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Strzeszczenie: Toll-like receptors (TLRs), receptory dla TNF (TNF-R), NF-kB oraz bia³ka bior¹ce udzia³
w aktywacji transkrypcyjnego czynnika j¹drowego mog¹ wp³ywaæ na zjawisko apoptozy, cykl komór-
kowy, wydzielanie cytokin oraz cz¹steczek adhezyjnych za po�rednictwem regulacji transkrypcji okre-
�lonych genów, które determinuj¹ przebieg tych procesów zarówno w komórkach nowotworowych, jak
i komórkach krwi kr¹¿¹cej. Celem pracy jest przedstawienie najnowszej wiedzy dotycz¹cej roli TLRs
oraz rodziny cz¹steczek NF-κB w regulacji tych zjawisk. W pracy przedstawiono:  charakterystykê
rodziny Toll-like receptors (TLRs) oraz ich rolê w kaskadzie zjawisk prowadz¹cych do aktywacji czyn-
nika NF-κB, najwa¿niejsze mechanizmy aktywacji transkrypcji okre�lonych genów koduj¹cych bia³ka
uczestnicz¹ce w cyklu komórkowym (m.in. cyklina D1, p16INK4A, GADD45), zjawisku apoptozy
(m.in. TNF-R, XIAP, cIAP1,2, Bcl-XL) oraz onkogenezie (m.in. p53, VCAM, ICAM, cytokiny) za
po�rednictwem TLRs i NF-κB. Poznanie mechanizmów regulacyjnych szlaku TLRs i TNF-R → bia³ka
po�rednicz¹ce → NF-κB → ekspresja genów → produkt ekspresji stwarza w przysz³o�ci mo¿liwo�æ
wp³ywania na proces aktywacji wybranych czynników antyneoplastycznych i zablokowania cz¹ste-
czek proneoplastycznych pojawiaj¹cych siê zarówno w komórkach nowotworowych, jak i komórkach
krwi kr¹¿¹cej, co byæ mo¿e bêdzie pocz¹tkiem nowego podej�cia do walki z rozwijaj¹c¹ siê chorob¹
nowotworow¹ oraz da szansê na wprowadzenie nowych metod postêpowania leczniczego (immunotera-
pia, nowe kryteria rozleg³o�ci zabiegów operacyjnych).
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S³owa kluczowe: komórki  krwi,  komórki  nowotworowe,  TLRs,  transkrypcyjny  czynnik  j¹drowy
NF-κB, apoptoza, cykl komórkowy, cytokiny, cz¹steczki adhezyjne.

Summary: Toll-like receptors (TLRs), TNF receptor (TNF-R), NF-κB and the nuclear factor NF-κB
family could influence cell-cycle progression, cell apoptosis, cytokines and adhesion molecules by regu-
lation of proper genes which determine these process in neoplasm cells and blood cells. The aim of this
study was to introduce the latest knowledge of the nuclear factor NF-κB family role in oncogenesis and
neoplasm progression. In this study the characterization of Toll-like receptors family and role in nuclear
factor  NF-κB family activation, regulatory mechanisms of transcription genes of cell-cycle progression
(e.g. cyclin D1, p16INK4A, GADD45), cell apoptosis apoptozy (e.g. TNF-R, XIAP, cIAP1,2, Bcl-XL)
and oncogenesis (e.g. p53, VCAM, ICAM, cytokines) which determine these processes in neoplasm cells
were introduced. Knowledge of mechanisms of activation by TLRs and TNF-R → intermediary proteins
→ NF-κB → cell-cycle, apoptosis, cytokines and adhesion molecules genes → product of expression,
could allowe to activate antineoplastic fators and blocked proneoplastic molecules and use new therapeu-
tic methods (immunotherapy, new criterions for operations).

Key words: blood cells, neoplasm cells, Toll-like receptors (TLRs), transcription nuclear factor NF-κB,
cell apoptosis, cell-cycle process, cytokines, adhesion molecules.

Pomimo braku bezpo�rednich dowodów na to, i¿ komórki nadzoru immunologicznego
chroni¹ przed rozwojem nowotworu, po�rednie obserwacje kliniczne oraz badania
do�wiadczalne wskazuj¹ na ich aktywno�æ w odpowiedzi immunologicznej skierowanej
przeciwko komórkom nowotworowym ró¿nego pochodzenia. Niewiele wiadomo
równie¿ na temat wp³ywu komórek guza na aktywno�æ komórek krwi kr¹¿¹cej, tj.
limfocytów T, komórek NK, monocytów i neutrofilów, wzajemnego modulowania funkcji
oraz regulacjê przeciwnowotworow¹ odpowiedzi immunologicznej w mechanizmie
aktywacji Toll-like receptors (TLRs), receptorów dla TNF (TNF-R) i rodziny
cz¹steczek transkrypcyjnego czynnika j¹drowego NF-κB. TLRs, TNF-R, NF-κB oraz
bia³ka bior¹ce udzia³ w aktywacji tych cz¹steczek mog¹ wp³ywaæ na zjawisko apoptozy,
cykl komórkowy, wydzielanie cytokin oraz cz¹steczek adhezyjnych za po�rednictwem
regulacji transkrypcji okre�lonych genów, które determinuj¹ przebieg tych procesów
zarówno w komórkach nowotworowych, jak i komórkach krwi kr¹¿¹cej. Dok³adne
poznanie mechanizmów regulacyjnych szlaku TLRs i TNF-R → bia³ka po�rednicz¹ce
→ NF-κB → ekspresja genów zwi¹zanych z apoptoz¹, cyklem komórkowym, wydzie-
laniem cytokin i cz¹steczek adhezyjnych → produkt ekspresji stwarza w przysz³o�ci
mo¿liwo�æ wp³ywu na proces aktywacji wybranych czynników antyneoplastycznych i
zablokowanie cz¹steczek proneoplastycznych pojawiaj¹cych siê zarówno w komórkach
nowotworowych, jak i komórkach krwi kr¹¿¹cej, co byæ mo¿e bêdzie pocz¹tkiem
nowego podej�cia do walki z rozwijaj¹c¹ siê chorob¹ nowotworow¹ oraz da szansê na
wprowadzenie nowych metod postêpowania leczniczego.

Celem pracy jest przedstawienie najnowszej wiedzy dotycz¹cej roli Toll-like
receptors TLRs oraz rodziny cz¹steczek NF-κB i bia³ek bior¹cych udzia³ w aktywacji
transkrypcyjnego czynnika j¹drowego w regulacji cyklu komórkowego, apoptozy i
produkcji cz¹steczek adhezyjnych w onkogenezie i progresji nowotworu.
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I. CHARAKTERYSTYKA RODZINY TLRs

Rodzina Toll-like receptors (TLRs) odgrywa fundamentaln¹ rolê w aktywacji
procesów wrodzonej odporno�ci [71,75]. Do tej pory w b³onach komórkowych
(transmembrane receptors) populacji ludzkich leukocytów stwierdzono i opisano
ekspresjê 10 rodzajów tych receptorów [4]. Wszystkie TLRs charakteryzuj¹ siê obec-
no�ci¹ wielokrotnych powtórzeñ fragmentów bogatych w leucynê (LRRs) w czê�ci
zewn¹trzb³onowej  receptora oraz domeny wewn¹trzb³onowej bêd¹cej homologiem
IL-1R (TIR), dlatego te¿ TLRs zaliczane s¹ do superrodziny bia³ek IL-1R [105].
Obecno�æ TLR1 zosta³a potwierdzona na powierzchni wszystkich ludzkich leukocytów,
tj. monocytów, limfocytów T i B, komórek NK oraz na komórkach wieloj¹drzastych,
jak równie¿ w b³onach komórek nab³onkowych [72]. Wystêpowanie TLR2, TLR4 i
TLR5 wykazano natomiast na komórkach szeregu mielomonocytarnego. TLR3
wyodrêbniono na komórkach dendrytycznych oraz limfocytach w wêz³ach ch³onnych
[71]. Pozosta³e receptory TLR6, TLR7, TLR8, TLR9, TLR10 mog¹ wystêpowaæ rów-
nie¿ w b³onach ludzkich leukocytów, rozpoznaj¹c specyficzne ligandy m.in. cz¹steczki
wirusów (TLR5, TLR7), CpG DNA komórek bakterii (TLR9) [75]. Badania Nishimura
i wsp. [75], w których autorzy oceniali mRNA dla TLRs, potwierdzi³y wystêpowanie
tych receptorów w b³onach komórkowych wielu tkanek. Najwiêksz¹ ekspresjê mRNA
TLR1 wykazano w p³ucach, �ledzionie i nerkach [75]. Rock i Matsuguhi [67,72]
stwierdzili wystêpowanieTLR2 w mózgu, sercu i miê�niach, jak równie¿ w p³ucach i
�ledzionie. Ekspresja mRNA dla TLR7 i TLR8 by³a najwiêksza w p³ucach, �ledzionie
i rdzeniu krêgowym [22]. Ekspresjê TLRs potwierdzono równie¿ w b³onach komórko-
wych nab³onków ró¿nego pochodzenia, w tym komórkach raków p³askonab³onkowych
g³owy i szyi, raka pêcherzyka ¿ó³ciowego i prostaty [63,94].

Regulacja ekspresji LTRs w b³onach komórkowych pozostaje nadal w pi�miennictwie
przedmiotem licznych dyskusji. Ekspozycja komórek na dzia³anie wielu cz¹steczek
m.in. prozapalnych cytokin (m.in. IL-1β, TNFα, IFNγ), przeciwzapalych cz¹steczek
(IL-10), lipopolisacharydów (LPS) zwiêksza ekspresjê LTR4 na monocytach i komór-
kach wieloj¹drzastych, podczas gdy IL-10 blokuje ten efekt [71]. Liczne badania
potwierdzi³y dzia³anie prozapalnych cytokin, które indukowa³y transkrypcjê TLR4 [71].
Badania Muzio i wsp. [71] wykaza³y, ¿e obecno�æ LPS lub IL-10 w �rodowisku komórek
ca³kowicie blokuje aktywacjê TLR4 na powierzchni ludzkich monocytów i jednocze�nie
pozostaje bez wp³ywu na ekspresjê TLR2. Autorzy nie potwierdzili aktywacji TLR1 za
po�rednictwem lipopolisacharydów lub cytokin, z wyj¹tkiem ujemnego wp³ywu na
transkrypcjê receptora w limfocytach T stymulowanych mitogenem (PHA) i braku
ekspresji TLR2, TLR4 i TLR5 na tych komórkach. W badaniach z wykorzystaniem
technik biologii molekularnej stwierdzono, ¿e LTR4 stanowi niezbêdny sk³adnik
kompleksu receptorowego aktywowanego przez LPS i kontroluj¹cego przebieg zjawisk
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej in vivo [21,41,82]. Inni przedstawiciele rodziny
TLRs, m.in. TLR2, mog¹ równie¿ wp³ywaæ na zwiêkszon¹ wra¿liwo�æ komórek na
inne cz¹steczki wystêpuj¹ce w ich �rodowisku, np. peptydoglikany, zymosan, sk³adniki
�ciany bakterii Gram-dodatnich, takich jak Staphylococcus aureus [97,98]. Wyniki
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badañ przedstawione w dostêpnym pi�miennictwie wskazuj¹ na mo¿liwo�æ aktywacji
TLRs drog¹ bezpo�redni¹ (LPS) lub za po�rednictwem cytokin [21,41,71,97,98].
Potwierdza siê równie¿ wspólne oddzia³ywanie receptorów rodziny TLRs. Badania
Takeuchi i wsp. [96] wykaza³y, ¿e koekspresja TLR1 hamuje odpowied� zwi¹zan¹ z
pobudzeniem TLR2, podczas gdy wspólne wystêpowanie w b³onie komórkowej
receptorów TLR1 i TLR6 nasila pobudzenie receptora TLR6. Równie¿ obecno�æ w
�rodowisku komórek nab³onkowych, czynników prozapalnych jest przyczyn¹ regulacji
miejscowej ekspresji TLRs. Abreu i wsp. [2] wykazali wp³yw IFNγ i TNFα na ekspresjê
mRNA TLR4 w komórkach nab³onka jelita cienkiego. Obecno�æ tych cytokin w
�rodowisku komórek jelita wi¹za³a siê ze wzmo¿on¹ ekspresj¹ TLR4, co dowodzi znaczenia
cytokin szeregu Th1 w nasilaniu zmian zapalnych przez aktywacjê TLRs [2].

II. ROLA RODZINY TLRs W KASKADZIE ZJAWISK
PROWADZ¥CYCH DO AKTYWACJI CZYNNIKA NF-κκκκκB

W licznych badaniach potwierdzono znaczenie pobudzenia receptorów TLRs w
kaskadzie zjawisk aktywuj¹cej czynnik NF-κB. Najlepiej poznanymi s¹ receptory TLR2
i TLR4, które aktywuj¹ NF-κB, indukuj¹ ekspresjê IL-1, IL-6, IL-8 i cz¹steczki
kostymulatora B7 [5,14,47,69]. Podczas aktywacji TLRs tworz¹ homodimery, co powoduje
charakterystyczne zmiany konformacyjne domeny TIR i prowadzi do aktywacji cz¹steczki
adaptacyjnej MyD88 [5,77]. Domena �mierci bia³ka MyD88 aktywuje IRAK (IL-1
receptor associated kinase) poprzez przy³¹czenie do receptorowego kompleksu [77].
IRAK nastêpnie ulega autofosforylacji, od³¹cza siê od kompleksu i pobudza TRAF6
(TNF receptor-associated factor 6), co aktywuje kolejne kinazy, tj. NIK (NF-κB-
inducing kinase) i MEKK1 (mitogen-activated protein kinase/ERK kinase 1) [52].
Dok³adny mechanizm tej aktywacji nie jest dok³adnie poznany. TRAF6 ma zdolno�æ
interakcji z innym bia³kiem (ESCIT), które pomaga w przej�ciu MEKK1 w aktywn¹
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formê, podczas gdy NIK mo¿e ulec pobudzeniu przez TAK1 (TGFβ activated kinase)
[55]. TAK 1 wi¹¿e siê z TRAF6 poprzez proteiny TAB1 i TAB2. Cz¹steczki NIK i
MEKK1 maj¹ zdolno�æ aktywacji kompleksu IKK (IκB kinase) [74,95]. Ostatecznie
IκB ulega fosforylacji i degradacji, co prowadzi do translokacji NF-κB i transkrypcji
genów. Czynnik NF-κB za po�rednictwem TLRs mo¿e ulec tak¿e aktywacji przy udziale
MAPK (mitogen-activated protein kinase), która rozpoczyna kaskadê zdarzeñ
prowadz¹c¹ do transkrypcji TNFα oraz grupy bia³ek zwanych SOCS (suppressor of
cytokine signaling). SOCS stanowi¹ klasê negatywnych regulatorów dla JAK/STAT
(Janus kinase/signal transducer and activator of transcription) i hamuj¹ szlak
zwi¹zany z pobudzeniem receptorów TLRs [9].

III. CHARAKTERYSTYKA RODZINY CZ¥STECZEK
TRANSKRYPCYJNEGO CZYNNIKA J¥DROWEGO NF-κκκκκB

NF-κB/Rel to rodzina bia³ek bêd¹cych aktywatorami transkrypcji [7,8,10,34,92,101].
Obejmuje ona bia³ka strukturalnie podobne (u ssaków 5 rodzajów), takie jak: NF-κB1
(p50/p105), NF-κB2 (p52/p100), RelA (p65), RelB, c-Rel, które wi¹¿¹ siê z DNA jako
homo- lub heterodimery i których aktywno�æ jest regulowana przez bia³ka z rodziny
IκB(IκB-α, IκB-β, IκB-c, p105, p100) [18]. Wszystkie bia³ka rodziny NF-κB maj¹
homologiczn¹ Rel domenê odpowiedzialn¹ za ³¹czenie siê z DNA, dimeryzacjê i
interakcjê z IκB [18]. Najlepiej scharakteryzowanym heterodimerem, okre�lanym jako
NF-κB jest p50/RelA. Zbudowany jest on z dwóch podjednostek: bia³ka p50, bêd¹cego
produktem genu NF-κB1 i bia³ka p65, stanowi¹cego produkt genu RelA [34]. NF-κB/
Rel odpowiedzialny jest za aktywacjê transkrypcji genów w odpowiedzi na obecno�æ
w �rodowisku pozakomórkowym: cytokin (np. TNFα), mitogenów (np. PHA, anti-
CD3, anti-CD2) oraz bakterii (enterotoksyny Staphylococcus, Mycobacterium
tuberculosis), wirusów (HBV, HTLV-1), leków (np. cykloheksamid) i wielu innych
czynników  [7,8,10,34,83,92,101].  Równie¿ jednym z mechanizmów aktywuj¹cych
NF-κB jest stres oksydacyjny [83]. Do genów aktywowanych przez NF-κB nale¿¹
m.in. geny dla cytokin (IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNFα, LTα/β), czynników wzrostu
(GM-CSF), immunoreceptorów (MHC), moleku³ adhezyjnych (ICAM, VCAM, ELAM),
bia³ek ostrej fazy (SAA), enzymów (iNOS, COX-2), wirusów i wielu innych bia³ek bior¹cych
udzia³ w regulacji odpowiedzi immunologicznej (TGF-beta 1), procesów zapalnych, w
kontroli cyklu komórkowego i apoptozy oraz onkogenezy (cIAP1, cIAP2, FasL, c-myc,
p53, Cyklina D1) [7,8,10,18,34,48]. NF-κB odpowiedzialny jest tak¿e za inicjacjê m.in.
transkrypcji genów chroni¹cych komórkê przez apoptoz¹ lub genów zwiêkszaj¹cych
oporno�æ komórek guza na stosowane leczenie przeciwnowotworowe [16,31,78,80,101].
We wszystkich komórkach z wyj¹tkiem limfocytów B nieaktywny NF-κB wystêpuje w
cytoplazmie w po³¹czeniu z bia³kiem IκB [7,10,34,92]. Aktywacja NF-κB wystêpuj¹ca
w odpowiedzi na zadzia³anie sygna³u pozakomórkowego polega na translokacji NF-κB z
cytoplazmy do j¹dra komórkowego [28,34]. IκB, ulegaj¹cy fosforylacji przez IKKα/β
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(IκB kinase), hamuje aktywno�æ heterodimeru p50/RelA utrzymuj¹c go w cytoplazmie
i uniemo¿liwiaj¹c jego wi¹zanie z DNA [18]. W odpowiedzi na sygna³ pozakomórkowy
np. TNFα (p55) dochodzi do fosforylacji reszt serynowych IκB, ubikwitinizacji i jego
degradacji. Od³¹czenie IκB i uwolnienie NF-κB pozwala na translokacjê NF-κB z
cytoplazmy do j¹dra komórkowego, wi¹zanie z DNA i aktywacjê odpowiednich genów
m.in. genów dla mediatorów zapalenia, karcynogenezy, pro- i antyapoptotycznych
regulatorów oraz genów dla IκB [18]. Nowo zsyntetyzowany IκB ³¹czy siê w j¹drze
komórkowym z NF-κB (p50/RelA) i transportuje go z powrotem do cytoplazmy [34].
Nakayama i wsp. [73] podkre�laj¹ znaczenie IKKα jako wewn¹trzkomórkowego sygna³u
hamuj¹cego ró¿nicowanie komórek nab³onkowych w rakach p³askonab³onkowych,
sugeruj¹c znacz¹c¹ rolê kinazy C � PKC (protein C kinase ). Wed³ug autorów aktywacja
kinazy C indukuje wzrost aktywno�ci transkrypcyjnej NF-κB.

Rola NF-κB w aktywacji apoptozy

Apoptoza, czyli programowana �mieræ komórki jest szczególnym mechanizmem
eliminowania, tj. samounicestwienia komórek, które stanowi¹ potencjalne lub rzeczywiste
zagro¿enie. Apoptoza wystêpuje zarówno w warunkach fizjologicznych, jak i patologicz-
nych. Uk³ad regulacyjny apoptozy obejmuje dwa zasadnicze mechanizmy kontroli. Jeden
podlega bia³kom z rodziny Bcl-2/Bax [40,57,84,85,103,104], drugi kontrolowany jest
przez kaspazy [20,57,58,66]. Sygna³em do rozpoczêcia apoptozy mo¿e byæ zadzia³anie
czynników tak pozakomórkowych, jak i wewn¹trzkomórkowych [6,35]. Zainicjowanie
apoptozy mo¿e wi¹zaæ siê z pobudzeniem receptora Fas/APO-1/CD95, receptora
dlaTNF (TNFR-1), receptora dla NGF (NGFR), CD30, CD40, OX40, 4-1BB, które
maj¹ czê�ci zwane domenami �mierci (DD � death domain). Receptory te przekazuj¹
sygna³ apoptotyczny aktywuj¹cy prokaspazy, g³ównie kaspazê-8. W koñcowym etapie
apoptozy dochodzi do zmian nieodwracalnych w komórce, m.in. fragmentacji DNA i
dezintegracji j¹dra komórkowego [18]. Sygna³em do rozpoczêcia apoptozy mo¿e byæ
uszkodzenie DNA komórki prowadz¹ce do wzrostu ilo�ci bia³ka p53 [18,62]. Wzrost
ilo�ci bia³ka p53 poprzez p21 aktywuje geny hamuj¹ce proliferacjê i doprowadza do
zatrzymania komórki w fazie G1 na okres potrzebny do naprawy DNA [57,62,84]. Gdy
naprawa DNA nie jest mo¿liwa, p53 kieruje komórkê na drogê apoptozy poprzez
aktywowanie transkrypcji Bax i jego translokacjê z cytoplazmy do mitochondrium [102].
Regulacja apoptozy na poziomie mitochondrium zwi¹zana jest z dzia³aniem bia³ek
promuj¹cych apoptozê, tj. Bax, Bak, Bad, Bcl-XS oraz bia³ek hamuj¹cych apoptozê, tj.
Bcl-2, Bcl-XL. £¹cz¹ siê one w homo- i heterodimery tworz¹c kana³y w b³onie
mitochondrialnej, które odgrywaj¹ istotn¹ rolê w kontroli zmian miêdzyb³onowego
potencja³u mitochondrialnego [51]. Przesuniêcie równowagi w stronê bia³ek promuj¹cych
apoptozê doprowadza do otwarcia kana³ów i ucieczki do cytoplazmy cytochromu c,
jonów Ca2+, wody i czynnika indukuj¹cego apoptozê (AIF � apoptosis inducing factor),
bia³ka Diablo/Smac [61,99]. Uwolniony cytochrom c rozpoczyna reakcje kaskadow¹
aktywuj¹c Apaf-1 (Apoptosis activation factor), który dalej aktywuje kaspazê-9 i
kaspazê-3. Kaspaza-3 odpowiedzialna jest za proteolizê bia³ek, tj.PAK (p21-activated
kinases), pRb, bia³ek cytoszkieletu [20,57,61]. Proteina Diablo/Smac uwolniona z
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mitochondrium promuje proces apoptozy poprzez przy³¹czenie siê do cz¹steczek XIAP,
cIAP1 i cIAP2 umo¿liwiaj¹cych aktywacjê kaspaz [99]. Sygna³ ten równie¿ aktywuje
kaspazê-8, a nastêpnie kaspazê-9 i kaspazê-3.

Rola rodziny bia³ek NF-κB w regulacji procesu apoptozy jest nadal dyskutowana.
Antyapoptotyczne dzia³anie NF-κB uwidacznia siê poprzez m.in. pobudzenie receptora
dla TNFα (TNF-R) aktywuj¹cego NF-κB, który indukuje transkrypcjê i ekspresjê
inhibitorów kaspaz, tj. XIAP, cIAP1 i cIAP2 oraz aktywuje Bcl-XL i Blf-1
[26,59,79,83,84]. Innym przyk³adem aktywacji procesu apoptozy zwi¹zanego z
pobudzeniem bia³ka NF-κB jest wzrost ekspresji proteiny, bior¹cej udzia³ w regulacji
cyklu komórkowego, tj. cykliny D1 [37,38,50]. Antyapoptotyczne dzia³anie czynnika
j¹drowego uwidacznia siê równie¿ poprzez aktywacjê cz¹steczek TRAF1 i TRAF2
[100]. W dostêpnym pi�miennictwie mo¿na znale�æ prace potwierdzaj¹ce znaczenie
rodziny bia³ek NF-κB w promowaniu procesu apoptozy w ró¿nych typach komórek
[3,12]. Jednym z mechanizmów pobudzenia zjawisk prowadz¹cych do apoptozy jest
wp³yw NF-κB na wzrost ekspresji genów dla TNFα oraz c-myc [42,68]. Kaur i wsp.
[54] potwierdzili w badaniach dotycz¹cych raka w¹troby, ¿e NF-κB przeciwdzia³a
aktywno�ci TGF-β 1, indukuj¹cego proces apoptozy poprzez wzmo¿on¹ ekspresjê genów
i produkcjê XIAP i Bcl-X(L). Wiele badañ wskazuje tak¿e na rolê NF-κB w promowaniu
apoptozy poprzez pobudzenie transkrypcji receptora FasL [46,53]. Niektórzy badacze
nie potwierdzaj¹ jednak mo¿liwo�ci aktywacji apoptozy przez NF-κB za po�rednictwem
ekspresji genu dla FasL [60,86,87]. Rodrigez i wsp. [87] nie zaobserwowali jednak
korelacji ekspresji NF-κB i receptora Fas w guzach regionu g³owy i szyi. W regulacji
procesu apoptozy wa¿n¹ rolê odgrywaj¹ równie¿ wzajemne oddzia³ywania bia³ek
bior¹cych udzia³ w kaskadzie programowanej �mierci komórki. Przyk³adem jest
opisywane w literaturze, potencjalne znaczenie proteiny p53 w aktywno�ci NF-κB. W
dostêpnym pi�miennictwie mo¿na znale�æ prace, które dowodz¹ istnienia kompety-
cyjnego wspó³zawodnictwa miêdzy NF-κB a p53 o mo¿liwo�æ przy³¹czenia do
koaktywatora p300 [99]. Praca Liu i wsp. [64] potwierdza antagonistyczne dzia³anie
p53 w stosunku do NF-κB. Autorzy podkre�laj¹ znaczenie enzymu � kinazy fosforyzu-
j¹cej p53 w odpowiedzi na uszkodzenie DNA, który mo¿e fosforylowaæ równie¿
karboksylowy koniec cz¹steczki IκB-α. Równie¿ Gurowa i wsp. [36], analizuj¹c wyniki
badañ dotycz¹cych raka nerki, sugeruj¹ mo¿liwo�æ wystêpowania zjawiska inhibicji
NF-κB i jednoczesnej aktywacji p53, co mo¿e prowadziæ do nasilonej apoptozy.  Inne
doniesienia nie potwierdzaj¹ tych spostrze¿eñ. Ryan [88] i Perkins [81] dowodz¹, ¿e
bia³ko p53 mo¿e aktywowaæ NF-κB za pomoc¹ nie do koñca jeszcze poznanego,
mechanizmu lub przez indukcjê ekspresji bia³ka p21Waf1, które hamuje cyklinê E/Dck2
i blokuje zdolno�æ do ³¹czenia siê NF-κB z koaktywatorem p300 i CBP. Chen i wsp.
[18] opisuj¹  inny mechanizm wzajemnego oddzia³ywania bia³ek kaskady czynnika
NF-κB. Autorzy podkre�laj¹ rolê kaspazy-3 w degradacji cz¹steczki IκB, co powoduje
³atwiejsz¹ jej degradacjê przez enzymy proteasomów w odpowiedzi na dzia³anie
czynników indukuj¹cych NF-κB. Badacze podkre�laj¹ jednak mo¿liwo�æ przy³¹czenia
i hamowania, równie¿ NF-κB. W  tym mechanizmie geny antyapoptotycznych
cz¹steczek nie ulegaj¹ transkrypcji, a proces apoptozy nie jest hamowany [18]. Inni
autorzy potwierdzaj¹ mo¿liwo�æ aktywacji czynnika NF-κB przez kaspazy, pod pewnymi
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warunkami. Chaudhary i wsp. [17] opisuj¹ rolê kaspazy-8, kaspazy-10 oraz MRIT w
aktywacji zjawisk prowadz¹cych do pobudzenia NIK i interakcji z IKKα/β i co za tym
idzie czynnika NF-κB. Przytoczone prace wskazuj¹ zatem, ¿e regulacja pozytywna
lub negatywna procesu apoptozy w drodze aktywacji rodziny czynnika transkrypcyjnego
NF-κB, jest procesem z³o¿onym i zale¿y od przewagi czynników pobudzaj¹cych lub
hamuj¹cych ekspresjê bia³ek uczestnicz¹cych w kaskadzie opisywanych zjawisk.

Rola NF-κB w regulacji cyklu komórkowego

Proliferacja kontrolowana jest na poziomie cyklu komórkowego przez szereg czynników
ze �rodowiska zewnêtrznego, jak i wewnêtrznego. Motorem cyklu komórkowego s¹
kompleksy cyklin z kinazami proteinowymi zwanymi kinazami zale¿nymi od cyklin (CDK
� cyclin-dependent kinases) [13,24,27,43,44,91]. Zidentyfikowano 9 typów cyklin
oznaczonych od A do I oraz 11 kinaz zale¿nych od cyklin. Ekspresja cyklin: B1, A, E, D
jest periodyczna i wystêpuje w �ci�le okre�lonych fazach cyklu. Kompleksy cyklin z
kinazami zale¿nymi od cyklin fosforyluj¹ bia³ka w poszczególnych fazach cyklu
komórkowego, umo¿liwiaj¹c przej�cie komórki z jednej fazy cyklu do drugiej, np. cyklina
D (D1, D2, D3) wraz z CDK4 lub CDK6 jest odpowiedzialna za fosforylacjê pRb,
uwolnienie czynników transkrypcyjnych (E2F, DPI 1-2), przej�cie komórki z fazy G0 do
G1 i wej�cie komórki do fazy S. Aktywacja CDK zale¿y od przy³¹czenia cykliny, fosforylacji
i defosforylacji oraz obecno�ci inhibitorów. Inhibitory hamuj¹ce w sposób bezpo�redni
lub po�redni kompleksy cyklina/CDK podzielono na: INK4 � inhibitor CKD4, w sk³ad
którego wchodz¹ p15, p16, p18, p19 oraz CIP/KIP (cyclin/kinase inhibitory proteins)
sk³adaj¹ce siê z p21, p27, p57. Inhibitory z grupy INK4 dzia³aj¹ wy³¹cznie na kompleks
cykliny D z CDK4 lub CDK6. Inhibitory z grupy CIP/KIP mog¹ hamowaæ funkcjê
kompleksów cykliny z CDK wystêpuj¹cych w fazie G1 i S (cyklina D/CDK4, cyklina E/
CDK2, cyklina A/CDK2) oraz w mniejszym stopniu cyklina B/CDK1 [13,24,27,43,44,91].
Dodatkow¹ kontrolê sprawuj¹ bia³ka z rodziny Rb oraz p53, których dzia³anie polega na
supresji proliferacji, np. p53 poprzez zwiêkszenie ekspresji p21 aktywuje geny hamuj¹ce
proliferacjê doprowadzaj¹c do zahamowania cyklu komórkowego w fazie G1/S i
ewentualnie indukcji apoptozy w przypadku uszkodzenia DNA lub zahamowania cyklu
w fazie G2/M, gdy DNA nie ulegnie replikacji [13,24,25]. Udzia³ bia³ek z rodziny czynnika
transkrypcyjnego NF-κB w regulacji cyklu komórkowego polega na u³atwieniu przej�cia
z fazy G1 do S poprzez hamowanie aktywacji lub funkcji p53, jak równie¿ wzmo¿onej
ekspresji cykliny D1 [15,37,38,50]. NF-κB mo¿e te¿ pobudzaæ przej�cie fazy G2 do M
poprzez hamowanie ekspresji GADD45 (DNA-damage protein 45), bia³ka blokuj¹cego
kompleks cyklina B/CDK2 [18].

Rola NF-κB w onkogenezie

Zdolno�æ bia³ek z rodziny czynnika transkrypcyjnego NF-κB w supresji apoptozy
oraz regulacji cyklu komórkowego wskazuje, ¿e NF-κB mo¿e odgrywaæ istotn¹ rolê w
onkogenezie. Wzmo¿ona ekspresja NF-κB zosta³a potwierdzona w wielu rakach, m.in.
raku piersi, p³uca, tarczycy, prostaty, pêcherzyka ¿ó³ciowego i w¹troby, T i B bia³aczkach
oraz rakach g³owy i szyi [11,34,49,70,76,93]. Jiang i wsp. [49] wykazali wzmo¿on¹
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ekspresjê specyficznych sekwencji (-235/-266) w cz¹steczce NF-κB w liniach
komórkowych HepG2 raka w¹troby. Wcze�niejsze prace wskazuj¹ na rolê NF-κB w
transformacji nowotworowej, co potwierdza fakt, ¿e v-Rel, homolog c-Rel o w³a�ciwo�-
ciach onkogenu powoduje transformacjê komórek ssaków in vivo [18]. Hamowanie
aktywno�ci NF-κB przez wzmo¿on¹ ekspresjê IκB-α, powodowa³o rozrost komórek
T bia³aczki i zwi¹zane by³o z d³u¿szym prze¿yciem transgenicznych myszy [18]. Geny
koduj¹ce c-Rel, NF-κB2 (p100/p52), p65/RelA, Bcl-3 s¹ ponadto zlokalizowane w
tych regionach genomu, który zwi¹zany jest mi.in ze zjawiskiem amplifikacji onkogenów.
Zjawisko to potwierdzono w przypadkach ch³oniaków nieziarniczych (B non-Hodking
lymphoma), w wielu ch³oniakach, w tym ch³oniakach skóry oraz komórkach raków
[18,34]. Inny mechanizm przedstawia Wadgaonkar i wsp. [100], którzy podkre�laj¹
znaczenie antagonistycznego dzia³ania NF-κB w stosunku do bia³ka p53, jak i wzmo¿onej
ekspresji cykliny D, co w rezultacie prowadzi do nieograniczonej proliferacji [15,37,-
38,50]. Równie¿ wzmo¿ona transkrypcja antyapoptotycznych genów dla cIAP1, cIAP2,
XIAP, Bcl-XL aktywowana za po�rednictwem NF-κB dodatkowo sprzyja mo¿liwo�ci
ucieczki mechanizmów zachodz¹cych w komórce spod kontroli i w nastêpstwie tego
do zahamowania apoptozy [19]. Czynnikami sprzyjaj¹cymi onkogenezie jest tak¿e
pozytywna regulacja ekspresji genów dla m.in. moleku³ adhezyjnych, VEGF, COX-2,
chemokin, które bezpo�rednio nasilaj¹ proces angiogenezy [18]. Abdel i wsp. [1]
podkre�laj¹ znaczenie regulacyjnej roli  NF-κB w ekspresji genów dla cytokin m.in.
IL-1 i IL-8 oraz enzymów, które uczestnicz¹ w aktywacji zjawisk immunologicznych
prowadz¹cych do nasilenia procesu metaplazji i ontogenezy w gruczolakoraku prze³yku.

IV. CHARAKTERYSTYKA WYBRANYCH BIA£EK
AKTYWOWANYCH ZA PO�REDNICTWEM NF-κκκκκB

Cyklina D1

Cyklina D1 jest bia³kiem produkowanym w wyniku ekspresji genu, uwa¿anego za
protoonkogen,  CCND1/PRAD1, który zlokalizowany jest na chromosomie 11 (11q13).
Cyklina D1 zbudowana jest z 295 aminokwasów o m. cz. 36 kD i nale¿y, wraz z cyklin¹
E do cyklin fazy G1 cyklu komórkowego. Rol¹ cykliny D1 jest aktywacja kinaz bia³kowych
serynowo-treoninowych cyklinozale¿nych CDK4 i CDK6. W fazie G1 cyklu komórkowego
kompleks cyklina D1/CDK4 (CDK6), poprzez fosforylacjê bia³ka pRb wp³ywa na jego
aktywno�æ. Bia³ko pRb reguluje m.in. proliferacje komórek poprzez wp³yw na prawid³owy
przebieg fazy G1 i przej�cie z fazy G1 do fazy S. Odbywa siê to poprzez oddzia³ywanie
postaci nieufosforylowanej bia³ka pRb z czynnikiem transkrypcyjnym E2F i postaci
ufosforylowanej tego bia³ka z cz¹steczk¹ p16INK4A [24,29,32,39].

W komórkach licznych nowotworów stwierdza siê nadekspresjê cykliny D1, co
spowodowane jest najczê�ciej amplifikacj¹ lub translokacj¹ genu CCND1/PRAD1
[29,33]. Zaburzenia ekspresji genów reguluj¹cych przej�cie fazy G1 do fazy S cyklu
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komórkowego odgrywaj¹ kluczow¹ rolê w transformacji nowotworowej komórki i
wystêpuj¹ w niemal wszystkich typach nowotworów wystêpuj¹cych u cz³owieka [65].

Bia³ko p16INK4A

Bia³ko p16INK4A jest kodowane przez gen p16INK4A (cycli-dependent kinase-
4-inhibitor), który jest zlokalizowany na chromosomie 9 (9p21). Produkt bia³kowy
tego genu zbudowany jest z 148 aminokwasów o m. cz. 15,8 kD i zaliczany jest do
bia³ek supresorowych. Bia³ko p16INK4A tworzy kompleksy z kinaz¹ CDK4 i CDK6,
których jednostkami regulatorowymi s¹ cykliny D. Podstawowa funkcja p16INK4A
polega na konkurencyjnym wi¹zaniu CDK4 i CDK6 i tym samym hamowaniu fosfory-
lacji bia³ka pRb, przeprowadzanej przez cyklinozale¿ne kinazy [23,24,30,39].

Cytokiny

Rola limfocytów T cytotoksycznych (CTL � cytotoxic lymphocytes) polega na
odró¿nianiu i zabijaniu komórek potencjalnie nowotworowych. Limfocyty cytotoksyczne
to w wiêkszo�ci limfocyty CD8+, które poprzez swoisty receptor TCR (T Cell
Receptor) maj¹ zdolno�æ rozpoznawania antygenu nowotworowego obecnego na
cz¹steczce MHC klasy I. Aktywacja limfocytów T cytotoksycznych CD8+ odbywa
siê z udzia³em uprzednio pobudzonych limfocytów T pomocniczych CD4+ [56].
Pobudzenie limfocytu T pomocniczego CD4+ wymaga bezpo�redniego kontaktu z
komórk¹ prezentuj¹c¹ antygen APC (makrofagi, komórki dendrytyczne, komórki NK),
co powoduje pobudzenie limfocytu Th i uwalnianie przez niego do �rodowiska szeregu
cytokin, m.in. IL-2, ale równie¿ ekspresjê receptorów dla IL-2 i cz¹steczek adhezyjnych,
np. LFA-1. W�ród cytokin zasadnicze znaczenie ma IL-2, która w drodze autokrynnej
stymuluje limfocyt Th do ostatecznego ró¿nicowania i proliferacji. Aktywacja limfocytów
Th mo¿e prowadziæ do �mierci limfocytu poprzez apoptozê, anergii, czyli tolerancji
immunologicznej lub proliferacji i ró¿nicowania komórek. Pobudzone limfocyty Th maj¹
zdolno�æ do produkowania szeregu cytokin, ró¿nych w zale¿no�ci od rodzaju subpopulacji
limfocytów Th (Th1 i Th2). Najwiêksze znaczenie w obronie przeciwnowotworowej
pe³ni¹ cytokiny profilu Th1: IL-2, IL-12, IL-18, IFN-γ, TNF-α. Wywieraj¹ one dzia³anie
sprzyjaj¹ce rozwojowi odpowiedzi typu komórkowego, w którym elementami
efektorowymi s¹ limfocyty cytotoksyczne CD8+ [45,56,89,90]. Cytokiny uwalniane
przez limfocyty Tc1: IL-2, IFN-γ, TNF-α bior¹ udzia³ w nasilaniu reakcji komórkowych
skierowanych przeciw komórkom nowotworowym (indukcja apoptozy m.in. w
mechanizmie FAS-FAS-L, przy udziale perforyn, granzym i kaspaz) [45,56,89,90]. Nale¿y
podkre�liæ, ¿e aktywno�æ skierowana przeciw komórkom nowotworowym wymaga
wspó³pracy ró¿nych typów komórek. Limfocyty Th2 przez IL-4, IL-5, IL-6 wspomagaj¹
syntezê swoistych przeciwcia³ przez limfocyty B, natomiast Th1 i Tc1 przez dzia³anie
IFN-γ aktywuj¹ makrofagi, przez IL-2 aktywuj¹ komórki NK. Th1 mog¹ równie¿
bezpo�rednio zabijaæ komórki nowotworowe (TNF-β) lub hamowaæ ich proliferacjê
(interferony, TNF-β). Cytokiny spe³niaj¹, zatem bardzo wa¿n¹ rolê w zjawiskach
odporno�ci przeciwnowotworowej. Do tej grupy zaliczane s¹ interleukiny (IL),
interferony (IFN-α,β), czynniki martwicy nowotworu (TNF-α,β) oraz czynniki wzrostu
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(GM-CSF). Znaczenie tych czynników w onkologii klinicznej opiera siê na ich
w³asno�ciach modyfikowania odpowiedzi immunologicznej. W chwili obecnej najwiêksze
nadzieje budzi terapia skojarzona z zastosowaniem cytokin: IL-2, a tak¿e IL-1, IL-4,
IL-6, IL-12, IFN oraz TNF.
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