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Strzeszczenie: Toll-like receptors (TLRs), receptory dla TNF (TNF-R), NF-kB oraz biatka biorace udziat
w aktywacji transkrypcyjnego czynnika jadrowego moga wptywaé na zjawisko apoptozy, cykl komor-
kowy, wydzielanie cytokin oraz czasteczek adhezyjnych za posrednictwem regulacji transkrypcji okre-
slonych genow, ktore determinuja przebieg tych proceséw zarowno w komorkach nowotworowych, jak
i komorkach krwi krazacej. Celem pracy jest przedstawienie najnowszej wiedzy dotyczacej roli TLRs
oraz rodziny czasteczek NF-KB w regulacji tych zjawisk. W pracy przedstawiono: charakterystyke
rodziny Toll-like receptors (TLRs) oraz ich role w kaskadzie zjawisk prowadzacych do aktywacji czyn-
nika NF-KB, najwazniejsze mechanizmy aktywacji transkrypcji okre§lonych genéw kodujacych biatka
uczestniczace w cyklu komoérkowym (m.in. cyklina D1, p16INK4A, GADDA45), zjawisku apoptozy
(m.in. TNF-R, XIAP, cIAP1,2, Bcl-XL) oraz onkogenezie (m.in. p53, VCAM, ICAM, cytokiny) za
posrednictwem TLRs i NF-kB. Poznanie mechanizméw regulacyjnych szlaku TLRs i TNF-R - biatka
posredniczace — NF-kB - ekspresja genéw — produkt ekspresji stwarza w przysztosci mozliwos¢
wplywania na proces aktywacji wybranych czynnikow antyneoplastycznych i zablokowania czaste-
czek proneoplastycznych pojawiajacych sig¢ zaréwno w komodrkach nowotworowych, jak i komoérkach
krwi krazacej, co by¢ moze bedzie poczatkiem nowego podejscia do walki z rozwijajaca si¢ choroba
nowotworowa oraz da szansg na wprowadzenie nowych metod postgpowania leczniczego (immunotera-
pia, nowe kryteria rozlegltosci zabiegdw operacyjnych).
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Stowa kluczowe: komoérki krwi, komoérki nowotworowe, TLRs, transkrypcyjny czynnik jadrowy
NF-kB, apoptoza, cykl komoérkowy, cytokiny, czasteczki adhezyjne.

Summary: Toll-like receptors (TLRs), TNF receptor (TNF-R), NF-kB and the nuclear factor NF-kB
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-kB family role in oncogenesis and
neoplasm progression. In this study the characterization of Toll-like receptors family and role in nuclear
factor NF-KB family activation, regulatory mechanisms of transcription genes of cell-cycle progression
(e.g. cyclin D1, p16INK4A, GADDA45), 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-kB - 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-kB,
cell apoptosis, cell-cycle process, cytokines, adhesion molecules.

Pomimo braku bezposrednich dowodow na to, iz komdrki nadzoru immunologicznego
chronig przed rozwojem nowotworu, posrednie obserwacje kliniczne oraz badania
doswiadczalne wskazuja na ich aktywno$¢ w odpowiedzi immunologicznej skierowanej
przeciwko komorkom nowotworowym réznego pochodzenia. Niewiele wiadomo
roOwniez na temat wplywu komorek guza na aktywnos$¢ komorek krwi krazacej, tj.
limfocytow T, komorek NK, monocytéw i neutrofilow, wzajemnego modulowania funkcji
oraz regulacj¢ przeciwnowotworowa odpowiedzi immunologicznej w mechanizmie
aktywacji Toll-like receptors (TLRs), receptorow dla TNF (TNF-R) i rodziny
czasteczek transkrypcyjnego czynnika jadrowego NF-kB. TLRs, TNF-R, NF-KB oraz
biatka biorace udziat w aktywacji tych czasteczek moga wptywac na zjawisko apoptozy,
cykl komorkowy, wydzielanie cytokin oraz czasteczek adhezyjnych za posrednictwem
regulacji transkrypcji okreslonych gendw, ktore determinuja przebieg tych procesow
zardbwno w komorkach nowotworowych, jak i komorkach krwi krazacej. Doktadne
poznanie mechanizmdw regulacyjnych szlaku TLRs i TNF-R — biatka posredniczace
— NF-kB - ekspresja gendow zwiazanych z apoptoza, cyklem komoérkowym, wydzie-
laniem cytokin i czasteczek adhezyjnych — produkt ekspresji stwarza w przysztosci
mozliwo$¢ wptywu na proces aktywacji wybranych czynnikow antyneoplastycznych i
zablokowanie czasteczek proneoplastycznych pojawiajacych si¢ zar6wno w komorkach
nowotworowych, jak i komorkach krwi krazacej, co by¢ moze bedzie poczatkiem
nowego podejs$cia do walki z rozwijajaca si¢ choroba nowotworowa oraz da szansg¢ na
wprowadzenie nowych metod postgpowania leczniczego.

Celem pracy jest przedstawienie najnowszej wiedzy dotyczacej roli Toll-like
receptors TLRs oraz rodziny czasteczek NF-KB i bialek bioracych udzial w aktywacji
transkrypcyjnego czynnika jadrowego w regulacji cyklu komorkowego, apoptozy i
produkcji czasteczek adhezyjnych w onkogenezie i progresji nowotworu.
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I. CHARAKTERYSTYKA RODZINY TLRs

Rodzina Toll-like receptors (TLRs) odgrywa fundamentalna rol¢ w aktywacji
procesow wrodzonej odpornosci [71,75]. Do tej pory w blonach komérkowych
(transmembrane receptors) populacji ludzkich leukocytow stwierdzono i opisano
ekspresj¢ 10 rodzajow tych receptorow [4]. Wszystkie TLRs charakteryzuja si¢ obec-
no$cig wielokrotnych powtdérzen fragmentéw bogatych w leucyng (LRRs) w czesci
zewnatrzbtonowej receptora oraz domeny wewnatrzbtonowej bedacej homologiem
IL-1R (TIR), dlatego tez TLRs zaliczane sa do superrodziny biatek IL-1R [105].
Obecno$¢ TLR1 zostata potwierdzona na powierzchni wszystkich ludzkich leukocytow,
tj. monocytow, limfocytow T i B, komoérek NK oraz na komdrkach wielojadrzastych,
jak rowniez w btonach komorek nabtonkowych [72]. Wystgpowanie TLR2, TLR4 i
TLRS5 wykazano natomiast na komorkach szeregu mielomonocytarnego. TLR3
wyodregbniono na komoérkach dendrytycznych oraz limfocytach w wezlach chtonnych
[71]. Pozostate receptory TLR6, TLR7, TLR8, TLR9, TLR10 moga wystgpowac row-
niez w blonach ludzkich leukocytow, rozpoznajac specyficzne ligandy m.in. czasteczki
wirus6w (TLRS, TLR7), CpG DNA komorek bakterii (TLR9) [75]. Badania Nishimura
1 wsp. [75], w ktorych autorzy oceniali mRNA dla TLRs, potwierdzily wystepowanie
tych receptoréw w btonach komérkowych wielu tkanek. Najwigksza ekspresjg mRNA
TLR1 wykazano w ptucach, $ledzionie i nerkach [75]. Rock i Matsuguhi [67,72]
stwierdzili wystgpowanieTLR2 w mozgu, sercu i migsniach, jak réwniez w ptucach i
$ledzionie. Ekspresja mRNA dla TLR7 i TLRS byta najwigksza w ptucach, sledzionie
irdzeniu kregowym [22]. Ekspresje TLRs potwierdzono réwniez w blonach komoérko-
wych nablonkéw réznego pochodzenia, w tym komodrkach rakéw plaskonabtonkowych
glowy iszyi, raka pgcherzyka zolciowego i prostaty [63,94].

Regulacja ekspresji LTRs w btonach komoérkowych pozostaje nadal w pismiennictwie
przedmiotem licznych dyskusji. Ekspozycja komorek na dziatanie wielu czasteczek
m.in. prozapalnych cytokin (m.in. IL-13, TNFa, IFNy), przeciwzapalych czasteczek
(IL-10), lipopolisacharydow (LPS) zwigksza ekspresj¢ LTR4 na monocytach i komor-
kach wielojadrzastych, podczas gdy IL-10 blokuje ten efekt [71]. Liczne badania
potwierdzity dziatanie prozapalnych cytokin, ktore indukowaty transkrypcje TLR4 [71].
Badania Muzio i wsp. [71] wykazaty, ze obecno$¢ LPS lub IL-10 w srodowisku komorek
calkowicie blokuje aktywacj¢ TLR4 na powierzchni ludzkich monocytow i jednoczesnie
pozostaje bez wplywu na ekspresje TLR2. Autorzy nie potwierdzili aktywacji TLR1 za
posrednictwem lipopolisacharydow lub cytokin, z wyjatkiem ujemnego wptywu na
transkrypcje receptora w limfocytach T stymulowanych mitogenem (PHA) i braku
ekspresji TLR2, TLR4 i TLRS na tych komorkach. W badaniach z wykorzystaniem
technik biologii molekularnej stwierdzono, ze LTR4 stanowi niezbgdny sktadnik
kompleksu receptorowego aktywowanego przez LPS i kontrolujacego przebieg zjawisk
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej in vivo [21,41,82]. Inni przedstawiciele rodziny
TLRs, m.in. TLR2, moga rowniez wplywac na zwigkszona wrazliwos¢ komorek na
inne czasteczki wystepujace w ich srodowisku, np. peptydoglikany, zymosan, sktadniki
$ciany bakterii Gram-dodatnich, takich jak Staphylococcus aureus [97,98]. Wyniki
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TABELA 1. Wybrane czasteczki zwiazane z aktywacja rodziny Toll-like receptors (TLRs)

Intracellular adhesion molecule ICAMI, CD54
Myeloid differentiation primary response gene (88) MyD88
Suppressor of cytokine signaling 1 SOCS1
Interleukin-1 receptor-associated kinase 1, 2, 3, 4 IRAK 1, 2, 3, 4
TNF receptor-associated factor 6 TRAF6
NF-4B — inducing kinase NIK
Mitogen-activated protein kinase/ERK kinase 1 MEKK1

Janus kinase JAK

Signal transducer and activator of transcription STAT
TIR-containing adaptor-inducing interferon TRIF
TRIF-related adaptor molecule TRAM
Mitogen-activated protein MAP

badan przedstawione w dostepnym piSmiennictwie wskazuja na mozliwos$¢ aktywacji
TLRs droga bezposrednia (LPS) lub za posrednictwem cytokin [21,41,71,97,98].
Potwierdza sig¢ rowniez wspolne oddziatywanie receptorow rodziny TLRs. Badania
Takeuchi i wsp. [96] wykazaly, ze koekspresja TLR1 hamuje odpowiedz zwiazang z
pobudzeniem TLR2, podczas gdy wspdlne wystgpowanie w blonie komorkowe;j
receptorow TLR1 1 TLR6 nasila pobudzenie receptora TLR6. Rowniez obecnos¢ w
srodowisku komorek nabtonkowych, czynnikdéw prozapalnych jest przyczyna regulacji
miejscowej ekspresji TLRs. Abreu i wsp. [2] wykazali wptyw IFNyi TNFd na ekspresje
mRNA TLR4 w komorkach nabtonka jelita cienkiego. Obecno$¢ tych cytokin w
srodowisku komorek jelita wiazala si¢ ze wzmozona ekspresja TLR4, co dowodzi znaczenia
cytokin szeregu Th1 w nasilaniu zmian zapalnych przez aktywacj¢ TLRs [2].

II. ROLA RODZINY TLRs W KASKADZIE ZJAWISK
PROWADZACYCH DO AKTYWACJI CZYNNIKA NF-kKB

W licznych badaniach potwierdzono znaczenie pobudzenia receptorow TLRs w
kaskadzie zjawisk aktywujacej czynnik NF-kB. Najlepiej poznanymi sa receptory TLR2
i TLR4, ktére aktywuja NF-kB, indukuja ekspresje 1L-1, 1L-6, IL-8 i czasteczki
kostymulatora B7 [5,14,47,69]. Podczas aktywacji TLRs tworza homodimery, co powoduje
charakterystyczne zmiany konformacyjne domeny TIR i prowadzi do aktywacji czasteczki
adaptacyjnej MyD88 [5,77]. Domena $mierci biatka MyD88 aktywuje IRAK (/L-/
receptor associated kinase) poprzez przyltaczenie do receptorowego kompleksu [77].
IRAK nastgpnie ulega autofosforylacji, odtacza si¢ od kompleksu i pobudza TRAF6
(TNF receptor-associated factor 6), co aktywuje kolejne kinazy, tj. NIK (NF-kB-
inducing kinase) 1 MEKK1 (mitogen-activated protein kinase/ERK kinase 1) [52].
Doktadny mechanizm tej aktywacji nie jest doktadnie poznany. TRAF6 ma zdolno$¢
interakcji z innym biatkiem (ESCIT), ktére pomaga w przejsciu MEKK1 w aktywna
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formg, podczas gdy NIK moze ulec pobudzeniu przez TAK1 (TGF activated kinase)
[55]. TAK 1 wiaze si¢ z TRAF6 poprzez proteiny TABI i TAB2. Czasteczki NIK i
MEKK1 maja zdolnos¢ aktywacji kompleksu IKK (/KB kinase) [74,95]. Ostatecznie
IkB ulega fosforylacji i degradacji, co prowadzi do translokacji NF-KB i transkrypcji
gendw. Czynnik NF-KB za posrednictwem TLRs moze ulec takze aktywacji przy udziale
MAPK (mitogen-activated protein kinase), ktora rozpoczyna kaskadg zdarzen
prowadzaca do transkrypcji TNFa oraz grupy biatek zwanych SOCS (suppressor of
cytokine signaling). SOCS stanowia klas¢ negatywnych regulatorow dla JAK/STAT
(Janus kinase/signal transducer and activator of transcription) 1 hamuja szlak
zwiazany z pobudzeniem receptorow TLRs [9].

III. CHARAKTERYSTYKA RODZINY CZASTECZEK
TRANSKRYPCYJNEGO CZYNNIKA JADROWEGO NF-kKB

NF-kB/Rel to rodzina biatek bedacych aktywatorami transkrypcji[7,8,10,34,92,101].
Obejmuje ona bialka strukturalnie podobne (u ssakéw 5 rodzajow), takie jak: NF-kB1
(p50/p105), NF-KB2 (p52/p100), RelA (p65), RelB, c-Rel, ktore wiaza sig z DNA jako
homo- lub heterodimery i ktorych aktywno$¢ jest regulowana przez biatka z rodziny
IKB(IKB-a, IkB-B, IkB-c, p105, p100) [18]. Wszystkie biatka rodziny NF-kB maja
homologiczna Rel domeng odpowiedzialng za taczenie si¢ z DNA, dimeryzacjg i
interakcje z IKB [18]. Najlepiej scharakteryzowanym heterodimerem, okreslanym jako
NF-KkB jest p5S0/RelA. Zbudowany jest on z dwoch podjednostek: biatka p50, bedacego
produktem genu NF-KB1 i biatka p65, stanowiacego produkt genu RelA [34]. NF-kB/
Rel odpowiedzialny jest za aktywacjg transkrypcji genow w odpowiedzi na obecno$é
w srodowisku pozakomorkowym: cytokin (np. TNFa), mitogenéw (np. PHA, anti-
CD3, anti-CD2) oraz bakterii (enterotoksyny Staphylococcus, Mycobacterium
tuberculosis), wirusow (HBV, HTLV-1), lekow (np. cykloheksamid) i wielu innych
czynnikéw [7,8,10,34,83,92,101]. Rowniez jednym z mechanizmoéw aktywujacych
NF-KB jest stres oksydacyjny [83]. Do genow aktywowanych przez NF-KB naleza
m.in. geny dla cytokin (IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNFa, LTa/B), czynnikdéw wzrostu
(GM-CSF), immunoreceptorow (MHC), molekut adhezyjnych (ICAM, VCAM, ELAM),
biatek ostrej fazy (SAA), enzymow (iNOS, COX-2), wirusow i wielu innych biatek bioracych
udziat w regulacji odpowiedzi immunologicznej (TGF-beta 1), proceséw zapalnych, w
kontroli cyklu komoérkowego i apoptozy oraz onkogenezy (cIAP1, cIAP2, FasL, c-myc,
pS3, Cyklina D1) [7,8,10,18,34,48]. NF-KB odpowiedzialny jest takze za inicjacje m.in.
transkrypcji genow chroniacych komorke przez apoptoza lub genéw zwigkszajacych
oporno$¢ komoérek guza na stosowane leczenie przeciwnowotworowe [16,31,78,80,101].
We wszystkich komdrkach z wyjatkiem limfocytow B nieaktywny NF-kKB wystepuje w
cytoplazmie w potaczeniu z biatkiem IKB [7,10,34,92]. Aktywacja NF-KB wystepujaca
w odpowiedzi na zadziatanie sygnatu pozakomorkowego polega na translokacji NF-KB z
cytoplazmy do jadra komorkowego [28,34]. IKB, ulegajacy fosforylacji przez IKKa/3
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(IKB kinase), hamuje aktywno$¢ heterodimeru pS0/RelA utrzymujac go w cytoplazmie
i uniemozliwiajac jego wiazanie z DNA [18]. W odpowiedzi na sygnat pozakomorkowy
np. TNFa (p55) dochodzi do fosforylacji reszt serynowych IkB, ubikwitinizacji i jego
degradacji. Odlaczenie 1kB i uwolnienie NF-KB pozwala na translokacj¢ NF-KB z
cytoplazmy do jadra komoérkowego, wigzanie z DNA i aktywacj¢ odpowiednich genow
m.in. gendw dla mediatoré6w zapalenia, karcynogenezy, pro- i antyapoptotycznych
regulatorow oraz genow dla IkB [18]. Nowo zsyntetyzowany IkB taczy si¢ w jadrze
komorkowym z NF-kB (p50/RelA) i transportuje go z powrotem do cytoplazmy [34].
Nakayama i wsp. [ 73] podkres$laja znaczenie IKKa jako wewnatrzkomdrkowego sygnatu
hamujacego roznicowanie komoérek nablonkowych w rakach ptaskonabtonkowych,
sugerujac znaczaca rol¢ kinazy C — PKC (protein C kinase ). Wedtug autorow aktywacja
kinazy C indukuje wzrost aktywnosci transkrypcyjnej NF-KB.

Rola NF-KB w aktywacji apoptozy

Apoptoza, czyli programowana $mier¢ komorki jest szczegdlnym mechanizmem
eliminowania, tj. samounicestwienia komorek, ktére stanowia potencjalne lub rzeczywiste
zagrozenie. Apoptoza wystepuje zarowno w warunkach fizjologicznych, jak i patologicz-
nych. Uktad regulacyjny apoptozy obejmuje dwa zasadnicze mechanizmy kontroli. Jeden
podlega biatkom z rodziny Bcl-2/Bax [40,57,84,85,103,104], drugi kontrolowany jest
przez kaspazy [20,57,58,66]. Sygnatem do rozpoczgcia apoptozy moze by¢ zadziatanie
czynnikow tak pozakomorkowych, jak i wewnatrzkomorkowych [6,35]. Zainicjowanie
apoptozy moze wigzac si¢ z pobudzeniem receptora Fas/APO-1/CD95, receptora
dlaTNF (TNFR-1), receptora dla NGF (NGFR), CD30, CD40, 0X40, 4-1BB, ktore
maja czesci zwane domenami $mierci (DD — death domain). Receptory te przekazuja
sygnat apoptotyczny aktywujacy prokaspazy, glownie kaspazg-8. W koncowym etapie
apoptozy dochodzi do zmian nieodwracalnych w komorce, m.in. fragmentacji DNA i
dezintegracji jadra komorkowego [18]. Sygnatem do rozpoczecia apoptozy moze by¢
uszkodzenie DNA komorki prowadzace do wzrostu ilo$ci biatka p53 [18,62]. Wzrost
ilosci biatka p53 poprzez p21 aktywuje geny hamujace proliferacje i doprowadza do
zatrzymania komorki w fazie G, na okres potrzebny do naprawy DNA [57,62,84]. Gdy
naprawa DNA nie jest mozliwa, p53 kieruje komoérke na drogg apoptozy poprzez
aktywowanie transkrypcji Bax i jego translokacjg z cytoplazmy do mitochondrium [102].
Regulacja apoptozy na poziomie mitochondrium zwiazana jest z dzialaniem biatek
promujacych apoptozg, tj. Bax, Bak, Bad, Bcl-Xg oraz biatek hamujacych apoptozg, tj.
Bcl-2, Bel-X, . Lacza si¢ one w homo- i heterodimery tworzac kanaty w btonie
mitochondrialnej, ktére odgrywaja istotna role w kontroli zmian migdzyblonowego
potencjatu mitochondrialnego [51]. Przesunigcie rownowagi w strong biatek promujacych
apoptoze doprowadza do otwarcia kanatow i ucieczki do cytoplazmy cytochromu c,
jonow Ca?*, wody i czynnika indukujacego apoptoze (AIF — apoptosis inducing factor),
biatka Diablo/Smac [61,99]. Uwolniony cytochrom ¢ rozpoczyna reakcje kaskadowa
aktywujac Apaf-1 (dpoptosis activation factor), ktory dalej aktywuje kaspaze-9 i
kaspaze-3. Kaspaza-3 odpowiedzialna jest za proteolizg biatek, tj. PAK (p21-activated
kinases), pRb, biatek cytoszkieletu [20,57,61]. Proteina Diablo/Smac uwolniona z
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mitochondrium promuje proces apoptozy poprzez przytaczenie si¢ do czasteczek XIAP,
clAP1 i cIAP2 umozliwiajacych aktywacj¢ kaspaz [99]. Sygnat ten rowniez aktywuje
kaspaze-8, a nastepnie kaspaze-9 i kaspaze-3.

Rola rodziny biatek NF-KB w regulacji procesu apoptozy jest nadal dyskutowana.
Antyapoptotyczne dziatanie NF-KB uwidacznia si¢ poprzez m.in. pobudzenie receptora
dla TNFa (TNF-R) aktywujacego NF-kB, ktory indukuje transkrypcje i ekspresje
inhibitorow kaspaz, tj. XIAP, cIAP1 i cIAP2 oraz aktywuje Bcl-X; i Blf-1
[26,59,79,83,84]. Innym przyktadem aktywacji procesu apoptozy zwiazanego z
pobudzeniem biatka NF-KB jest wzrost ekspresji proteiny, bioracej udziat w regulacji
cyklu komorkowego, tj. cykliny D1 [37,38,50]. Antyapoptotyczne dziatanie czynnika
jadrowego uwidacznia si¢ roéwniez poprzez aktywacje czasteczek TRAF1 i TRAF2
[100]. W dostgpnym pismiennictwie mozna znalez¢ prace potwierdzajace znaczenie
rodziny bialek NF-KB w promowaniu procesu apoptozy w réznych typach komorek
[3,12]. Jednym z mechanizmdéw pobudzenia zjawisk prowadzacych do apoptozy jest
wptyw NF-KB na wzrost ekspresji genéw dla TNFa oraz c-myc [42,68]. Kaur i wsp.
[54] potwierdzili w badaniach dotyczacych raka watroby, ze NF-KB przeciwdziata
aktywnosci TGF-f3 1, indukujacego proces apoptozy poprzez wzmozona ekspresje genow
iprodukcje XIAP i Bel-X(L). Wiele badan wskazuje takze na rolg NF-KB w promowaniu
apoptozy poprzez pobudzenie transkrypcji receptora FasL [46,53]. Niektorzy badacze
nie potwierdzaja jednak mozliwosci aktywacji apoptozy przez NF-kB za posrednictwem
ekspresji genu dla FasL [60,86,87]. Rodrigez i wsp. [87] nie zaobserwowali jednak
korelacji ekspresji NF-KB i receptora Fas w guzach regionu gtowy i szyi. W regulacji
procesu apoptozy wazna role odgrywaja rowniez wzajemne oddziatywania biatek
bioracych udziat w kaskadzie programowanej $mierci komorki. Przykladem jest
opisywane w literaturze, potencjalne znaczenie proteiny p53 w aktywnosci NF-kB. W
dostgpnym piSmiennictwie mozna znalez¢ prace, ktére dowodza istnienia kompety-
cyjnego wspotzawodnictwa migdzy NF-kB a p53 o mozliwo$¢ przytaczenia do
koaktywatora p300 [99]. Praca Liu i wsp. [64] potwierdza antagonistyczne dziatanie
p53 w stosunku do NF-kB. Autorzy podkreslaja znaczenie enzymu — kinazy fosforyzu-
jacej pS3 w odpowiedzi na uszkodzenie DNA, ktéry moze fosforylowaé rowniez
karboksylowy koniec czasteczki IKB-a. Rowniez Gurowa i wsp. [36], analizujac wyniki
badan dotyczacych raka nerki, sugeruja mozliwos¢ wystgpowania zjawiska inhibicji
NF-KkB ijednoczesnej aktywacji p53, co moze prowadzi¢ do nasilonej apoptozy. Inne
doniesienia nie potwierdzaja tych spostrzezen. Ryan [88] i Perkins [81] dowodza, ze
biatko p53 moze aktywowa¢ NF-KB za pomoca nie do konca jeszcze poznanego,
mechanizmu lub przez indukcje ekspresji biatka p21Wafl| ktére hamuje cykling E/Dck2
i blokuje zdolno$¢ do taczenia si¢ NF-kB z koaktywatorem p300 i CBP. Chen i wsp.
[18] opisuja inny mechanizm wzajemnego oddziatywania bialek kaskady czynnika
NF-kB. Autorzy podkreslaja role kaspazy-3 w degradacji czasteczki IKB, co powoduje
fatwiejsza jej degradacje przez enzymy proteasoméw w odpowiedzi na dziatanie
czynnikow indukujacych NF-kB. Badacze podkreslaja jednak mozliwo$¢ przytaczenia
i hamowania, rowniez NF-kB. W tym mechanizmie geny antyapoptotycznych
czasteczek nie ulegaja transkrypcji, a proces apoptozy nie jest hamowany [18]. Inni
autorzy potwierdzaja mozliwo$¢ aktywacji czynnika NF-KB przez kaspazy, pod pewnymi
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warunkami. Chaudhary i wsp. [17] opisuja role kaspazy-8, kaspazy-10 oraz MRIT w
aktywacji zjawisk prowadzacych do pobudzenia NIK i interakcji z IKKa/B i co za tym
idzie czynnika NF-KB. Przytoczone prace wskazuja zatem, ze regulacja pozytywna
lub negatywna procesu apoptozy w drodze aktywacji rodziny czynnika transkrypcyjnego
NF-KB, jest procesem zlozonym i zalezy od przewagi czynnikow pobudzajacych lub
hamujacych ekspresjg biatek uczestniczacych w kaskadzie opisywanych zjawisk.

Rola NF-kB w regulacji cyklu komorkowego

Proliferacja kontrolowana jest na poziomie cyklu komorkowego przez szereg czynnikow
ze srodowiska zewnetrznego, jak 1 wewngetrznego. Motorem cyklu komorkowego sa
kompleksy cyklin z kinazami proteinowymi zwanymi kinazami zaleznymi od cyklin (CDK
— cyclin-dependent kinases) [13,24,27,43,44,91]. Zidentyfikowano 9 typoéw cyklin
oznaczonych od A do I oraz 11 kinaz zaleznych od cyklin. Ekspresja cyklin: B1, A, E, D
jest periodyczna i wystepuje w Scisle okreslonych fazach cyklu. Kompleksy cyklin z
kinazami zaleznymi od cyklin fosforyluja biatka w poszczegélnych fazach cyklu
komorkowego, umozliwiajac przejscie komorki z jednej fazy cyklu do drugiej, np. cyklina
D (D1, D2, D3) wraz z CDK4 lub CDK6 jest odpowiedzialna za fosforylacje pRb,
uwolnienie czynnikow transkrypcyjnych (E2F, DPI 1-2), przejscie komorki z fazy G do
G, 1wejscie komorki do fazy S. Aktywacja CDK zalezy od przylaczenia cykliny, fosforylacji
i defosforylacji oraz obecnosci inhibitoréw. Inhibitory hamujace w sposob bezposredni
lub posredni kompleksy cyklina/CDK podzielono na: INK4 — inhibitor CKD4, w sktad
ktérego wchodza pl5, pl6, pl8, pl9 oraz CIP/KIP (cyclin/kinase inhibitory proteins)
sktadajace sig z p21, p27, pS7. Inhibitory z grupy INK4 dziataja wytacznie na kompleks
cykliny D z CDK4 lub CDKG®6. Inhibitory z grupy CIP/KIP moga hamowa¢ funkcje
kompleksow cykliny z CDK wystepujacych w fazie G, 1S (cyklina D/CDK4, cyklina E/
CDK2, cyklina A/CDK2) oraz w mniejszym stopniu cyklina B/CDK1 [13,24,27,43,44,91].
Dodatkowa kontrole sprawuja biatka z rodziny Rb oraz p53, ktérych dziatanie polega na
supresji proliferacji, np. pS3 poprzez zwigkszenie ekspresji p2 1 aktywuje geny hamujace
proliferacj¢ doprowadzajac do zahamowania cyklu komorkowego w fazie G,/S 1
ewentualnie indukcji apoptozy w przypadku uszkodzenia DNA lub zahamowania cyklu
w fazie G,/M, gdy DNA nie ulegnie replikacji[13,24,25]. Udziat biatek z rodziny czynnika
transkrypcyjnego NF-KB w regulacji cyklu komérkowego polega na utatwieniu przejscia
z fazy G, do S poprzez hamowanie aktywacji lub funkcji p53, jak rowniez wzmozonej
ekspresji cykliny D1 [15,37,38,50]. NF-KB moze tez pobudza¢ przejscie fazy G, do M
poprzez hamowanie ekspresji GADDA45 (DNA-damage protein 45), biatka blokujacego
kompleks cyklina B/CDK2 [18].

Rola NF-kB w onkogenezie

Zdolno$¢ biatek z rodziny czynnika transkrypcyjnego NF-KB w supresji apoptozy
oraz regulacji cyklu komérkowego wskazuje, ze NF-k B moze odgrywac istotna rolg w
onkogenezie. Wzmozona ekspresja NF-KB zostata potwierdzona w wielu rakach, m.in.
raku piersi, pluca, tarczycy, prostaty, pecherzyka zétciowego i watroby, T i B biataczkach
oraz rakach glowy i szyi [11,34,49,70,76,93]. Jiang i wsp. [49] wykazali wzmozona
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ekspresje specyficznych sekwencji (-235/-266) w czasteczce NF-KB w liniach
komoérkowych HepG2 raka watroby. Wczesniejsze prace wskazuja na role NF-KB w
transformacji nowotworowej, co potwierdza fakt, ze v-Rel, homolog c-Rel o wtasciwos-
ciach onkogenu powoduje transformacj¢ komoérek ssakow in vivo [18]. Hamowanie
aktywnosci NF-KB przez wzmozong ekspresjg¢ IKB-0, powodowato rozrost komoérek
T biataczki i zwiazane byto z dluzszym przezyciem transgenicznych myszy [18]. Geny
kodujace c-Rel, NF-kB2 (p100/p52), p65/RelA, Bcel-3 sa ponadto zlokalizowane w
tych regionach genomu, ktory zwiazany jest mi.in ze zjawiskiem amplifikacji onkogenow.
Zjawisko to potwierdzono w przypadkach chtoniakow nieziarniczych (B non-Hodking
lymphoma), w wielu chtoniakach, w tym chioniakach skory oraz komorkach rakow
[18,34]. Inny mechanizm przedstawia Wadgaonkar i wsp. [100], ktorzy podkreslaja
znaczenie antagonistycznego dziatania NF-kB w stosunku do biatka p53, jak i wzmozonej
ekspresji cykliny D, co w rezultacie prowadzi do nieograniczonej proliferacji [15,37,-
38,50]. Rowniez wzmozona transkrypcja antyapoptotycznych genow dla cIAP1, cIAP2,
XIAP, Bcl-X, aktywowana za posrednictwem NF-KB dodatkowo sprzyja mozliwosci
ucieczki mechanizmoéw zachodzacych w komorce spod kontroli i w nastepstwie tego
do zahamowania apoptozy [19]. Czynnikami sprzyjajacymi onkogenezie jest takze
pozytywna regulacja ekspresji genéw dla m.in. molekut adhezyjnych, VEGF, COX-2,
chemokin, ktére bezposrednio nasilaja proces angiogenezy [18]. Abdel i wsp. [1]
podkreslaja znaczenie regulacyjnej roli NF-kB w ekspresji gendw dla cytokin m.in.
IL-1 1 IL-8 oraz enzymow, ktore uczestnicza w aktywacji zjawisk immunologicznych
prowadzacych do nasilenia procesu metaplazji i ontogenezy w gruczolakoraku przetyku.

IV. CHARAKTERYSTYKA WYBRANYCH BIALEK
AKTYWOWANYCH ZA POSREDNICTWEM NFKB

Cyklina D1

Cyklina D1 jest biatkiem produkowanym w wyniku ekspresji genu, uwazanego za
protoonkogen, CCND1/PRADI, ktéry zlokalizowany jest na chromosomie 11 (11q13).
Cyklina D1 zbudowana jest z 295 aminokwasdéw o m. cz. 36 kD i nalezy, wraz z cyklina
E do cyklin fazy G, cyklu komorkowego. Rola cykliny D1 jest aktywacja kinaz biatkowych
serynowo-treoninowych cyklinozaleznych CDK4 1 CDK6. W fazie G, cyklu komérkowego
kompleks cyklina D1/CDK4 (CDKG®6), poprzez fosforylacje biatka pRb wplywa na jego
aktywnosc. Biatko pRb reguluje m.in. proliferacje komorek poprzez wpltyw na prawidtowy
przebieg fazy G, i przejscie z fazy G, do fazy S. Odbywa sig to poprzez oddziatywanie
postaci nieufosforylowanej biatka pRb z czynnikiem transkrypcyjnym E2F i postaci
ufosforylowanej tego biatka z czasteczka pl 6INK4A [24,29,32,39].

W komoérkach licznych nowotwordéw stwierdza si¢ nadekspresje cykliny D1, co
spowodowane jest najczesciej amplifikacja lub translokacja genu CCNDI1/PRADI
[29,33]. Zaburzenia ekspresji genow regulujacych przejscie fazy G, do fazy S cyklu
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komoérkowego odgrywaja kluczowa role w transformacji nowotworowej komorki i
wystepuja w niemal wszystkich typach nowotwordéw wystepujacych u cztowieka [65].

Biatko pl16INK4A

Biatko p16INK4A jest kodowane przez gen pl6INK4A (cycli-dependent kinase-
4-inhibitor), ktory jest zlokalizowany na chromosomie 9 (9p21). Produkt biatkowy
tego genu zbudowany jest z 148 aminokwasow o m. cz. 15,8 kD i zaliczany jest do
biatek supresorowych. Biatko p16INK4A tworzy kompleksy z kinaza CDK4 1 CDKS6,
ktérych jednostkami regulatorowymi sa cykliny D. Podstawowa funkcja p16INK4A
polega na konkurencyjnym wigzaniu CDK4 i CDK6 i tym samym hamowaniu fosfory-
lacji biatka pRb, przeprowadzanej przez cyklinozalezne kinazy [23,24,30,39].

Cytokiny

Rola limfocytow T cytotoksycznych (CTL — cytotoxic lymphocytes) polega na
odr6znianiu i zabijaniu komoérek potencjalnie nowotworowych. Limfocyty cytotoksyczne
to w wigkszosci limfocyty CD8+, ktore poprzez swoisty receptor TCR (T Cell
Receptor) maja zdolno$¢ rozpoznawania antygenu nowotworowego obecnego na
czasteczce MHC klasy I. Aktywacja limfocytow T cytotoksycznych CD8+ odbywa
si¢ z udziatem uprzednio pobudzonych limfocytow T pomocniczych CD4+ [56].
Pobudzenie limfocytu T pomocniczego CD4+ wymaga bezposredniego kontaktu z
komorka prezentujaca antygen APC (makrofagi, komoérki dendrytyczne, komorki NK),
co powoduje pobudzenie limfocytu Th i uwalnianie przez niego do srodowiska szeregu
cytokin, m.in. IL-2, ale rowniez ekspresje receptorow dla IL-2 i czasteczek adhezyjnych,
np. LFA-1. Wsrdd cytokin zasadnicze znaczenie ma IL-2, ktéra w drodze autokrynne;j
stymuluje limfocyt Th do ostatecznego ro6znicowania i proliferacji. Aktywacja limfocytow
Th moze prowadzi¢ do $mierci limfocytu poprzez apoptozg, anergii, czyli tolerancji
immunologicznej lub proliferacji i réznicowania komoérek. Pobudzone limfocyty Th maja
zdolno$¢ do produkowania szeregu cytokin, roznych w zaleznosci od rodzaju subpopulacji
limfocytow Th (Thl i Th2). Najwigksze znaczenie w obronie przeciwnowotworowe;j
petnia cytokiny profilu Th1: IL-2, IL-12, IL-18, IFN-y, TNF-a. Wywieraja one dziatanie
sprzyjajace rozwojowi odpowiedzi typu komoérkowego, w ktorym elementami
efektorowymi sa limfocyty cytotoksyczne CD8+ [45,56,89,90]. Cytokiny uwalniane
przez limfocyty Tcl: IL-2, IFN-y, TNF-a biora udziat w nasilaniu reakcji komorkowych
skierowanych przeciw komoérkom nowotworowym (indukcja apoptozy m.in. w
mechanizmie FAS-FAS-L, przy udziale perforyn, granzym i kaspaz) [45,56,89,90]. Nalezy
podkresli¢, ze aktywno$¢ skierowana przeciw komorkom nowotworowym wymaga
wspotpracy roznych typow komorek. Limfocyty Th2 przez IL-4, IL-5, IL-6 wspomagaja
syntezg¢ swoistych przeciwciat przez limfocyty B, natomiast Thl i Tcl przez dziatanie
IFN-y aktywuja makrofagi, przez IL-2 aktywuja komorki NK. Thl moga rowniez
bezposrednio zabija¢ komorki nowotworowe (TNF-3) lub hamowac ich proliferacjg
(interferony, TNF-f3). Cytokiny spetniaja, zatem bardzo wazna role w zjawiskach
odpornosci przeciwnowotworowej. Do tej grupy zaliczane sg interleukiny (IL),
interferony (IFN-a,[3), czynniki martwicy nowotworu (TNF-a,[3) oraz czynniki wzrostu



WPLYW LIPIDOW NA AKTYWNOSC POLIMERAZ DNA &l

(GM-CSF). Znaczenie tych czynnikow w onkologii klinicznej opiera si¢ na ich
wiasno$ciach modyfikowania odpowiedzi immunologicznej. W chwili obecnej najwigksze
nadzieje budzi terapia skojarzona z zastosowaniem cytokin: I1L-2, a takze IL-1, IL-4,
IL-6, IL-12, IFN oraz TNF.
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