresji antygenów MHC I a tumorogennością
i zdolnością do tworzenia przerzutów. Co więcej, zwiększona ekspresja antyge­
nów MHC I na komórkach używanych w szczepionkach przeciwrakowych nie
zawsze powodowała potencjalizację odporności przeciwnowotworowej.

Ekspresja antygenów MHC II na większości komórek nowotworowych pocho­
dzenia nabłonkowego może być indukowana przez działanie interferonu gamma.
Dzięki temu komórki rakowe mogą funkcjonować jako prezentujące antygen
(antygen nowotworowy łącznie z MHC II) limfocytom T wspomagającym (helper).
Jednakże z uwagi na brak na komórkach rakowych molekuł B7 nie mogą one

efektywnie stymulować limfocytówT helper. Co wiecej, brak cząsteczek B7 może

prowadzić do anergii limfocytów T i tak zwanej ucieczki immunologicznej.
Równoczesne zastosowanie transferu genu dla B7 i indukcji antygenów MHC II
stwarza duże szanse na uzyskanie szczepionki przeciwrakowej skutecznie sty­
mulującej powstawanie swoistych cytotoksycznych limfocytów T (Sikora 1994).
Molekuły B7 występują na aktywowanych antygenem komórkach prezentują­
cych antygen takich jak makrofagi, komórki dendiytyczne i limfocyty B. Mole­
kuły B7 stanowią ligandy dla dwóch receptorów limfocytów T — CD28 i CTLA4.
Schemat komórkowych interakcji prowadzących do wytworzenia odporności
przeciwnowotworowej przedstawiono na iycinie 2.

Aktualnie są prowadzone badania mające na celu transfer do komórek

nowotworowych sztucznie utworzonych genów kodujących hybrydowe cząstecz­
ki złożone z MHC I i II, których produkty po związaniu antygenu nowotworowego
mogłyby skutecznie stymulować powstawanie swoistych limfocytów T wspoma­
gających i cytotoksycznych.

ZWIĘKSZANIE ODPORNOŚCI PRZECIWNOWOTWOROWEJ POPRZEZ TRANSFER

GENÓW CYTOKIN

Transfer genów cytokin i ich receptorów ma na celu potencjalizację odpo­
wiedzi immunologicznej miejscowej i układowej. Dzięki wytwarzaniu przez gene­
tycznie zmodyfikowane komórki nowotworowe dużych ilości cytokin dochodzi do
wzmocnienia lokalnej odpowiedzi immunologicznej. Cytokiny mogą stymulować
cytotoksyczne i wspomagające limfocyty T, komórki NK (natural killers), makro­
fagi i eozynofile. Cytokiny produkowane przez komórki nowotworowe powodują
również wystąpienie miejscowej reakcji zapalnej, mogącej przyczynić się do
niszczenia tkanki rakowej mechanizmami odporności nieswoistej. Niektóre cy­
tokiny, jak na przykład czynnik martwicy guza — TNF (tumor necrosis factor),
działają bezpośrednio niszcząco na komórki nowotworowe. W tabeli 2 zestawiono

wyniki transferu genów różnych cytokin na komórki nowotworowe. W badaniach
na zwierzętach uzyskano szereg obiecujących wyników wskazujących na możli-
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wość skutecznego niszczenia komórek nowotworowych poprzez potencjalizację
układowej lub miejscowej odpowiedzi immunologicznej. Na podstawie przepro­
wadzonych prób klinicznych wydaje się, że w najbliższych latach będzie można

wykorzystać immunoterapię komórkową głównie do niszczenia minimalnych
ilości komórek nowotworowych (MRD — minimal residual disease) pozostałych
po chemioterapii.

Tabela 2

Efekt transferu genów cytokin do komórek nowotworowych

Objaśnienia skrótów: IL-2 — interleukina 2, IL-4 — interleukina 4, INFy — interferon gamma, TNF — czynnik martwicy
guza, IL-7 — interleukina 7, GM-CSF—czynnik wzrostu kolonii granulocytów i makrofagów, MCP1 — białko chemoatrakcji
monocytów, G-CSF — czynnik wzrostu kolonii granulocytów

Cytoklna Efekt in vivo

IL-2 regresja guza, stymulacja miejscowej i układowej odpowiedzi
Immunologicznej — cytotoksyczne limfocyty T i komórki NK

IL-4 regresja guza, masywne nacieki makrofagów i eozynofilów, potencjalizacja
prezentacji antygenów nowotworowych, stymulacja układowej odpowiedzi
immunologicznej — cytotoksyczne i wspomagające limfocyty T

INFy wzrost ekspresji antygenów MHCI i II, często regresja guza wskutek Indukcji
układowej odpowiedzi immunologicznej

TNF spowolnienie wzrostu guza poprzez bezpośredni efekt toksyczny i aktywację
makrofagów

IL-7 aktywacja makrofagów, indukcja układowej odpowiedzi Immunologicznej
GM-CSF stymulacja układowej i lokalnej odpowiedzi przeciwnowotworowej poprzez

indukcję różnicowania komórek prekursorowych
MCP1 aktywacja nieswoistej odpowiedzi odpornościowej, nacieki z makrofagów
G-CSF aktywacja nieswoistej odpowiedzi odpornościowej, nacieki z makrofagów

SZCZEPIONKI PRZECIWRAKOWE

Koncepcja wytworzenia szczepionki przeciwrakowej wywodzi się ze skutecz­
nych i stosowanych na szeroką skalę szczepień ochronnych przeciwko chorobom

wirusowym (na przykład polio, odra, wirusowe zapalenie wątroby, różyczka,
a ostatnio nawet grypa). W przypadku szczepionek przeciwwirusowych
odpowiedź immunologicznajest indukowana przeciwko prostym i Jednocześnie

immunogennym antygenom wirusowym. W przeciwieństwie do powszechnie
stosowanych szczepień ochronnych, aktualnie szczepionki przeciwrakowe są
stosowane nie przed, ale po rozwinięciu się procesu nowotworowego, co niestety
nie daje w pełni zadowalających wyników (Pardol 1993). Na marginesie warto

zauważyć, że z uwagi na bardzo dużą różnorodność antygenów komórek nowo­
tworowych wszelkie koncepcje uniwersalnej szczepionki rakowej są po prostu
niemożliwe, podobnie jak wytworzenie jednej szczepionki na wszystkie choroby
zakaźne. Uzyskiwanie szczepionek przeciwrakowych opiera się na dwóch zasad­
niczych strategiach. Pierwsza wykorzystuje komórki nowotworowe genetycznie
zmodyfikowane. Druga strategia opiera się na uzyskiwaniu szczepionek przeciw­
ko ściśle zdefiniowanym antygenom nowotworowym (Pardol 1993). Z reguły
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w celu uzyskania szczepionki przeciwrakowej wykorzystuje się komórki pobrane
od chorego. W niektórych przypadkach, jak na przykład w czerniaku złośliwym
próbuje się stosować komórki ustalonej linii czerniaka wykazujące wysoką
ekspresję antygenów HLA-A1. Teoretycznie wszystkie antygeny zestawione
w tabeli 2 mogą służyć wzmocnieniu odporności przeciwnowotworowej. Jednak­
że ich praktyczne wykorzystanie i skuteczność jestjak dotąd niewielkie, między
innymi ze względu na podawanie szczepionek pacjentom z zaawansowaną

chorobą nowotworową, często u których stosowano uprzednio chemioterapię,
która oddziaływuje supresyjnie na układ odpornościowy. Podejmowane są próby
kliniczne z zastosowaniem jako szczepionki przeciwrakowej naświetlanych ko­
mórek nowotworowych modyfikowanych różnymi genami przede wszystkim
cytokin i MHC. Naświetlane komórki z wprowadzonym genem na przykład dla
INF lub IL-2 zachowują in vivo zdolność do wytwarzania cytokin nawet przez
kilkanaście dni. Można przypuszczać, że podawanie chorym ich własnych
komórek nowotworowych modyfikowanych genetycznie i naświetlanych będzie
przedmiotem coraz liczniejszych prób klinicznych. Oprócz wyżej wspomnianych
cytokin są podejmowane również badania nad zastosowaniem genów dla IL-4,
11-6, 11-7, IL-12.

Większą nadzieję stwarzają rekombinacyjne szczepionki, które posiadają
sekwencje kodujące swoiste antygeny nowotworowe. Tym samym odpada konie­
czność izolacji komórek nowotworowych od poszczególnych choiych. Wydaje się,
że w przyszłości można będzie zastosować rekombinacyjne szczepionki jeszcze
przed pierwszymi objawami choroby nowotworowej. Dotyczy to szczególnie
występującego endemicznie raka szyjki macicy, przyczynowo związanego
z zakażeniem wirusem brodawczaka (papilloma virus subtyp 16). Skuteczność

tego typu szczepionki wykazano w doświadczeniach na zwierzętach.

TRANSFER DO KOMÓREK NOWOTWOROWYCH GENÓW AKTYWUJĄCYCH LEKI

TAK ZWANYCH SAMOBÓJCÓW

Atrakcyjnym podejściem terapeutycznym jest zastosowanie genów aktywu­
jących nietoksyczne związki w leki skutecznie niszczące komórki nowotworowe.

Metoda ta polega na „uwrażliwieniu” komórek nowotworowych na substancje
nietoksyczne dla prawidłowych komórek (Moolten 1994). Najczęściej wprowa­
dza się in situ, gen kinazy tymidynowej wirusa opiyszczki za pomocą odpowied­
niego wektora. Produkt tego genu powoduje konwersję nietoksycznego gancyc-
loviru w środek hamujący replikację DNA, czyli działający cytotoksycznie. Innym
genem samobójcą jest gen deaminazy cytozynowej, zmieniający nietoksyczną
5-fluorocytozynę w aktywny lek 5-fluorouracyl (Sikora 1994). Geny samobójcy
aktywujące leki działają pod kontrolą promotorów genów ulegających preferen­
cyjnej ekspresji w komórkach nowotworowych (tabela 3). Dzięki temu wektory
mogą zakażać również komórki prawidłowe, jednakże ekspresja genów samobój­
ców zachodzi wyłącznie w komórkach nowotworowych. Transfer genów uwrażli­
wiających komórki na gancyclovir zastosowano u kilkudziesięciu chorych
z guzami mózgu i rakiemjajnika. W guzach mózgu (glejaków), w których zawiodło
standardowe leczenie, obserwowano u większości chorych zadowalające efekty,
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w żadnym jednak przypadku nie uzyskano całkowitego wyleczenia. Na modelu

myszy bezgrasiczych stwierdzono całkowitą regresję wielu ludzkich guzów litych
bez objawów ubocznych. Wydaje się, że transferem genu kinazy tymidynowej
będzie można podejmować próby leczenia w pierwotnym raku wątroby, rakach

jelita grubego, jajnika i pęcherza moczowego oraz w czerniaku złośliwym, Jak
również w przerzutach do wątroby, opłucnej i otrzewnej.

Tabela 3

Przykłady genów ulegających selektywnej ekspresji w komórkach

nowotworowych

Gen Nowotwór

Antygen karcynoembrionalny rak jelita grubego
Alfa- fetoproteina rak pierwotny wątroby

Antygen specyficzny dla prostaty rak prostaty

Amylaza rak trzustki

Kalcytonina rak rdzeniasty tarczycy

Tyrozynaza czerniak złośliwy
Wilina rak żołądka

c-erbB2, c-erbB3 rak piersi
c-erbB4 rak piersi, rak żołądka

Przy stosowaniu genów samobójców zaobserwowano efekt „bystander”, kli­
nicznie bardzo pożądany, polegający na „uczuleniu” na gancyclovir komórek

sąsiadującymi z tymi, do których został wprowadzony gen kinazy tymidynowej
wirusa opryszczki. Wykazano, że dla osiągnięcia efektu „bystander” jest konie­
czny bezpośredni kontakt między komórkami.

Istnieje możliwość profilaktycznego zastosowania transferu genów samobój­
ców także w stanach przedrakowych. Geny samobójcy mogą być również wyko­
rzystane jako dodatkowe zabezpieczenie komórek, do których są wprowadzane
inne lecznicze geny w ramach terapii genowej różnych schorzeń. Komórki te

mogłyby być niszczone po osiągnięciu zamierzonego efektu terapeutycznego.

HAMOWANIE EKSPRESJI ONKOGENÓW PRZEZ TRANSFER SEKWENCJI

ANTYSENSOWNYCH

Duże nadzieje wiąże się z zastosowaniem sekwencji antysensownych DNA
lub RNA, które mogą wyłączać ekspresję niepożądanych genów i fym samym
hamować rozwój procesu nowotworowego. W licznych doświadczeniach in uitro
obserwowano zmianę fenotypu nowotworowego na prawidłowy w komórkach, do

któiych wprowadzono komplementarne mRNA (antysens) do mRNA odpowied­
niego onkogenu. Sekwencje antysensowne mogą blokować produkcję białek

zmutowanych onkogenów. Sekwencje antysensowne K-ras zastosowano już
w raku niedrobnokomorkowym płuca oraz w guzach mózgu. Istnieje również
możliwość zastosowania tego samego leczenia w rakach trzustki, w których
w 75% obserwuje się mutacje c-ras (Sikora 1994). Zasadniczym problemem
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stosowania sekwencji antysensownych jest ich wprowadzenie do wszystkich
komórek guza gwarantujące skuteczną terapię.

WPROWADZANIE PRAWIDŁOWYCH GENÓW PRZECIWNOWOTWOROWYCH

W MIEJSCE ZMUTOWANYCH

Aktualna koncepcja rozwoju procesu nowotworowego zakłada między innymi
zaburzenie relacji pomiędzy onkogenami i genami przeciwnowotworowymi. Uwa­
ża się wręcz, że rak to choroba cyklu komórkowego, w którym zasadniczą rolę
odgrywa szereg genów, w tym najbardziej poznany gen p53. Gen ten oprócz
niewątpliwego udziału w regulacji cyklu życiowego komórki jest zaangażowany
w indukcję programowej śmierci komórki. Niezwykle atrakcyjnym wydaje się być
podejście mające na celu włączanie w komórkach nowotworowych genów pro­
gramowej śmierci, co mogłoby stanowić rzeczywisty przełom w terapii genowej
nowotworów. W ostrych białaczkach limfoblastycznych typu T stwierdzono, że

mutacja genu p53 wywołana stosowaną chemioterapią koreluje z większym
rozsiewem procesu chorobowego we wznowię białaczki. Transdukacja komórek

nowotworowych genem p53 typu dzikiego prowadzi do zahamowania potencjału
przerzutowego blastów białaczkowych. Istnieje możliwość wprowadzania do
komórki za pomocą odpowiednio skonstruowanych wektorów większej liczby
kopii genu p53. W hodowlach in vitro udało się uzyskać zmianę fenotypu
nowotworowego komórek poprzez wprowadzenie innych genów przeciwno-
wotworowych takich jak Rb-1 (retinoblastoma) i DCC (deleted in colon cancer)
(Culver i Blease 1994, GUtierrez i wspólaut. 1992). Podobniejak w przypadku
stosowania sekwencji antysensownych poważnym problemem Jest wprowadze­
nie prawidłowych genów przeciwnowotworowych do wszystkich komórek.

TRANSFER GENÓW TOKSYN

Inną możliwością niszczenia komórek nowotworowych Jest transfer genów
toksyn pod kontrolą promotorów specyficznych dla danego nowotworu. Produ­
kcję toksyny, na przykład błoniczej, można indukować za pomocą promotorów
genów ulegających ekspresji wyłącznie w komórkach nowotworowych, co może

znaleźć zastosowanie w eksperymentalnych próbach terapii nowotworów (Cul-
ver i Blease 1994).

OCHRONA KOMÓREK MACIERZYSTYCH PRZED AGRESYWNĄ CHEMIOTERAPIĄ
PRZEZ WPROWADZANIE GENÓW WIELOLEKOWEJ OPORNOŚCI

W eksperymentalnym leczeniu nowotworów próbuje się ochraniać prawid­
łowe komórki przed wysoką toksycznością chemioterapeutyków. Ochrona ko­
mórek macierzystych szpiku poprzez transfer genu wielolekowej oporności
pozwala na stosowanie bardzo wysokich dawek cytostatyków skutecznie nisz­
czących komórki nowotworowe. Klasycznym genem wywołującym oporność na

metotreksat jest gen reduktazy dihydrofolianowej. Zastosowanie genów ochra-
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niąjących prawidłowe komórki jest jak dotąd ograniczone do komórek szpiku.
Transfer genu wielolekowej oporności do komórek macierzystych CD34+ umo­
żliwia rekonstrukcję szpiku kostnego. Należy dodać, że w niektórych przypad­
kach wprowadzenie, po zastosowanej chemioterapii prawidłowych, transduko-

wanych komórek CD34+ prowadziło do wznowy procesu chorobowego, co suge­
ruje istnienie pierwotnego defektu w pozornie „prawidłowych” komórkach
CD34+.

PRZYSZŁOŚĆ TERAPII GENOWEJ NOWOTWORÓW

Należy sądzić, że w najbliższych latach dojdzie do wręcz ekspotencjalnego
wzrostu liczby prób klinicznych terapii genowej nowotworów. Badania kliniczne

będą zmierzać zarówno do leczenia wysoce zaawansowanego nowotworu, zapo­
biegania przerzutom, jak i niszczenia opornych na konwencjonalną terapię
komórek rakowych, tojest resztkowych (Weatherall 1991). Podejmowane próby
kliniczne będą polegały głównie na obniżaniu tumorogenności i immunogenno-
ści komórek nowotworowych (Sikora 1994). W miarę poznawania mechanizmów

kontrolujących rozwój komórek coraz większe zainteresowanie będą wzbudzały
geny kontrolujące cykl komórkowy, w tym różnego rodzaju czynniki transkry-
pcyjne (Larrick i Burck 1991).

Krytycznym elementem w terapii genowej nowotworów jest dostarczenie

leczniczego genu do wszystkich komórek nowotworowych. Aktualnie stosowana

technologia transferu genu, niestety nie jest w stanie w warunkach in vivo

dostarczyć potrzebną sekwencję DNA do wszystkich komórek nowotworowych.
Najlepsze efekty można uzyskać z transferem genu kinazy tymidynowej, gdzie
obserwuje się efekt „bystandar”, czyli rozprzestrzenianie się produktu tego genu
również do innych, sąsiednich komórek. Stosowane obecnie wektory, ze względu
na swoją wielkość i właściwości, z trudem mogą przekraczać bariery śródbłonka

naczyń krwionośnych, a dotarcie do słabo unaczynionej tkanki rakowej jest
prawie niemożliwe. Co więcej, komórki nowotworowe z reguły wykazują odmien­
ny stopień zróżnicowania. Wydaj e się, że o wiele bardziej skutecznie będą działały
geny, których produkty posiadają aktywność miejscową, co nie wymaga konie­
czności wprowadzenia określonego genu do każdej komórki. Pewne nadzieje na

rzeczywisty przełom w dostarczaniu wektorów z terapeutycznymi genami do
komórek nowotworowych stwarzają ostatnie badania wyprodukowania wekto­
rów, które na zasadzie swoistego tropizmu są wiązane przez receptory występu­
jące wyłącznie na komórkach docelowych. Przykładem jest swoiste wiązanie
skonstruowanego wektora z erytropoetyną do komórek z receptorami dla tego
czynnika (Barinaga 1994). Można przypuszczać, że w niedalekiej przyszłości
będzie możliwe dostarczanie do ściśle określonych komórek pożądanych se­
kwencji, na przykład antyonkogenów, toksyn lub innych biologicznych leków,
skutecznie niszczących komórkę rakową lub zmuszającychją do „powrotu” do
stanu prawidłowego.

Terapia genowa nowotworów dopiero zaczyna się rozwijać. Obecnie nie
możnajeszcze stwarzać nadziei, szczególnie ciężko chorym na cudowne wylecze­
nie za pomocą nowej formy terapii. Można mieć natomiast pewność, że terapia
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genowa będzie stawała się coraz powszechniejszą i skuteczniejszą formą leczenia
i zapobiegania nowotworom.

CANCER GENE THERAPY — FUTURĘ APPLICATIONS AND PERSPECTIVES

Summary
It is generally assumed that gene the transfer technology approaches will provlde an effectlve

treatment not only for genetic diseases but also for cancer. Improvements In the design of vectors

and knowledge ofthe genetic basis of carcinogenesls have flnally resulted In first clinlcal trials. The
human gene therapy was started in September 1990 by transfer of the adenoslne deaminase (ADA)
gene Into lymphocytes ofa child having a lethal defect In this enzyme, leading to immuno deflclency.
The first cancer gene therapy was initiated by transfer of NeoR gene Into tumor inflltratlng
lymphocytes (TIL) folowed by insertlon of the tumor necrosis factor (TNF) gene into TIL. Currently
many approved human gene transfer trials are under way.

The clinlcal protocols that have been approved for the gene therapy ofcancer reveal that several
dlstlnct approaches are being pursued, among them: (1) Enhancing the immunogeniclty ofthe tumor

cells, for example by Insertlon of genes that encode immunogenic antlgenes. This can be often

effectlvely achleved by introduclng vectors carrylng HLA class I or class II genes into a tumor cells,
that are negative for the Inserted HLA genes. The objective is to induce an lmmune response to the

foreign HLA antlgen with the hope that other tumor surface antigens are also recognized and an

lmmune response Is simultaneously developed agalnst them; (2) Enhancing the antitumor activlty
of the lmmune cells, for example by Introducing cytoklne gene Into tumor cells in vitro; this Is

basically a tumor celi vaccination to potentiate the antl-cancer Immuno response; (3) Insertlon of a

"suiclde” gene Into tumor cells, for example by introduclng the gene that encodes the herpes simplex
virus thymldine kinase, the product of which subseąuently converts prodrug into a cytotoxic
metabolite leading to the tumor celi death; (4) The use of antisense DNA or RNA seąuences, which
błock the expression of oncogenes; (5) This Is a veiy promising approach and the first protocol
approved in 1990 concerned the insertion of a normal p53 gene into non-small celi lung carcinomas
that are p53 defective; (6) Kllllng tumor cells by inserting toxln genes under the control of a

tumor-specific promotor (e.g. dlphtheria toxin gene); (7) The use of the multidrug reslstance (MDR)
gene to protect bonę marrow cells to allow higher-dose chemotherapy.

It is our great hope that in futurę the gene transfer technology will become a standard practice
for the treatment and prevention of malignancies.
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