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OCENA WPŁYWU DYSFUNKCJI ENDOMETRIUM 
NA ZABURZENIE PROCESU IMPLANTACJI 

U KOBIET Z NIEPŁODNOŚCIĄ I ENDOMETRIOZĄ

ASSESSMENT OF IMPACT OF ENDOMETRIAL DYSFUNCTION 
ON DISTURBANCE OF IMPLANTATION PROCESS 

IN WOMEN WITH INFERTILITY AND ENDOMETRIOSIS

Magdalena ADAMCZYK, Marcin RAJEWSKI, Małgorzata KĘDZIA, 
Ewa WENDER-OŻEGOWSKA

Klinika Rozrodczości, Katedra Ginekologii, Położnictwa i Onkologii 
Ginekologicznej, Uniwersytet Medyczny w Poznaniu

Streszczenie: Endometrioza to złożony zespół kliniczny, który powoduje ból i niepłodność. Pato-
mechanizm trudności z zajściem w ciążę  u niepłodnych kobiet z endometriozą w wielu przypadkach 
pozostaje niejasny. 
Implantacja blastocysty jest możliwa w środkowej fazie lutealnej, w krótkim okresie czasu zwan-
ym oknem implantacyjnym. Wadliwa implantacja jest głównym czynnikiem ograniczającym rozród 
u człowieka. 
Wiele badań wykazało, że sukces implantacji zależy od funkcjonalności blastocysty, receptywności 
endometrium i zsynchronizowanej komunikacji między tkankami embrionalnymi i matczynymi. 
W procesie implantacji zaangażowane są określone czynniki wzrostu, cytokiny, mediatory  lipidowe, 
cząsteczki adhezyjne, białka macierzy zewnątrzkomórkowej i czynniki transkrypcyjne. Jednymi z na-
jlepiej scharakteryzowanych biomarkerów receptywności endometrium są integryny, należące do 
białek adhezyjnych. Produkty białkowe genów HOXA są jednymi z najważniejszych czynników tran-
skrypcyjnych, które regulują szereg molekularnych i morfologicznych zmian endometrium w czasie 
okna implantacyjnego.
Odmienność w budowie i funkcji endometrium u kobiet z endometriozą może przyczyniać się u nich 
do obniżenia potencjału rozrodczego.
Badania wykazały, że prawidłowa funkcja eutopowego endometrium u pacjentek z endometriozą jest 
upośledzona na skutek zaburzonej dystrybucji receptorów steroidowych w tkance eutopowej oraz na 
lokalnej dominacji estrogenu i oporności na progesteron. Wskazano wiele białek, których ekspresja 
w eutopowym endometrium u kobiet z endometriozą istotnie różni się w stosunku do pacjentek bez 
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endometriozy. Są to substancje pełniące funkcję w proliferacji komórkowej, receptywności endome-
trium, przemianie doczesnowej, angiogenezie, szlakach sygnałowych i in.
Wykazano zaburzenia mechanizmów epigenetycznych w endometrium pacjentek z endometriozą 
warunkujących wadliwą ekspresję genów odpowiedzialnych za uzyskanie odpowiedniej receptywn-
ości endometrium w tej grupie kobiet.
Istnieje potrzeba dalszych badań nad epigenetycznym podłożem wadliwej receptywności endometri-
um u pacjentek z endometriozą celem zaproponowania celowanych metod  terapeutycznych niepłod-
ności u kobiet z tym schorzeniem.

Słowa kluczowe: receptywność endometrium, endometrioza, epigenetyka, eutopowe endometrium, 
implantacja, niepłodność

Summary: Endometriosis is a compound clinical syndrome resulting in pain and infertility. The patho-
mechanism of infertility in women with endometriosis remains unclear.
Blastocyst implantation is possible in the middle luteal phase over a short period of time known as the 
implantation window. Faulty implantation is the main limiting factor in human reproduction.
Many studies have shown that implantation success depends on blastocyst functionality, endometrial 
receptivity and synchronized communication between embryonic and maternal tissue.
Specific growth factors, cytokines, lipid mediators, adhesive molecules, extracellular matrix proteins, 
and transcription factors are involved in the implantation process. Integrins belonging to the adhesive 
proteins are one of the best-characterized biomarkers of endometrial receptivity. The protein products 
of the HOXA genes are one of the most important transcription factors responsible for morphological 
and molecular changes in the endometrium during the implantation window.
The differences in the structure and function of the endometrium in women with endometriosis may 
contribute to a reduction in their reproductive potential.
Studies have shown that the normal function of the eutopic endometrium in women with endometriosis  
is impaired due to abnormal distribution of steroid receptors in the eutopic tissue and local estrogen 
dominance and progesterone resistance. Many proteins have been indicated, the expression of which 
in eutopic endometrium in women with endometriosis is significantly different compared to patients 
without endometriosis. These are substances that play a role in cell proliferation, endometrial receptiv-
ity, decidual changes, angiogenesis, signaling pathways, etc.
It has been shown that the epigenetic mechanisms in the endometrium of women with endometriosis 
are disturbed, which condition the defective expression of genes responsible for obtaining appropriate 
endometrial receptivity.
There is a need for further research on the epigenetic background of the endometrial receptivity in 
women with endometriosis in order to propose targeted therapeutic methods of infertility in women 
with this disease.

Keywords: endometrial receptivity, endometriosis, epigenetics, eutopic endometrium, implantation, 
infertility

WPROWADZENIE

Endometriozą nazywano wcześniej występowanie tkanki podobnej do endo-
metrium poza jamą macicy. W nowym ujęciu endometrioza to złożony zespół 
kliniczny, charakteryzujący się estrogenozależnym, przewlekłym procesem za-
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palnym, który atakuje głównie tkanki miednicy [6]. Klasyfikacja morfologiczna 
schorzenia obejmuje: powierzchowną endometriozę otrzewnową (ang. superficial 
peritoneal endometriosis, SUP), torbiele endometrialne jajników (ang. ovarian 
endometriom, OMA) i endometriozę głęboko naciekającą (ang. deeply infiltrating 
endometriosis, DIE). 

Endometrioza powoduje niepłodność i jest najczęstszą przyczyną przewle-
kłego bólu miednicy u kobiet w wieku reprodukcyjnym. Częstość występowania 
endometriozy oszacowano na 0,8%-6,0% [1, 36]. U grupie niepłodnych kobiet 
odsetek ten wzrasta do 20-50% [16]. Standardem w rozpoznawaniu endometriozy 
według ACOG (American College of Obstetricians and Gynecologists) jest stwier-
dzenie zmian patologicznych, typowych dla endometriozy, podczas laparoskopii.

Etiopatogeneza endometriozy pozostaje niejasna. Hipoteza wstecznego mie-
siączkowania, zaproponowana przez Sampsona, pozwala upatrywać w endome-
trium eutopowym kluczowej tkanki w badaniach nad patofizjologią endometriozy 
[44]. Uważa się, że odmienność w budowie i funkcji w endometrium kobiet z en-
dometriozą predysponuje do zaburzenia jego receptywności. Wykazano korelację 
niepowodzeń implantacji z współwystępowaniem endometriozy [12 ,42].

Światowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO), de-
finiuje niepłodność jako niemożność uzyskania ciąży przez okres 12. miesięcy, 
mimo regularnych stosunków płciowych (2-4 razy w tygodniu), bez stosowania 
metod antykoncepcyjnych. Problem niemożności zajścia w ciążę dotyczy 8-12% 
par w wieku rozrodczym [35]. 

Niezależna niepłodność żeńska i niepłodność męska odpowiadają odpowied-
nio za 30% i 20-30% wszystkich przyczyn niemożności zajścia w ciążę [32]. 
U około 15% par nie udaje się wskazać powodu niepłodności [41].

Ciąża jest skomplikowanym procesem, który obejmuje następujące po sobie 
etapy: implantację, przemianę doczesnową, placentację i poród [11]. 

Uważa się, że u człowieka nawet 75% utraconych, niepotwierdzonych kli-
nicznie ciąż, związana jest z wadliwą implantacją zarodka [40, 52]. Nieudana 
implantacja jest głównym czynnikiem ograniczającym efekty rozrodu wspoma-
ganego [12]. 

Sukces implantacji zależy od funkcjonalności blastocysty, receptywności en-
dometrium i zsynchronizowanej komunikacji między tkankami embrionalnymi 
i matczynymi [47]. 

Implantacja zarodka stanowi kluczowy moment procesu reprodukcji i jest 
unikalnym zjawiskiem biologicznym. Składa się z trzech etapów: apozycji, 
adhezji i penetracji. Apozycja jest etapem niestabilnego wiązania blastocysty 
do powierzchni endometrium. Adhezja to proces trwałego kontaktu trofoblastu 
z nabłonkiem gruczołowym macicy [46]. Penetracja, będąca ostatnim etapem 
implantacji, polega na inwazji zarodka w głąb zrębu przez światło gruczołów 
endometrium. 
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RECEPTYWNOŚĆ ENDOMETRIUM

Macica składa się z trzech głównych przedziałów tkankowych: nabłonka, 
podścieliska i mięśniówki. Indywidualny bądź zbiorowy udział poszczególnych 
typów komórek w uzyskaniu optymalnej receptywności endometrium jest jeszcze 
słabo poznany. Wydaje się, że wiążący blastocystę nabłonek, pełni rolę główne-
go mediatora receptywności macicy i przekazuje informację dalej do pozostałych 
jej przedziałów. Jednocześnie wykazano, że elementy podścieliska kierują funk-
cjami nabłonka [10]. Dwukierunkowa komunikacja między komórkami nabłonka 
i zrębu, angażująca ewolucyjnie konserwatywne szlaki patofizjologiczne, jest ko-
nieczna dla prawidłowego przebiegu procesu implantacji zarodka.

Endometrium to dynamiczna tkanka wrażliwa na stymulację hormonalną. 
Około 14 dnia cyklu gwałtowne zwiększenie poziomu FSH i LH indukuje owu-
lację. Pęknięty pęcherzyk jajnikowy przekształca się w ciałko żółte i rozpoczyna 
produkcję progesteronu. We wczesnej fazie wydzielniczej następują dalsze prze-
miany endometrium. Gruczoły podlegają przemianie sekrecyjnej, komórki pod-
ścieliska różnicują się przed przemianą doczesnową, a miejscowy obrzęk błony 
śluzowej przygotowuje endometrium do implantacji zarodka. 

Wzrastający poziom estrogenu zbiega się ze wzmożoną sekrecją progesteronu 
w środkowej fazie lutealnej (20-24 dzień cyklu). W tym bardzo krótkim okresie 
czasu, zwanym oknem implantacyjnym tj. 7-9 dni po owulacji jest możliwa im-
plantacja blastocysty [48]. 

Sukces implantacji zależy od receptywności endometrium, funkcjonalno-
ści blastocysty i zsynchronizowanej komunikacji między tkankami matczynymi 
i embrionalnymi [47]. Implantacja zarodka stanowi kluczowy moment procesu 
reprodukcji i jest unikalnym zjawiskiem biologicznym. Składa się z trzech eta-
pów: apozycji, adhezji i penetracji. Apozycja jest etapem niestabilnego wiązania 
blastocysty do powierzchni endometrium. Adhezja to proces trwałego kontaktu 
trofoblastu z nabłonkiem gruczołowym macicy. Etapom tym towarzyszy wzrost 
przepuszczalności naczyń podścieliska, zwłaszcza w miejscu wiązania blastocy-
sty [46]. Penetracja, będąca ostatnim etapem implantacji, polega na inwazji za-
rodka w głąb zrębu przez światło gruczołów endometrium. Inwazja blastocysty 
w krążenie matczyne jest konieczna dla rozwoju ciąży. Zapewnia rosnącemu za-
rodkowi składniki odżywcze, tlen i możliwość gospodarowania odpadami komór-
kowymi. Etap ten jest kontrolowany głównie przez trofoblast, jednak możliwości 
ograniczenia zasięgu inwazji posiada również doczesna [47].

W macicy ekspresji podlegają wszystkie rodzaje receptorów dla wymienio-
nych wyżej hormonów: receptory progesteronowe PR-A i PR-B oraz estrogeno-
we ERα i ERβ. W badaniach na modelach mysich wykazano, że kluczowe zna-
czenie dla receptywności endometrium i prawidłowej implantacji mają receptory 
PR-A oraz ERα [33, 34]. Uważa się, że receptory estrogenowe ERα i ERβ działają 
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jako czynniki transkrypcyjne i regulują wzrost endometrium. Dodatkowo w ostat-
nich badaniach zidentyfikowano inne czynniki transkrypcyjne, zaangażowane 
w uzyskanie odpowiedniej receptywności i implantację, których ekspresja nie jest 
modulowana przez estrogeny i progesteron [10].

Badania ekspresji genów w ludzkim endometrium i badania na genetycznie 
zmodyfikowanych modelach myszy dostarczyły cennych informacji na temat 
udziału w procesie implantacji określonych czynników wzrostu, cytokin, me-
diatorów lipidowych, cząsteczek adhezyjnych i czynników transkrypcyjnych. 
W ostatnim czasie dokonano przeglądu wybranych cząsteczek adhezji komórko-
wej, czynników wzrostu, białek macierzy zewnątrzkomórkowej i zaproponowano 
kilka biomarkerów oceny receptywności endometrium [14]. 

Wykazano, że integryny są najlepiej scharakteryzowanymi markerami recep-
tywnego endometrium. Białka te należą do cząsteczek adhezyjnych. Trzy z nich 
ulegają koekspresji w środkowej fazie sekrecyjnej [29]. Integryna αVβ3 jest 
obecna na wierzchołkowym biegunie nabłonka endometrium w czasie okna im-
plantacyjnego. Jej ekspresja jest regulowana przez naskórkowy czynnik wzrostu 
(EGF) oraz przez gen homeobox HOXA10. 

Jednymi z dobrze poznanych czynników transkrypcyjnych biorących udział 
w procesie implantacji zarodka są produkty białkowe genów z podklasy ho-
meobox. Ekspresja genów HOXA jest niezbędna do proliferacji, różnicowania 
i uzyskania optymalnej receptywności endometrium [50]. Transkrypty genów 
HOXA10 i HOXA11 stwierdza się w komórkach nabłonkowych i komórkach 
podścieliska endometrium. Zwiększona ekspresja tych genów w środkowej i póź-
nej fazie sekrecyjnej koreluje z wysokim poziomem estradiolu i progesteronu 
w czasie okna implantacyjnego. Estradiol i progesteron zwiększają ekspresję ge-
nów HOXA w endometrium, wskutek wiązania się z pokrewnymi receptorami ich 
regionów regulatorowych. Produkty białkowe genów HOXA regulują szereg mo-
lekularnych i morfologicznych zmian endometrium, w tym ekspresję integryny 
αVβ3 i białka wiążącego insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (IGFBP-1) [15]. Nie 
opisano mutacji genów HOXA10 i HOXA11 u ludzi, prawdopodobnie ze wzglę-
du na powszechną funkcję tych genów w rozwoju i reprodukcji. 

Badacze zajmujący się implantacją poszukują od dawna kluczowej cząstecz-
ki – receptora dla zarodka, która pośredniczy w przyłączeniu blastocysty do en-
dometrium [9]. Wykazano, że niektóre molekuły adhezyjne takie jak integryny, 
selektyny, ligandy dla L-selektyny są zaangażowane w wiązanie blastocysty do 
nabłonka endometrium i późniejszą placentację u ludzi [20, 31]. Ostatnie dowody 
wskazują, że krytyczne znaczenie dla wczesnej interakcji zarodek a endometrium 
ma L-selektyna. Niepłodność lub utrata ciąży może być wynikiem braku pokrew-
nego ligandu dla tej cząsteczki. 

Uważa się, że proces implantacji posiada cechy charakterystyczne dla reakcji 
prozapalnej. W jego wczesnym stadium dochodzi do wzrostu przepuszczalności 
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naczyń w miejscu przyłączenia blastocysty. W przemianach tych pośredniczą pro-
staglandyny wytwarzane przez cyklooksygenazę. Czynnik hamujący białaczkę 
(ang. leukaemia inhibitory factor, LIF) jest wielofunkcyjną cytokiną, wpływającą 
na różnicowanie i proliferację wielu typów komórek. Wykazano, że jest koniecz-
ny do uzyskania odpowiedniej receptywności endometrium, a jego brak u myszy 
odpowiada za wadliwą implantację. LIF jest głównym mediatorem czynności es-
trogenu na poziomie endometrium. Poprzez wiązanie z koreceptorem przekazuje 
sygnał w kierunku podścieliska i aktywuje transkrypcję innych genów. Wykaza-
no, że ekspresja LIF w czasie okna implantacyjnego u płodnych kobiet jest wyż-
sza niż w grupie pacjentek z niepłodnością [28, 37]. Prawidłowa receptywność 
endometrium, będąca wynikiem prawidłowego współdziałania sieci szlaków sy-
gnalizacyjnych jest koniecznym elementem skutecznej implantacji.

NIEPŁODNOŚĆ I ENDOMETRIOZA

Patomechanizm trudności z zajściem w ciążę  u niepłodnych kobiet z endo-
metriozą w wielu przypadkach pozostaje niejasny. Prawdopodobnie stanowi sumę 
nieprawidłowości różnych etapów procesu zapłodnienia: od zaburzeń owulacji, 
niskiej jakości oocytów, nieefektywnego transportu jajowodowego do wadliwego 
przebiegu implantacji. Ostatnie badania potwierdziły istotne zaburzenia recep-
tywności endometrium u pacjentek z endometriozą [17].

RECEPTYWNOŚĆ ENDOMETRIUM 
U KOBIET Z ENDOMETRIOZĄ

Badania oparte na analizie wyników nowoczesnych metod molekularnych, 
wskazały wiele białek, których ekspresja w eutopowym endometrium u kobiet z en-
dometriozą istotnie różni się w stosunku do pacjentek bez endometriozy. Są to sub-
stancje pełniące funkcję w proliferacji komórkowej, receptywności endometrium, 
przemianie doczesnowej, angiogenezie, szlakach sygnałowych i in. [22, 31].

Prawidłowa funkcja eutopowego endometrium u pacjentek z endometriozą 
jest upośledzona, na skutek lokalnej dominacji estrogenu i oporności na progeste-
ron [23]. Dokładna przyczyna tej oporności nie jest do końca znana. Wysoka eks-
presja ERβ i niższe stężenie ERα mogą być odpowiedzialne za supresję recepto-
rów progesteronowych [4]. Zmniejszona ekspresja receptorów progesteronowych 
(PR) w endometrium oraz nieprawidłowy stosunek ilości receptora progestero-
nowego A i B (PR-A: PR-B) mogą odpowiadać za oporność na progesteron [5, 
27]. Sytuacja ta sprzyja zwiększonej bioaktywności estrogenów w endometrium 
wskutek braku zależnej od progesteronu ekspresji enzymu konwertującego estra-
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diol do słabszych biologicznie estrogenów (dehydrogenazy 17β-hydroksystero-
idowej typu 2; HSD17β2) [31]. Badania potwierdzają, że nieosiągnięcie optymal-
nego, stymulowanego estrogenem, endometrium w fazie proliferacyjnej, może 
potencjalnie prowadzić do nieprawidłowej dystrybucji receptorów steroidowych 
i przyczyniać się do oporności na progesteron w endometriozie.

W endometrium pacjentek z endometriozą wykazano zwiększoną aktywność 
aromatazy P450, która metabolizuje androgeny do estrogenów [39]. W prawi-
dłowej błonie śluzowej macicy progesteron działa jak czynnik przeciwzapalny. 
Oporność na progesteron u pacjentek z endometriozą prowadzi do indukcji pa-
tologicznej reakcji zapalnej, produkcji prostaglandyny E2, jądrowego czynnika 
transkrypcyjnego NF-κB regulującego odpowiedź immunologiczną, cyklooksy-
genazy 2 (COX-2), IL-8 i IL-17. Wykazano, że wymienione czynniki immunolo-
giczne wtórnie aktywują ekspresję aromatazy P450 [3].

W endometrium kobiet z endometriozą wykazano obecność przeciwciał IgG 
i IgA, limfocytów oraz autoprzeciwciał do antygenów komórek błony śluzowej 
macicy. Obecność tych immunologicznych molekuł w endometrium eutopowym 
może zaburzać właściwą receptywność endometrium i implantację zarodka [26]. 
W surowicy pacjentek z endometriozą wykryto obecność przeciwciał skierowa-
nych przeciwko antygenom endometrium, co może dodatkowo przyczynić się do 
niepowodzeń implantacji [45].

U kobiet z endometriozą stwierdzono zaburzenie ekspresji wielu markerów im-
plantacyjnych w endometrium eutopowym, które może przyczyniać się u nich do ob-
niżenia potencjału rozrodczego. Wykazano, że kobiety z endometriozą osiągają istot-
nie niższe wskaźniki implantacji w wyniku zmniejszonej ekspresji jednego lub obu 
genów HOXA podczas fazy sekrecyjnej [49, 51]. W prospektywnym, podwójnie śle-
pym badaniu wykazano, że pacjentki z endometriozą I i II st. prezentują zmniejszoną 
ekspresję komórkowej molekuły adhezyjnej integryny αvβ3 w czasie okna implan-
tacyjnego [30]. Udowodniono niską ekspresję czynnika hamującego białaczkę (ang. 
leukemia inhibitory factor, LIF), interleukiny 11 (IL-11), receptora dla interleukiny 11 
(IL-11R) oraz obniżony poziom enzymu zaangażowanego w syntezę endometrialne-
go ligandu dla L-selektyny w eutopowym endometrium w grupie niepłodnych kobiet 
z endometriozą w porównaniu do płodnej grupy kontrolnej [7, 8 ,13 ,18 ,21].

CZYNNIKI EPIGENETYCZNE W ENDOMETRIUM 
KOBIET Z ENDOMETRIOZĄ

Przyczyną różnic między endometrium kobiet zdrowych a chorujących na en-
dometriozę jest odmienna ekspresja genów, regulacja potranskrypcyjna i poziom 
produktów translacji. Odkrycie to skłoniło naukowców do badań epigenomicz-
nych w endometriozie.
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Metylacja DNA stanowi jedną z najważniejszych modyfikacji epigenetycz-
nych w biologii endometrium. Liczne badania wykazały bezpośrednią korelację 
stopnia metylacji DNA z ekspresją genów związanych z implantacją [19, 24]. 
Ekspresja genów związanych z płodnością u kobiet z endometriozą jest zmienio-
na przez zmianę wzoru metylacji ich regionów promotorowych [53].

Wyniki ostatnich badań wskazują na istotny udział wzoru histonowego w mo-
dulowaniu ekspresji genów w tkance eutopowego endometrium u pacjentek z en-
dometriozą. Nieprawidłowe wzorce modyfikacji histonowych odgrywają prawdo-
podobną rolę w etiopatogenezie choroby i związanej z nią niepłodności [38, 43].

U pacjentek z endometriozą zidentyfikowano stałe wzorce ekspresji miRNA 
w porównaniu do pacjentek bez endometriozy [25].

Obecnie wydaje się, że wyjaśnienie roli mechanizmów epigenetycznych, roli 
komórek macierzystych endometrium oraz wzajemnej ich interakcji jest kluczem 
do wyjaśnienia patofizjologii endometriozy i związanej z nią niepłodności.

PODSUMOWANIE

Endometrioza wśród innych łagodnych zaburzeń ginekologicznych takich jak 
wodniaki jajowodów, mięśniaki macicy czy PCOS jest chorobą, w której zmniej-
szony potencjał rozrodczy jest wynikiem nieodpowiedniej receptywności endo-
metrium [14]. Potwierdzają to obserwacje efektywności metod zapłodnienia po-
zaustrojowego (IVF). Aktualne techniki wspomaganego rozrodu (ang. assisted 
reproductive technology, ART) umożliwiają selekcję wysokiej jakości zarodków. 
Mimo tych możliwości, wskaźniki implantacji są nadal stosunkowo niskie i nie 
wzrosły istotnie w ostatniej dekadzie [2]. Receptywność endometrium jest zatem 
kluczowa dla udanej implantacji, a jej zaburzenia ograniczają sukces ART.

Odmienność w budowie i funkcji endometrium u kobiet z endometriozą może 
przyczyniać się u nich do obniżenia potencjału rozrodczego.

U kobiet z endometriozą stwierdzono zaburzenie ekspresji wielu markerów 
implantacyjnych w endometrium eutopowym co predysponuje do zaburzenia jego 
receptywności.

Zaburzone mechanizmy epigenetyczne w endometrium u pacjentek z endo-
metriozą mogą być przyczyną niepłodności w tej grupie kobiet.

Istnieje potrzeba dalszych badań nad epigenetycznym podłożem wadliwej 
receptywności endometrium u pacjentek z endometriozą celem zaproponowania 
celowanych metod  terapeutycznych niepłodności u kobiet z tym schorzeniem.
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Streszczenie: Ubikwitynacja jest post-translacyjną modyfikacją białek, która odgrywa istotną rolę 
w regulacji licznych procesów komórkowych. Zaburzenia w tym mechanizmie kontrolnym są 
związane z wieloma chorobami, w tym nowotworowymi, neurodegeneracyjnymi, metabolicznymi, 
atrofiami mięśniowymi, czy infekcjami wirusowymi. W procesie tym jedno z kluczowych białek 
regulatorowych – ubikwityna (Ub) pełni rolę markera znakującego białka o nieprawidłowej struk-
turze lub nieprawidłowo funkcjonujące, ukierunkowując je na proces degradacji w proteasomie. 
Co więcej, przyłączenie ubikwityny do substratów białkowych umożliwia także pełnienie innych 
ważnych funkcji w komórce. Dziś wiadomo, że ubikwitynacja określonego białka może wpływać na 
jego lokalizację w strukturach wewnątrzkomórkowych oraz na oddziaływania tego białka z innymi 
białkami lub regulację jego aktywności. W celu kontroli aktywności danego białka, jego interakc-
ji z innymi białkami, lokalizacji, czy degradacji ubikwityna koduje złożone sygnały molekularne. 
Pomaga jej w tym rozbudowana sieć strukturalnie powiązanych ze sobą enzymów aktywujących  
ubikwitynę (E1), koniugujących ubikwitynę (E2) oraz ligaz ubikwityny (E3). Enzymy te mają zdol-
ność do regulacji aktywności i funkcji innych białek poprzez wzajemne oddziaływania. Badania nad 
procesem ubikwitynacji są istotne, nie tylko w celu lepszego zrozumienia mechanizmów moleku-
larnych i komórkowych, ale z punktu widzenia powstawania nowych leków celowanych w poszcze-
gólne komponenty systemu ubikwityna-proteasom. Niniejszy artykuł przedstawia aktualny stan 
wiedzy na temat procesu ubikwitynacji, ze szczególnym uwzględnieniem różnorodnych funkcji, 
jakie proces ten może pełnić w komórce. 

Słowa kluczowe: ubikwitynacja, system ubikwityna-proteasom, monoubikwitynacja, poliubikwi-
tynacja, łańcuchy ubikwityny

Summary: Ubiquitination is a post-translational modification of proteins that plays an essential role 
in regulating many cellular processes. Defects in this control mechanism are associated with various 
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diseases, including cancer, neurodegenerative and metabolic disorders, muscular atrophies, or viral 
infections. In this process, one of the key regulatory proteins – ubiquitin (Ub) marks improperly 
structured, or non-functioning proteins. These are then degraded by the proteasome. The attachment 
of ubiquitin to the substrate proteins can also have other important functional consequences for the 
cell. It is now known that ubiquitination of a particular substrate protein may affect its localization 
in subcellular compartments, influence its interactions with other proteins or regulate its activity. 
To control protein activity, interactions, localization and degradation, ubiquitin encodes complex 
molecular signals. It is aided by an extensive network of structurally-related enzymes, namely ubiq-
uitin activating enzymes (E1), ubiquitin conjugating enzymes (E2) and ubiquitin ligases (E3). These 
enzymes work in concert to regulate the activity and function of other proteins. The studies of the 
ubiquitination process are important not only to better understand molecular and cellular mecha-
nisms but also for the development of new drugs targeting particular ubiquitin-proteasome system 
components. This work presents the recent advancements in the field of protein ubiquitination with 
an emphasis put on various functions that this process may have in the cell.

Keywords: ubiquitination, the ubiquitin-proteasome system, monoubiquitination, polyubiquitina-
tion, ubiquitin chains

WPROWADZENIE

Ubikwitynacja jest post-translacyjną modyfikacją białek, która odgrywa istot-
ną rolę w regulacji licznych procesów komórkowych. Należą do nich proteolitycz-
ne systemy kontroli jakości białek przez ich degradację (degradacja proteasomal-
na) [1], ale także nieproteolityczne procesy, takie jak: replikacja i naprawa DNA 
[2-4], kontrola cyklu komórkowego [5], podział komórki, transdukcja sygnałów 
komórkowych [6], transkrypcja [7], czy translokacja białek błonowych do kom-
partmentów endosomalnych [8]. Nieprawidłowości w procesie ubikwitynacji (na 
choćby jednym z jego etapów) mogą powodować zaburzenia homeostazy w ko-
mórce i są związane z patogenezą wielu chorób u człowieka (Tab. 1), między 
innymi chorób nowotworowych, neurodegeneracyjnych, metabolicznych oraz 
chorób o podłożu genetycznym (np. atrofie mięśniowe), czy immunologicznym, 
a także niektórych infekcji wirusowych [9, 10]. Dla przykładu, mutacje w dome-
nie RING, charakterystycznej dla części ligaz ubikwityny lub inne zmiany aktyw-
ności ligaz z domeną RING zostały skorelowane z ludzkimi nowotworami lub za-
burzeniami stabilności genomu. Jednym z genów, którego mutacje odpowiadają 
za dziedzicznego raka piersi i jajnika jest BRCA1 [11]. Z kolei, mutacja w genie 
FA prowadzi do zaburzonej monoubikwitynacji substratu FANCD2 (białko mo-
gące tworzyć heterodimer z białkiem FANCI), co skutkuje niedokrwistością Fan-
coniego (ang. Fanconi anemia) [12]. Kolejnym przykładem są mutacje w genie 
kodującym białko Parkin, składnik kompleksu wielobiałkowej ligazy ubikwityny, 
które powodują autosomalny recesywny parkinsonizm młodzieńczy (ang. autoso-
mal recessive juvenile parkinsonism, AR-JP) [13]. 



Choroby/  
Zespoły 

chorobowe

Wybrane 
enzymy szlaku 
ubikwitynacji

Przykładowy defekt 
w procesie ubikwitynacji

Jedne 
z głównych efek-
tów zaburzenia

Główne objawy 
choroby

Źródło

Genetyczne

Choroba 
Andersen/ 

Amylopektynoza

E3: LUBAC Mutacja i obniżenie stabilno-
ści ligazy

Zaburzenia szlaku 
NF –κB

Niewydolność wątroby, 
hipotonia mięśnio-
wa, hepatomegalia 

i splenomegalia 

[69]

Niedokrwistość 
Fanconiego

E2: UBE2T
E3: FANCL

Utrata funkcji białka UBE2T. 
Zaburzona monoubikwityna-

cja substratu FANCD2

Niestabilność 
genomowa 

i nadwrażliwość 
komórkowa

Niedokrwistość 
aplastyczna, predys-
pozycje do rozwoju 

nowotworów

[70]

Zespół Angelmana E3: UBE3A Mutacje domeny AZUL 
białka UBE3A

Zaburzenia 
sygnalizacji 

Wnt/β-kateniny

Niepełnosprawność 
intelektualna, 

ataksja, padaczka

[71]

Zespół Riddle E3: RNF168 Mutacja białka RNF168, brak 
możliwości rekrutacji białek 

naprawczych 53BP1 oraz 
BRCA1 do miejsc DSB (ang. 

double-strand break)

Zaburzenia szlaku 
naprawy DNA

Niedobór odporności, 
trudności w nauce, 
wrażliwość na pro-
mieniowanie, cechy 
dysmorficzne twarzy

[72]

Immunologiczne
Choroba 

limfoproliferacyjna 
E3: XIAP Mutacja ligazy Obniżony poziom 

komórek NK, 
zwiększona 

apoptoza

Cytopenia, niski 
poziom immunoglo-
buliny, powiększenie 

śledziony

[73]

Zespół Sjögrena E2: UBE2G2 
UBE2J1 

E3: TRIM21

Podwyższony poziom ekspre-
sji komponentów systemu 

ERAD

Lokalny stres ER Uszkodzenie ślinianek 
i gruczołów łzowych

[74,75]

Neurodegenera-
cyjne

Choroba 
Alzheimera

E3: CHIP 
TRAF6 
BRCA1

Zaburzenia funkcji 
proteasomu

Agregacja białek 
amyloidu-β 

i nagromadzeniem 
białka TAU

Postępująca utrata 
pamięci i innych umie-
jętności poznawczych, 

demencja

[76,77]

Choroba 
Parkinsona

E3: Parkin Mutacja białka Parkin Obecność inkluzji 
cytoplazma-

tycznych zawie-
rających m.in. 

ubikwitynę

Utrata neuronów dopa-
minergicznych w isto-

cie czarnej, drżenie 
i sztywność kończyn 

i tułowia, spowolnienie 
ruchów, zaburzenia 

równowagi, trudności 
z chodzeniem

[78]

Choroba 
Huntingtona

E3: Parkin Zaburzenia procesu ubikwity-
nacji, inhibicja proteasomu

Nagromadzenie 
agregatów białko-
wych, zaburzenie 

komórkowej 
homeostazy 

i funkcjonowania 
neuronów

Niekontrolowane ru-
chy, drżenie rąk i nóg, 
postępujące zaburzenia 

pamięci, drażliwość 
i zmiany osobowości 

[79]

TABELA 1. Przykłady chorób związanych z zaburzeniami w procesie ubikwitynacji białek
TABLE 1. The examples of diseases associated with aberrations in protein ubiquitination



Choroby/  
Zespoły 

chorobowe

Wybrane 
enzymy szlaku 
ubikwitynacji

Przykładowy 
defekt w procesie 

ubikwitynacji

Jedne z głów-
nych efektów 
zaburzenia

Główne objawy 
choroby

Źródło

Nowotwory
Rak nerki E3: RNF20 Obniżona ekspresja białka 

RNF20
Niekontrolowana 

proliferacja
Guzki, utrata masy 

ciała, krew w moczu, 
problemy ze wzrokiem

[80]

Rak okrężnicy E3: FBXW7 Zaostrzenie ubikwitynacji za 
pośrednictwem ligazy SCF. 
Mutacja ligazy FBXW7 i jej 

substratów

Niekontrolowana 
proliferacja

Krwawienia i bóle [81]

Rak piersi E3: BRCA1/ 
BCA2

Mutacje ligaz Zaburzenia 
szlaków naprawy 
DNA, indukcja 

proliferacji

Guzki, obrzęki piersi, 
bóle miednicze/brzu-
cha, objawy ze strony 

dróg moczowych

[81,82]

Rak prostaty E3: E6AP 
RNF20

TRIM25

Nadekspresja wymienionych 
ligaz

Zaburzenia 
w szlakach  

kontroli stabilno-
ści i aktywności 

białek t.j. receptor 
androgenu  i jego 

kofaktory 

Objawy ze strony dróg 
moczowych i nasienia, 
problemy przy oddawa-

niu moczu

[83,84]

Szpiczak mnogi E3: cIAP1 
cIAP2

Delecja ligaz Aktywacja szlaku 
NF-κB

Bóle kości, nudności, 
zmęczenie, częste 

infekcje, utrata masy 
ciała

[85]

Infekcje 
wirusowe
Zakażenie 

ludzkim wirusem 
niedoboru odpor-

ności (HIV)

E3: TRIM5α Obniżenie aktywności lub in-
hibicja działania proteasomu

Zatrzymanie cyklu 
komórkowego 

w fazie G2

Gorączka, bóle mięśni, 
wysypka, pleśniaw-
ki, obrzęk węzłów 

chłonnych

[86]

Zapalenie wątroby 
typu B (HBV)

E3: SCF Nadekspresja ligazy Akumulacja poliu-
bikwitynowanego 

SHIP2

Zapalenia wątroby, 
nowotwór

[87]
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W 2004 roku trzej badacze Aaron Ciechanover, Avram Hershko oraz Irwin Rose 
otrzymali Nagrodę Nobla w dziedzinie chemii za badania nad procesem kontro-
lowanej degradacji uszkodzonych lub niepotrzebnych komórce białek z udziałem 
niewielkiego białka – ubikwityny (ang. Ubiquitin, Ub; wybrane odkrycia zwią-
zane z procesem ubikwitynacji do 2004 r. przedstawiono na rycinie 1). Odkrytej 
w 1974 r. przez Gideona Goldstein’a ubikwityny, której pełną sekwencję amino-
kwasową opublikowano rok później, nie kojarzono jeszcze z procesem degrada-
cji białek [14, 15]. Nie wiedziano bowiem o istnieniu białkowych agregatów en-
zymatycznych w postaci proteasomów, a lizosom uważano za główne organellum, 
w którym dochodzi do wewnątrzkomórkowej degradacji białek. Jednak w 1977 r. 
Etlinger i Goldberg potwierdzili istnienie nielizosomalnego i zależnego od ATP 

RYCINA 1. Oś czasu przedstawiająca wybrane odkrycia związane z procesem ubikwitynacji. Per-
spektywa historyczna systemu ubikwityna-proteasom. Opracowano na podstawie Ciechanover i wsp., 
(2005); z modyfikacjami
FIGURE 1. The timeline chart of the selected discoveries in the ubiquitin field. Historical perspective 
of the ubiquitin-proteasome system. Adapted from: Ciechanover et al., (2005); with modifications
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układu proteolitycznego odpowiedzialnego za degradację nieprawidłowo sfałdo-
wanych białek [16]. Wszystko to stało się podstawą do pionierskich prac nad 
systemem ubikwityna-proteasom, sięgających lat 1978-1983, kiedy to właśnie 
w laboratorium Avrama Herszko zidentyfikowano komponenty tego systemu, 
mianowicie enzymy aktywujące ubikwitynę (ang. ubiquitin activating enzymes, 
E1), enzymy koniugujące ubikwitynę (ang. ubiquitin conjugating enzymes, E2) 
i ligazy ubikwityny (ang. ubiquitin ligases, E3). Avram Herszko wraz ze swoim 
uczniem Aaronem Ciechanoverem i współpracownikiem Irwinem Rose, korzysta-
jąc z frakcjonowania biochemicznego i enzymologii, odkryli, że niektóre białka 
są kowalencyjnie związane z ubikwityną (początkowo nazwaną przez nich jako 
zależny od ATP czynnik proteolityczny 1, APF-1, który okazał się być właśnie 
ubikwityną; co potwierdzili w 1980 r. Wilkinson i współpracownicy [17]). Wyka-
zali również, że ubikwitynowane białka są niszczone przez proteazę zależną od 
ATP w ekstrakcie pochodzącym z retikulocytów królika [18]. Obecnie wiadomo, 
że modyfikacja białek z udziałem ubikwityny koduje różne sygnały molekularne, 
które mogą mieć odmienne konsekwencje dla funkcjonowania komórki.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie aktualnego stanu wiedzy dotyczą-
cego różnorodnych funkcji, jakie proces ubikwitynacji może pełnić w komórce. 
W przeciwieństwie do ogromnego postępu badań nad samym przebiegiem pro-
cesu ubikwitynacji, jego mechanizm molekularny, w tym przybieranie różnorod-
nych konformacji przez łańcuchy ubikwityny oraz funkcje, jakie pełnią one w ko-
mórce, pozostają słabo poznane.

UBIKWITYNA

Ubikwityna to jedno z kluczowych, silnie konserwatywnych białek regula-
torowych biorących udział w większości procesów zachodzących w komórkach. 
Jest to niewielkie białko złożone z 76 aminokwasów, o masie cząsteczkowej 8,5 
kDa. Ubikwityna jest białkiem stabilnym (zarówno na działanie wysokich tem-
peratur jak i szeroki zakres pH), o wyjątkowo zwartej strukturze z odsłoniętym 
końcem karboksylowym, tzw. C-końcem, dzięki czemu może tworzyć kowalen-
cyjne połączenia z innymi białkami [19]. Jest ona obecna u organizmów euka-
riotycznych we wszystkich typach komórek i tkanek; do 108 kopii na komórkę 
[20], a jej stężenia w komórkach sięgają ~ 85 µM [21]. Jest to zarówno białko 
cytoplazmatyczne, jak i jądrowe [22].

Ubikwityna jest syntetyzowana w postaci białek prekursorowych. Te z ko-
lei muszą ulec hydrolizie dzięki enzymom deubikwitynującym (DUB, ang. de-
ubiquitylating enzymes), C-końcowym hydrolazom UBP lub UCH, aby uwolnić 
funkcjonalną cząsteczkę ubikwityny [22] (Ryc. 2). Białka prekursorowe są biał-
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RYCINA 2. Schemat przedstawiający proces ubikwitynacji. Ubikwityna syntetyzowana jest jako 
białko prekursorowe składające się z kilku cząsteczek ubikwityny (fuzja liniowa – ubikwityna tan-
demowa) lub cząsteczki ubikwityny połączonej z białkami rybosomalnymi. Generowanie „wolnej” 
ubikwityny (Ub) możliwe jest dzięki działaniu enzymów deubikwitynujących (DUB), w tym UCH 
i UBP. Ubikwityna jest aktywowana przez enzym aktywujący ubikwitynę (E1), w sposób zależny 
od ATP, a następnie przeniesiona na enzym koniugujący ubikwitynę (E2). Enzym E2 oddziałuje 
z odpowiednią ligazą ubikwityny (E3), co umożliwia kowalencyjne przyłączenie ubikwityny do 
substratu białkowego. Proces jest odwracalny dzięki działaniu enzymów DUB
FIGURE 2. The schematic representation of the ubiquitination process. Ubiquitin is synthesized as 
a precursor protein, consisting of multiple copies of ubiquitin (tandem ubiquitin in a linear fusion) or 
ubiquitin fused with ribosomal proteins. The generation of free ubiquitin (Ub) is possible thanks to the 
action of deubiquitinating enzymes (DUB), including UCH and UBP. Free ubiquitin can be activated by 
the ubiquitin activating enzyme (E1) in an ATP-dependent manner, and then transferred into a ubiquitin 
conjugating enzyme (E2). Next, E2 interacts with a ubiquitin ligase (E3), which enables ubiquitin to be 
covalently attached to the substrate protein. The process can be reversible due to the action of DUBs
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kami fuzyjnymi składającymi się z czterech lub więcej pojedynczych cząste-
czek ubikwityny lub cząsteczki ubikwityny i białek rybosomalnych (białko L40 
– białko małej podjednostki rybosomu 40S i białko S27 – białko dużej podjed-
nostki 60S) [23, 24]. Szacuje się, że w komórkach ssaków ok. 25% cząsteczek 
ubikwityny stanowi jej „wolna”, nieskoniugowana forma, natomiast pozostała 
frakcja ubikwityny w komórce jest kowalencyjnie połączona z innymi białkami 
(w tym z samą ubikwityną) [21]. U ssaków ubikwityna kodowana jest przez czte-
ry geny: UBC, UBB, UBA52 i UBA80. U niższych organizmów eukariotycznych, 
np. u drożdży Saccharomyces cerevisiae również występują cztery geny kodu-
jące ubikwitynę: UBI1, UBI2, UBI3 i UBI4. Co ciekawe, u drożdży pojedynczy 
gen UBI4 nie jest niezbędny do życia. Jednak komórki drożdży pozbawione genu 
UBI4 są wrażliwe na wysokie temperatury, źle znoszą niedobór niezbędnych ami-
nokwasów w podłożu tzw. „głód aminokwasowy” lub inne czynniki generujące 
stres, m.in. indukowane analogami aminokwasów (np. kanawaniną), a także wy-
kazują zaburzenia w procesie sporulacji [25].

MECHANIZM PROCESU UBIKWITYNACJI

Przyłączenie ubikwityny do określonego substratu w procesie ubikwitynacji 
katalizowane jest przez kaskadę reakcji enzymatycznych (Ryc. 2). W pierwszym 
etapie tego procesu reszta glicyny (Gly76) na C-końcu ubikwityny aktywowana 
jest przez enzym E1 w sposób zależny od ATP. W wyniku reakcji transestryfikacji 
powstaje wysokoenergetyczne wiązanie pomiędzy Gly76 Ub, a grupą -SH reszty 
cysteinowej w centrum enzymu E1 (utworzenie produktu pośredniego E1~Ub). 
U człowieka występują dwa enzymy aktywujące ubikwitynę, UBE1 (u drożdży 
Uba1) oraz UBA6 (inna nazwa u człowieka to UBE1L2) [26]. Tak aktywowana 
ubikwityna przenoszona jest z enzymu E1 na reszty cysteiny (Cys) w miejscu ak-
tywnym enzymu koniugującego ubikwitynę. Powstaje produkt pośredni E2~Ub. 
Następnie enzym E2 wchodzi w interakcję z odpowiednią ligazą ubikwityny E3, 
która rozpoznaje zarówno enzym E2, jak i określony substrat, umożliwiając ko-
walencyjne przyłączenie ubikwityny do białka docelowego. U człowieka zidenty-
fikowano ok. 600 ligaz ubikwityny, które podzielono i sklasyfikowano względem 
wysoce konserwatywnych domen katalitycznych oraz mechanizmu transferu ubi-
kwityny, który wykorzystują [27]. Pierwszą najliczniejszą klasę stanowią ligazy 
z domeną RING (ang. really interesting new gene), drugą, nieco mniej liczną li-
gazy z domeną HECT (ang. homologous with E6-associated protein C-terminus), 
natomiast trzecią tzw. ligazy RBR (ang. RING Between RING fingers). Ligazy 
z domeną RING przenoszą ubikwitynę bezpośrednio z enzymu E2 na białko do-
celowe poprzez jednoczesne wiązanie się zarówno z E2~Ub jak i z substratem 
białkowym. Z kolei, ligazy HECT wykorzystują dwuetapową reakcję transferu 
ubikwityny na substrat. W pierwszym etapie reakcji tioester E2~Ub umożliwia 
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transfer ubikwityny do cysteinowego miejsca aktywnego w obrębie tej klasy ligaz 
(reakcja transestryfikacji), zachowując przy tym wysokoenergetyczne wiązanie 
tioestrowe (E3~Ub). W drugim etapie reakcji ubikwityna jest bezpośrednio prze-
kazywana z miejsca aktywnego ligazy HECT na lizynę w substracie białkowym. 
Trzecia klasa ligaz ubikwityny to tzw. ligazy RBR. Białka te wykorzystują kom-
binację mechanizmów ligaz RING i HECT, aby przenieść cząsteczkę ubikwityny 
na cząsteczkę substratową [28]. 

Podczas ostatnich etapów reakcji w procesie ubikwitynacji grupa karboksylo-
wa (-COOH) na C-końcu ubikwityny i grupa aminowa (-NH2) reszty lizyny (Lys) 
w białku substratowym połączona jest wiązaniem izopeptydowym. Proces może 
powtarzać się kilkakrotnie, a klasa enzymów E3, zaangażowana w wydłużanie 
łańcucha ubikwityny, często nazywana jest klasą enzymów E4 (czynnik elongacji 
łańcucha E4) [29]. Mechanizm procesu ubikwitynacji jest odwracalny w wyniku 
działania enzymów DUB. Genom drożdży koduje 22 enzymy DUB, natomiast 
w genomie człowieka zidentyfikowano ponad 100 genów kodujących te izopep-
tydazy [30]. 

Oprócz typowego połączenia ubikwityny do Lys substratu wykazano, że ubikwi-
tyna może być również przyłączona do seryny (Ser), treoniny (Thr), np. wirusowa 
ligaza mK3 może pośredniczyć w ubikwitynacji poprzez przyłączenie się do reszty 
Ser i Thr substratu [31, 32] i cysteiny (Cys), np. ubikwitynacja peroksysomalnego 
receptora importu Pex5 u drożdży [33], poprzez tworzenie wiązań oksyestrowych 
lub tioestrowych. Dodatkowo, ubikwityna może wiązać się przez wolną grupę ami-
nową na końcu N białek substratowych wiązaniem peptydowym [34].

GŁÓWNE FUNKCJE UBIKWITYNACJI 
BIAŁEK W KOMÓRCE

Pierwotnie uważano, że ubikwityna dołącza się do zbędnego komórce białka 
i naznacza go jedynie do zniszczenia. Dziś wiadomo, że przyłączenie się ubi-
kwityny do lizyny danego białka, w procesie ubikwitynacji może wpływać na 
regulację wielu procesów komórkowych. Ubikwityna kontroluje szereg sygna-
łów molekularnych mających wpływ na aktywność białka, jego oddziaływania 
z innymi białkami, lokalizację, czy degradację. Pomaga jej w tym rozbudowa-
na sieć strukturalnie powiązanych ze sobą enzymów. Enzymy E2 i E3 (będące 
w centrum kaskady reakcji enzymatycznej) wchodzą w fizyczne interakcje, co 
umożliwia ubikwitynowanie właściwych dla nich substratów. Tworzy to złożoną 
sieć oddziaływań (u człowieka opisano ok. 40 enzymów E2 oraz ponad 600 ligaz 
E3), a wybrane enzymy koniugujące ubikwitynę mogą oddziaływać z więcej niż 
jedną ligazą i odwrotnie. Ponadto rodzaje modyfikacji, jakie ubikwityna tworzy 
po przyłączeniu się do białka substratowego, są niezwykle różnorodne [35, 36] 
i stanowią one swego rodzaju „kod ubikwityny” [35].
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RYCINA 3. Schemat przedstawiający typy ubikwitynacji (A) oraz trzeciorzędową strukturę ubi-
kwityny (B). (A) Wyróżnia się: monoubikwitynację, czyli przyłączenie pojedynczej cząsteczki ubi-
kwityny do substratu białkowego lub jej odmianę multimonoubikwitynację, gdy kilka pojedynczych 
cząsteczek ubikwityny przyłączonych jest do kilku lizyn substratu oraz poliubikwitynację, gdy kilka 
cząsteczek ubikwityny dołączonych jest do lizyny substratu białkowego tworząc tzw. łańcuchy ubi-
kwityny. (B) Struktura ubikwityny (PDB ID: 1UBQ) z zaznaczonymi resztami lizyny (K6, K11, 
K27, K29, K33, K48 i K63) i metioniną (M1) na końcu N, które to reszty zaangażowane w tworze-
nie łańcuchów ubikwityny, a także glicyną (G76) na końcu C. Wygenerowano z wykorzystaniem 
narzędzia PyMOL (http://www.pymol.org/)
FIGURE 3. The scheme showing different types of ubiquitination (A) and a tertiary structure of 
ubiquitin (B). (A) The following types of ubiquitination can be distinguished: monoubiquitination 
when a single ubiquitin is attached to a substrate protein and is form multi-monoubiquitination, 
which occurs when several single ubiquitin moieties are attached to different lysines on a substrate. 
The attachment of a series of ubiquitin molecules to a substrate protein is known as polyubiquitina-
tion, where the so-called ubiquitin chains are made. (B) The ubiquitin structure (PDB ID: 1UBQ) 
with its seven lysine residues (K6, K11, K27, K29, K33, K48 and K63) and N-terminal methionine 
(M1), which are involved in the formation of ubiquitin chains as well as C-terminal glycine (G76); 
generated with the PyMOL software (http://www.pymol.org/)
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FUNKCJE PROTEOLITYCZNE – DEGRADACJA BIAŁEK
Ważną funkcją systemu ubikwityna-proteasom jest kontrola jakości białek, po-

przez selektywne rozpoznanie i kierowanie nieprawidłowo sfałdowanych lub uszko-
dzonych białek do degradacji. Jest to kluczowa rola, ponieważ niewłaściwie sfałdo-
wane białka mogą mieć negatywne skutki w kontekście funkcjonowania komórek 
i powodować, m.in. utratę fenotypów funkcyjnych, wytwarzanie toksycznych agre-
gatów białkowych lub niefunkcjonalnych produktów białkowych [37, 38]. W różnych 
przedziałach komórkowych istnieje kilka ścieżek prowadzących nieprawidłowo sfał-
dowane lub uszkodzone białka do degradacji proteasomalnej. Najbardziej zbadanym 
szlakiem jest degradacja związana z retikulum endoplazmatycznym (ang. endopla-
smic reticulum-associated protein degradation, ERAD), która jest procesem wysoce 
konserwatywnym wśród organizmów eukariotycznych [39]. Szlak ERAD składa się 
z czterech etapów: wyboru białkowego substratu docelowego, przemieszczenia się 
tego substratu w poprzek błony retikulum endoplazmatycznego, dodanie i później-
sze usunięcie koniugatów ubikwityna-białko oraz degradacja przez proteasom 26S. 
Guerriero i Brodsky przedstawili szczegółowo związek między szlakiem degradacji 
ERAD, a chorobami u człowieka [40]. Poza ścieżką ERAD występuje również me-
chanizm kontroli jakości białek w cytoplazmie, w który to zaangażowane są, np. li-
gaza ubikwityny Ubr1 [41] i Hul5 u drożdży [42]. Cytoplazmatyczny system kontroli 
jakości białek reguluje stan sfałdowania białek oraz ich prawidłowe funkcjonowa-
nie w wyniku współdziałania białek opiekuńczych i proteaz w cytoplazmie, poprzez 
ograniczenie akumulacji nieprawidłowo sfałdowanych, bądź uszkodzonych białek. 
Gardner i współpracownicy wskazali również na istnienie mechanizmu kontroli ja-
kości białek w jądrze komórkowym [43]. W tym kompartmencie komórkowym nie-
prawidłowo sfałdowane białka są rozpoznawane, m.in. przez ligazę ubikwityny San1 
u drożdży, która oddziałuje z enzymami koniugującymi ubikwitynę Cdc34 i Ubc1 
[44]. Odkryto również system kontroli jakości białek w wewnętrznej błonie jądrowej 
(ang. inner nuclear membrane-associated degradation INMAD) [45-47] przez liga-
zy Asi1 i Asi3, które wraz z białkiem Asi2 tworzą tzw. kompleks Asi zlokalizowany 
w wewnętrznej błonie jądrowej. Kompleks Asi jest jednym z istotnych elementów 
szlaku detekcji obecności aminokwasów w środowisku przez drożdże, tzw. szlaku 
SPS (ang. amino acid sensing pathway, Ssy1-Ptr3-Ssy5), gdzie jest on zaangażowany 
w degradację niektórych czynników transkrypcyjnych [48]. Wykazano, że kompleks 
Asi jest ligazą ubikwityny i wchodzi w interakcje z enzymami koniugującymi Ubc6 
i Ubc7 [45]. Ubikwitynuje on czynnik transkrypcyjny Stp2, jak również prowadzi do 
degradacji innych substratów nieprawidłowo zlokalizowanych w wewnętrznej błonie 
jądrowej, które są potencjalnie szkodliwe dla komórki [45, 46]. 

FUNKCJE W INNYCH PROCESACH KOMÓRKOWYCH 
(NIEZWIĄZANE Z PROTEOLIZĄ)

Oprócz kontroli jakości białek i ich degradacji ubikwitynacja pełni rolę regu-
lacyjną w niezliczonych procesach komórkowych. Najlepszym przykładem jest 
cykl komórkowy, w którym sekwencyjna aktywacja kinaz zależnych od cyklin 
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(ang. cyclin-dependent kinases, CDK) precyzyjnie reguluje jego progresję. Aktywność 
kinaz CDK jest modulowana przez liczne cykliny wchodzące w interakcje z białkami 
CDK oraz inhibitory CDK (ang. cyclin kinase inhibitors, CKI). W czasie progresji 
cyklu komórkowego, ligazy ubikwityny odgrywają istotną rolę, nie tylko w kontroli 
degradacji białek w czasie trwania cyklu komórkowego, ale także w regulacji inhibi-
torów CKI. Pośród ligaz zaangażowanych w regulację cyklu komórkowego wyróżnić 
można kompleks promujący anafazę (ang. anaphase promoting complex/cyclosome 
APC/C) oraz tzw. wieloskładnikowy kompleks ligazy ubikwityny SCF, (ang. Skp1/
Cullin/F-box), inaczej CRL1 [49] oraz kompleksy CRL3 i CRL4. Dla przykładu sub-
stratem ligazy CRL3 jest białko Aurora, które uczestniczy w kontroli mitozy poprzez 
proteolityczne i nieproteolityczne mechanizmy. Kompleks CRL4, oprócz regulacji 
cyklu komórkowego jest zaangażowany w komórkową odpowiedź na uszkodzenia 
DNA oraz replikację DNA [50]. Funkcje ubikwitynacji niezwiązane z degradacją 
zostały również szeroko opisane w odniesieniu do procesu transkrypcji. Niezależną 
od proteolizy rolę ubikwityny w transkrypcji po raz pierwszy przedstawili Salghetti 
i współpracownicy. Wykazali oni, że ubikwitynacja domeny aktywującej transkrypcję 
(ang. transcription activation domain, TAD) białka VP-16 przez ligazę ubikwityny 
Met30 jest niezbędna do aktywacji transkrypcji u drożdży S. cerevisiae [51]. Póź-
niej wykazano, że wiele czynników transkrypcyjnych jest pozytywnie regulowanych 
przez ubikwitynację, np. monoubikwitynacja czynnika transkrypcyjnego p53 podczas 
stresu komórkowego katalizowana przez ligazę ubikwityny Mdm2, skutkuje jego 
zwiększoną stabilnością [52].

TYPY UBIKWITYNACJI I RÓŻNORODNOŚĆ 
ŁAŃCUCHÓW UBIKWITYNY

Przyłączenie ubikwityny do lizyny danego białka substratowego może być mono-
meryczne, co określa się mianem monoubikwitynacji (przyłączenie jednej cząstecz-
ki, ang. monoubiquitination) (Ryc. 3a). Jeśli natomiast cząsteczka ubikwityny, także 
w formie monomerycznej, dołączy się do kilku reszt lizyny na tym samym białku, 
mamy do czynienia z multi-monoubikwitynacją (ang. multi-monoubiquitination). Po-
limeryczne przyłączenie ubikwityny do reszty lizyny białka substratowego określa się 
jako poliubikwitynacja (ang. polyubiquitination), a tak powstałe łańcuchy ubikwityn 
na substracie białkowym mogą tworzyć różne topologie. Co więcej, wszystkie siedem 
reszt lizyny: Lys6 (K6), Lys11 (K11), Lys27 (K27), Lys29 (K29), Lys33 (K33), Lys48 
(K48) i Lys63 (K63) w cząsteczce ubikwityny (końcowa Gly76 ubikwityny połączo-
na jest z jedną z siedmiu lizyn kolejnych cząsteczek Ub wiązaniem izopeptydowym), 
jak również N-końcowa reszta metioniny – Met1 (M1) (połączenie poprzez wiąza-
nie peptydowe) (Ryc. 3b) są zaangażowane w tworzenie łańcuchów o różnorodnych 
strukturach [53, 54]. Różne topologie łańcuchów ubikwityny na substracie białko-
wym związane są z pełnieniem określonych funkcji w komórce (Ryc. 4).
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RYCINA 4. Różne topologie tworzenia łańcuchów poliubikwityny oraz główne funkcje, jakie poszcze-
gólne typy łańcuchów pełnią w komórce
FIGURE 4. The different topologies of polyubiquitin chains’ formation and their main cellular functions
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MONOUBIKWITYNACJA
Przyłączenie pojedynczej cząsteczki ubikwityny do białka reguluje jego ak-

tywność lub wpływa na jego lokalizację w kompartmentach komórkowych. Po-
czątkowo rola monoubikwitynacji była przypisana wyłącznie do nieproteolitycz-
nych procesów. Monoubikwitynacji nie wiązano z procesem degradacji białek, 
gdyż badania wykazały, że aby białko było skierowane do proteasomu musi mieć 
dołączone co najmniej cztery cząsteczki ubikwityny (łańcuch poliubikwityny 
złożony z teraubikwityny) [55]. W przypadku niektórych białek wykazano jed-
nak, że monoubikwitynacja lub multi-monoubikwitynacja mogą być również sy-
gnałem prowadzącym do ich degradacji. Dotyczy to białek mniejszych niż 150 
aminokwasów o dobrze uporządkowanej strukturze. Wśród takich substratów 
znajdują się, m.in. białka związane z transportem węglowodanów oraz szlakami 
odpowiedzi na stres oksydacyjny [56] lub niewielkie białka regulatorowe, bądź 
te związane z procesem transkrypcji. Monoubikwitynacja odpowiada na przykład 
za przetwarzanie prekursora p105 jądrowego czynnika transkrypcyjnego NF-κB 
(ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells signaling pa-
thway) do jego aktywnej podjednostki p50 przez proteasom. Proteasom rozpozna-
je monokwitynowany prekursor p105, nie degradując go jednak całkowicie [57]. 
Inne badania wykazały, że degradacja proteasomalna białka Pax3, kluczowego 
regulatora różnicowania mięśni, zachodzi również przez monoukwitynację [58].

Ważną rolę monoubikwitynacji w regulacji białek wchodzących w skład chro-
matyny – histonów opisano po raz pierwszy u drożdży S. cerevisiae. Wykazano, 
że komórki drożdży niosące zmutowany gen kodujący histon H2B – substytucja 
lizyny w pozycji 123 na argininę (mutacja K123R), rosną wolniej niż komórki 
typu dzikiego i nie mogą sporulować, a za normalny wzrost i mejozę odpowie-
dzialna jest monoubikwitynacja histonu H2B [59]. Warto zwrócić uwagę rów-
nież na rolę monoubikwitynacji w procesie naprawy uszkodzeń DNA i replikacji 
DNA. Chociaż stwierdzono, że poliubikwitynowane (K63) formy histonów H2A 
i H2AX zapewniają „rusztowanie sygnalizacyjne” (ang. signaling scaffold), liga-
zy ubikwityny RING1B i RNF20/RNF40 katalizują monoubikwitynację histonów 
H2A/H2AX i H2B w pobliżu miejsca uszkodzeń DNA [60]. Ponadto monoubi-
kwityncja reguluje aktywność licznych białek błony cytoplazmatycznej, kierując 
je na szlak endocytozy, które to białka przeznaczone są do degradacji w lizoso-
mach [61]. 

POLIUBIKWITYNACJA I TOPOLOGIE ŁAŃCUCHÓW 
UBIKWITYNY ORAZ ICH GŁÓWNE FUNKCJE

Poliubikwitynacja jest procesem, w którym cząsteczki ubikwityny łączą się ze 
sobą tworząc łańcuchy ubikwityn na białku docelowym, a złożoność łańcuchów 
zapewnia zarówno różnorodność strukturalną, jak i funkcjonalną. W tworzenie 
łańcuchów zaangażowane może być osiem reszt aminokwasowych ubikwityny: 
K6, K11, K27, K29, K33, K48, K63 oraz M1 [62]. U drożdży S. cerevisiae, a tak-
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że u ssaków najczęściej pojawiają się połączenia przez reszty K63 (typowa funk-
cja nieproteolityczna – udział w szlakach sygnalizacyjnych) oraz K48 (funkcja 
proteolityczna – proteasomalna degradacja). Dla przykładu, w komórkach ssaków 
HEK293 procentowa ilość wiązań poliubikwityny (poli-Ub) wynosi odpowiednio 
52% (K48), 38% (K63), 8% (K29), 2% (K11) i 0,5% lub mniej dla połączeń przez 
reszty K6, K27 oraz K33 [63]. 

W zależności od połączenia łańcuchy poli-Ub przyjmują alternatywne topolo-
gie (Ryc. 4). Połączenie przez tę samą resztę lizyny (np. K48) lub metioninę (M1) 
prowadzi do powstania tzw. łańcuchów homotypowych. Drugi rodzaj łańcuchów 
stanowią tzw. łańcuchy heterotypowe, które zawierają różne rodzaje połączeń (np. 
K48 wraz z K11) i są klasyfikowane jako mieszane, bądź rozgałęzione. W łańcu-
chach mieszanych do kolejnych elementów łańcucha dołączana jest tylko jedna 
ubikwityna, ale kolejne ubikwityny w łańcuchu są połączone ze sobą tylko przez 
jedną resztę aminokwasową (modyfikacja tylko w jednym miejscu akceptorowym). 
W przypadku łańcuchów rozgałęzionych kolejne cząsteczki ubikwityny mogą łą-
czyć się przez dwie lub więcej reszt aminokwasowych (jednoczesna modyfikacja 
w wielu miejscach akceptorowych) [27, 64]. Tu przykładem jest kompleks APC/C, 
który posiada zdolność tworzenia połączeń przez K11 na wcześniej powstałym 
łańcuchu K48 lub odwrotnie w przypadku ligazy UBR5, która zaangażowana jest 
w tworzenie połączeń K48 na wcześniej powstałym łańcuchu K11 [65]. Różne po-
łączenia prowadzą do określonych konformacji łańcucha poli-Ub. Łańcuchy mogą 
być „zwarte”, gdzie sąsiadujące cząsteczki oddziałują ze sobą, np. łańcuchy połą-
czone przez reszty K48, K11 i K6 lub przyjmować konformacje „otwarte”, gdzie 
nie ma bezpośrednich interakcji między cząsteczkami ubikwityny, np. łańcuchy 
połączone przez resztę M1. Istotnym jest jednak fakt, że określone konformacje 
łańcucha poli-Ub obserwowane w kompleksach białkowych oddziałujących z Ub 
często różnią się od tych występujących poza kompleksami. Może to świadczyć 
o znacznej elastyczności łańcuchów lub możliwości ich przebudowy [66].

Jak wcześniej wspomniano przykładowe funkcje procesu ubikwitynacji w za-
leżności od połączeń (łańcuchów), jakie ubikwityna może tworzyć na substracie 
białkowym przedstawiono na rycinie 4. Warto jednak podkreślić istotną rolę he-
terotypowych wiązań mieszanych lub rozgałęzionych. Dla przykładu, ligaza ubi-
kwityny Ufd4 wraz z czynnikiem elongacji łańcucha Ufd2 biorą udział w powsta-
waniu łańcuchów rozgałęzionych K29/K48 na substratach tzw. szlaku degradacji 
UFD (ang. ubiquitin-fusion degradation) u drożdży. Z kolei, rozgałęzione łańcu-
chy K48/K63 syntetyzowane przez ligazy ubikwityny TRAF6 i HUWE1, rozpo-
znawane przez białko TAB2, odgrywają rolę w regulacji komórkowego szlaku sy-
gnalizacyjnego zależnego od jądrowego czynnika transkrypcyjnego NF-κB [67]. 
Formowanie połączeń K48/K63 z udziałem ligaz ubikwityny ITCH i UBR5 zwią-
zane jest natomiast z procesem apoptozy [68]. Ogólny mechanizm powstawania 
łańcuchów rozgałęzionych wraz z szeregiem innych funkcji, jakie mogą pełnić 
one w komórce został ostatnio opisany przez French i współpracowników [27].



PODSUMOWANIE

Złożoność i różnorodność procesu ubikwitynacji sprawia, że modyfikacja ta 
pełni wiele istotnych funkcji w komórce. Niektóre z nich zostały dobrze poznane 
i opisane. Jednak szczegółowa wiedza na temat topologii i długości tworzonych na 
białku substratowym łańcuchów ubikwityny oraz sygnałów przez nie kodowanych, 
wraz z dynamiką procesu ubikwitynacji in vivo, jest nadal bardzo ograniczona. Zna-
czącą rolę odgrywa więc ciągły rozwój nowych technik i metodologii do badania 
tej post-translacyjnej modyfikacji białek. W ostatnich latach proces ubikwitynacji 
stał się szczególnie istotny w kontekście nowych potencjalnych celów dla terapii 
molekularnej. Wiedza na temat specyficzności określonych ligaz ubikwityny oraz 
topologii i funkcji tworzonych na substracie białkowym łańcuchów, a także lepsze 
zrozumienie mechanizmów kontrolnych oraz funkcji, jakie proces ten pełni w ko-
mórce, może znaleźć zastosowanie w terapii wielu chorób. Odszyfrowanie, w jaki 
sposób „kod ubikwityny” jest pisany przez enzymy E2 i E3 oraz interpretowany 
przez maszynerię komórkową, jest zatem głównym pytaniem w tej dziedzinie.
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EXOSOMES AS ONE OF THE ELEMENTS OF THE MICROENVIRONMENT
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Streszczenie: Pośród wielu zmian jakie zachodzą wewnątrz komórek, jak i między komórkami is-
totną rolę odgrywa mikrośrodowisko. Zdefiniowanie tego pojęcia nie jest jednak proste, gdyż wy-
maga uwzględnienia wielu procesów i zmian jakie zachodzą zarówno na poziomie fizycznym, bi-
ochemicznym, jak i molekularnym. Mikrośrodowisko tworzone jest przez macierz pozakomórkową 
oraz komórki, głównie fibroblasty i komórki układu immunologicznego. Niemniej jednak, jego 
cechy i charakter są zmienne w zależności od miejsca pochodzenia. Ocena wpływu mikrośrodowiska 
w warunkach fizjologicznych jest ważna do poznania funkcjonowania naszego organizmu. Równie 
istotne jest zbadanie mechanizmów jakie zachodzą wokół komórek nowotworowych. Poznanie roli fi-
broblastów i komórek układu immunologicznego w rozwoju tkanki nowotworowej pomoże z czasem 
lepiej zrozumieć mechanizmy rozwoju nowotworu, a w konsekwencji dobranie odpowiednich terapii 
leczenia. Stosunkowo niedawno odkrytym i nowym elementem mikrośrodowiska są egzosomy. Od-
krycie tych niewielkich cząstek o budowie pęcherzykowej stanowi istotny element w poznaniu rozwo-
ju nowotworów. Egzosomy są odpowiedzialne za przenoszenie i dostarczanie informacji biologicznej 
do komórek. Tę funkcję zawdzięczają między innymi znajdującym się w ich wnętrzu elementom 
takim jak DNA, RNA, czy białka niosące informację genetyczną. Z egzosomami wiąże się obecnie 
wiele nadziei w kwestii wykorzystania ich w terapii przeciwnowotworowej. Dokładne poznanie całe-
go mechanizmu ich powstawania oraz przenoszenia informacji genetycznej jest niezbędne do zrozum-
ienia ich działania i oddziaływania na inne komórki, co istotne może stać się podstawą do opracowania 
nowych strategii prognozowania, diagnozowania i leczenia wielu schorzeń. 

Słowa kluczowe: egzosomy, mikrośrodowisko

Summary: Microenvironment plays an important role among the multiple changes inside and 
between cells. Defining this word is not easy. It requires any processes and changes going on the 
physical, biochemical and molecular levels. Microenvironment is created by the extracellular matrix 
and cells, mainly fibroblasts and immune system cells. Nevertheless, its characteristics is chan-
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geable and depends on the place of origin. Investigating the influence of the microenvironment 
under physiological conditions is necessary to understand the functioning of our body. It is impor-
tant to understand the mechanisms that take place around cancer cells, too. Knowledge of the role 
of fibroblasts and immune system cells in the development of neoplastic tissue will help to better 
understand the mechanisms of cancer development and, consequently, the selection of appropriate 
therapies. Exosomes were discovered as a new element of the microenvironment. The discovery of 
these small, vesicular particles is an important element of understanding the development of cancer. 
Exosomes are responsible for carrying and delivering biological information to cells. The inside 
elements, such as DNA, RNA or proteins carrying genetic information, fulfill this function. There 
are now high hopes considering exosomes in terms of their usage in cancer therapy. Understand the 
mechanism of exomes formation and transmission of genetic information is necessary to understand 
the exome’s operation and impact on other cells, importantly, it can become the basis for the deve-
lopment of new strategies for prognosis, diagnosis and treatment of many diseases.

Keywords: exosomes, microenvironment

CHARAKTERYSTYKA MIKROŚRODOWISKA KOMÓREK

Z uwagi na organizację budowy organella tworzą komórki, komórki tkanki. 
Różne tkanki budują narządy, a narządy cały organizm. Ten z pozoru podstawowy 
i prosty model jest w rzeczywistości bardziej skomplikowany. Na każdym etapie 
organizacji jest wiele elementów warunkujących zmienność organizmów. Zacho-
dzące zmiany w pojedynczej komórce mogą zależeć od czynników fizycznych 
(jak temperatura, ciśnienie, wilgotność), chemicznych (hormony, enzymy, leki), 
czy mechanicznych (przyłączenie przeciwciała, aktywacja komórek układu im-
munologicznego, obecność bakterii). Jednym z wielu aspektów mającym wpływ 
na komórki, a będącym w ostatnich czasach przedmiotem dużego zainteresowa-
nia, jest mikrośrodowisko komórek. To proste pojęcie wbrew pozorom nie jest 
takie łatwe do zdefiniowania. Mikrośrodowisko komórek jest tworzone przez 
czynniki, które bezpośrednio wpływają na warunki wokół komórek zmieniając 
ich cechy poprzez fizyczne, biochemiczne, molekularne lub inne drogi. 

Dla pojedynczej komórki pojęcie mikrośrodowiska obejmuje: 
• macierz pozakomórkową (ang. extracellular matrix, ECM); 
• komórki tego samego lub innego rodzaju otaczające daną komórkę; 
• hormony, cytokiny oraz inne bioaktywne cząsteczki uwalniane na drodze 

autokrynnej, endokrynnej lub parakrynnej; 
• zmiany w nanostrukturach ECM oraz 
• mechaniczne zmiany powodowane przez ruch organizmu lub płynów 

ustrojowych [4]. 
Wszystkie te czynniki mają ogromny wpływ na pojedynczą komórkę i to one 

w dużym stopniu promują lub hamują jej wzrost i rozwój. W najprostszy sposób 
można stwierdzić, iż mikrośrodowisko tworzą komórki zrębu, do których zalicza się 
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fibroblasty, komórki glejowe, epitelialne i tłuszczowe, komórki odpornościowe oraz 
komórki mięśni gładkich. Pomiędzy nimi natomiast rozciąga się macierz zewnątrz-
komórkowa, która stanowi drugi niezbędny element każdego mikrośrodowiska [20].

Sama macierz pozakomórkowa jest strukturą dynamiczną i bardzo złożoną. 
ECM tworzą glikoproteiny oraz białka kolagenowe, jak i niekolagenowe. Wśród 
występujących w ECM białek znajdują się m.in. elastyna, fibronektyna, fibulina, 
fibrylina, laminina, czy trombospondyna [15]. Podstawowe właściwości fizyczne 
jak sztywność, porowatość, czy brak rozpuszczalności wpływają na funkcjonowa-
nie ECM i są powiązane z adhezją komórek, ich podziałem, czy migracją. Z kolei 
cechy biochemiczne ECM warunkują między innymi przekaźnictwo sygnału mię-
dzy komórkami. 

Spośród komórek zrębu, o najważniejszej roli w mikrośrodowisku, wyróżnić 
można fibroblasty oraz komórki układu immunologicznego. W prawidłowych 
tkankach fibroblasty oddziałują ze zrębem tkanki, produkcją niekomórkowe ele-
menty ECM, biorą udział w tworzeniu błon podstawnych oraz podtrzymują rów-
nowagę między tkanką, a ECM. W procesie gojenia rola fibroblastów staje się 
wyjątkowo istotna. Niejako nadzorują cały proces naprawy tkanek. Pod wpły-
wem transformującego czynnika wzrostu beta (ang. transforming growth factor 
β, TGF-β) prawidłowe fibroblasty stają się miofibroblastami odpowiedzialnymi 
za kurczenie się rany. Ich aktywacja prowadzi do wzmożenia procesu proliferacji 
oraz zmian właściwości wydzielniczych i fenotypowych. Promują migrację ko-
mórek do uszkodzonych miejsc poprzez syntezę α-aktyny mięśni gładkich (ang. 
alpha-smooth muscle actin, α -SMA). Pośrednia rola fibroblastów w procesie na-
prawy polega również na pobudzeniu białek ECM do produkcji czynników wzro-
stu, czynników chemotaktycznych oraz napływu komórek zapalnych, co prowa-
dzi do aktywacji wzrostu i proliferacji komórek [20].

Mikrośrodowisko komórek tworzone przez ECM czasami nazywane jest ni-
szą komórkową. Jest to dynamiczne, wyspecjalizowane mikrośrodowisko, które 
zapewnia odpowiednie warunki do rozwoju komórek. Zadaniem niszy jest utrzy-
manie stałej równowagi między komórkami proliferującymi, a różnicującymi się. 
Odpowiednie warunki w niszy chronią lub sprzyjają różnym transformacjom ko-
mórkowym [9].

Specyficzną niszę komórkową stanowi mikrośrodowisko wokół komórek no-
wotworowych. Fibroblasty pochodzące z nowotworów (ang. cancer-associated 
fibroblast, CAFs), o cechach zbliżonych do miofibroblastów są jednym z waż-
niejszych elementów wokół komórek nowotworowych. Cechy CAF są zbliżone 
do aktywnych fibroblastów, z tą różnicą, iż w tkance nowotworowej fibroblasty 
te pozostają stale aktywne. Aktywność ta polega na stałym pobudzeniu metabo-
lizmu komórki, w tym produkcji kolagenu i elastyny oraz wydzielaniu enzymów, 
a cechą charakterystyczną jest obecność retikulum endoplazmatyznego. [20]. 
Sam proces aktywacji może nastąpić pod wpływem różnych bodźców, tj. czynni-
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ki wzrostu, bezpośredni kontakt komórka-komórka, czy stres oksydacyjny. Ciągły 
wzbudzony stan fibroblastów w tkance nowotworowej sprzyja dodatkowej proli-
feracji i wzrostowi komórek nowotworowych. Ponadto, stan aktywacji wpływa 
na inne ścieżki molekularne, które przyczyniają się do wzrostu nowotworu [36]. 
CAF, które stanowią najważniejszy element mikrośrodowiska zmiany nowotwo-
rowej charakteryzuje się na podstawie trzech cech. Po pierwsze poziom ekspre-
sji markerów fibroblastów: wimentyny, białka 1 specyficznego dla fibroblastów 
(ang. fibroblast-specific protein 1, FSP1) i białka aktywującego fibroblasty (ang. 
fibroblast activation protein, FAP). Po drugie poziom ekspresji markera aktywa-
cyjnego α-SMA i innych inwazyjnych markerów, w tym Ti1, trombospondynę-1 
(ang. thrombospondin 1, Tsp-1), receptor czynnika wzrostu pochodzącego z płytek 
(ang. platelet-derived growth factor receptors, PDGFR α/β), tenascynę-C i meta-
loproteinazy macierzy 3 (ang. matrix metalloproteinase-3, MMP-3). Po trzecie 
na podstawie zwiększonej ekspresji cytokin i czynników wzrostu, w tym czynni-
ka wzrostu śródbłonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor, 
VEGF), TGF-β, czynnika wzrostu hepatocytów (ang. hepatocyte growth factor, 
HGF), naskórkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor, EGF) 
i czynnika wzrostu fibroblastów-2 (ang. fibroblast growth factor, FGF-2) [34]. 

Komórki układu immunologicznego w mikrośrodowisku nowotworów odgry-
wają podwójną rolę. Te same komórki z jednej strony mogą wzmagać proliferację 
nowotworów, z drugiej hamować jego rozwój. Układ immunologiczny wpływa 
na mikrośrodowisko poprzez wzrost ekspresji antygenów nowotworowych na po-
wierzchni komórek, czy poprzez wzrost ekspresji nieprawidłowych białek. Jed-
nocześnie wiele komórek, w tym CAF, wytworzyły mechanizmy, które chronią 
je przed atakiem limfocytów T pomocniczych oraz komórek NK. Rola każdej 
komórki immunologicznej w rozwoju nowotworu jest inna [38].

Makrofagi, których rola w pierwotnej odpowiedzi immunologicznej jest nieoce-
niona, dodatkowo zdolne są do wykazywania cech przeciwnowotworowych w ra-
mach cyrkulacji w krwioobiegu. Niestety, w odpowiedzi na hipoksję, zapalenie i inne 
niesprzyjające czynniki działające w mikrośrodowisku, makrofagi przejmują rolę ko-
mórek promujących fenotyp nowotworowy (makrofagi towarzyszące nowotworom, 
ang. tumor-associated macrophage, TAM). Ich rola wiąże się z aktywacją ścieżek 
waskularyzacji, inwazyjności, wzrostu i przeżycia komórek nowotworowych [29]. 

Zmiana warunków mikrośrodowiska powoduje, iż wyjściowa pula neutrofili 
prawidłowych zdolna jest do przekształcenia w pulę pro lub anty-nowotworową. 
Neutrofile stanowią 50-70% wszystkich leukocytów i odgrywają kluczową rolę 
w układzie immunologicznym. Odpowiadają za obronę w infekcjach oraz zapale-
niach. Jednak zmiana warunków środowiskowych powoduje, że neutrofile prze-
chodzą w tzw. pulę neutrofili towarzyszących nowotworom (ang. tumor-associa-
ted neutrophils, TAN) [29]. TAN stymulują m.in. angiogenezę poprzez uwalnianie 
VEGF, HGF, MMP2, czy IL-8 (interleukina-8) [20]. Neutrofile towarzyszące 
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nowotworom charakteryzuje ekspresja cytokin aktywujących i pobudzających 
układ odpornościowy oraz produkcję TNF-α (ang. tumor necrosis factor), który 
z kolei pobudza pronowotworowy fenotyp komórki przez aktywację czynników 
angiogenezy, karcynogenezy oraz układu immunologicznego [29].

Niezmiernie ważną grupę komórek układu immunologicznego stanowią 
limfocyty T, a wśród nich komórki CD4+ i CD8+. Ich rola w nowotworach jest 
istotna, biorą udział w indukcji odpowiedzi cytotoksycznej, a także w hamowa-
niu i zabijaniu komórek nowotworowych. Uczestniczą w obwodowej tolerancji 
immunologicznej hamując aktywność limfocytów T cytotoksycznych. Jednak nie 
wszystkie limfocyty T pełnią rolę antynowotworową, ich rola pronowotworowa 
polega m.in. na aktywacji wydzielania IL-17, która promuje angiogenezę oraz 
progresję nowotworu. Subpopulacja komórek T, CD4+ CD25+ Foxp3+, tzw. Treg 
odgrywają rolę w promowaniu wzrostu tkanki nowotworowej oraz hamują odpo-
wiedź immunologiczną przeciw komórkom nowotworowym [38]. 

Trzecim najważniejszym elementem zrębu mikrośrodowiska komórek, poza 
fibroblastami i komórkami układu immunologicznego, są komórki naczyń i ich 
udział w  procesie angiogenezy. Układ krążenia jest niezmiernie istotny dla funk-
cjonowania całego organizmu. Proces powstawania pierwszych naczyń z komó-
rek progenitorowych nosi nazwę waskularyzacji. Dalsze tworzenie nowych ka-
pilar, z już istniejących naczyń, w postaci naczyń krwionośnych nazywane jest 
procesem angiogenezy. W najprostszym modelu proces angiogenezy można po-
dzielić na dwa etapy. Pierwszy to tworzenie rurki, w której komórki śródbłonka 
reagują na napływ czynników angiogennych i pobudzane są do proliferacji oraz 
migracji w miejsca o wzmożonym przepływie krwi. Etap drugi obejmuje dojrze-
wanie naczyń. Proces, w którym perycyty są pobudzane do proliferacji śródbłon-
ka i stabilizują nowo powstałą strukturę naczynia włosowatego. Fizjologicznie 
angiogeneza odgrywa kluczową rolę w regulacji żeńskiego układu rozrodczego 
oraz podczas gojenia się ran. Jest procesem zależnym od czynników pro- i anty-
angiogennych oraz ich wzajemnej równowagi w organizmie [3]. Niestety angio-
geneza zachodzi również w procesach patologicznych. Jednym z istotniejszych 
elementów pobudzających jest niedobór tlenu. Komórki zmiany nowotworowej 
nie mogą swobodnie rosnąć bez dostępu substancji odżywczych i tlenu. Muszą 
znajdować się w bliskim sąsiedztwie naczyń krwionośnych. Stąd, gdy średnica 
nowotworu przekracza kilka milimetrów, komórki nowotworowe aktywują po-
szczególne elementy do rozpoczęcia procesu angiogenezy. Cały proces rozpo-
czyna się od oddzielenia komórek śródbłonka (ang. normal epithelial cells, NEC) 
od perycytów, komórek błony podstawnej stabilizujących naczynie krwionośne. 
Następnie dochodzi do zmian w obrębie ECM oraz migracji i inwazji komórek 
przez błonę. Wszystkie te zmiany w końcowym efekcie prowadzą do powstania 
nowych rurek kapilarnych pomiędzy nowotworowymi komórkami tkanki [24]. 
Nie jest to jedyny mechanizm powstawania nowych naczyń w chorobach nowo-
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tworowych, jednak niewątpliwie odgrywa znaczącą rolę. Pierwszoplanowym ele-
mentem powstawania naczyń jest równowaga między endogennymi aktywatora-
mi i inhibitorami angiogenezy. W chorobach nowotworowych same komórki, ale 
także elementy mikrośrodowiska odgrywają istotną rolę. Poprzez wydzielanie en-
dogennych cząsteczek wpływających na równowagę angiogenną stymulują cały 
proces powstawania nowych naczyń krwionośnych [24].

Do najważniejszych stymulatorów procesu angiogenezy zalicza się stany 
niedotlenienia, w których aktywny udział bierze czynnik indukowany niedotle-
nieniem (ang. hypoxia-inducible factor 1-alpha, HIF-1α), bezpośrednio odpowie-
dzialny za regulację ekspresji białek zaangażowanych w angiogenezę. Do bia-
łek o charakterze proangiogennym zalicza się także czynniki wzrost, tj.: VEGF, 
zasadowy czynnik wzrostu fibroblastów (ang. basic fibroblast growth factor, 
bFGF), czynnik wzrostu pochodzący z płytek (ang. platelet-derived growth fac-
tor, PDGF), a także białka tj.: interleukina-8, łożyskowy czynnik wzrostu (ang. 
placental growth factor, PIGF) i TGF-β [24]. 

Cechą charakterystyczną powstających naczyń nowotworowych jest ich cha-
otyczne rozgałęzienie i brak zorganizowanej struktury. Ściana naczyń nowotwo-
rowych często jest cienka i bardzo krucha, co sprawia, że nie jest do końca szczel-
na [14]. Znaczącą rolę odgrywają nowotworowe komórki śródbłonka (ang. tumor 
endothelial cells, TEC), które nie tylko stymulują wydzielanie i ekspresję cząste-
czek proangiogennych, ale również pobudzają komórki nowotworowe do prze-
rzutowania [22]. TEC wykazują pewną zmienność w zależności od pochodzenia. 
Wykazano, iż różnią się od NEC stopniem odpowiedzi m.in. na EGF, adrenomo-
dulinę oraz VEGF, czyli cząsteczki o charakterze proangiogennym. Zauważono, 
iż wydzielany autokrynnie VEGF przez TEC dodatkowo zwiększa przeżycie TEC 
i stymuluje ich migracje. Drugą ważną cechą nowotworowych komórek endote-
lialnych jest ich oporność na leki [14, 22].

Niestabilność komórek TEC jest jednym z ważniejszych elementów, który 
prowadzi do pobudzenia całego procesu angiogenezy. Przyczyny nieprawidłowo-
ści komórek TEC nie są do końca znane. Naukowcy opisali jednak kilka prawdo-
podobnych mechanizmów ich powstawania [13]. Jednym z nich jest niestabilność 
genetyczna, która powstaje w odpowiedzi na zmiany w mikrośrodowisku nowo-
tworu. W komórkach nowotworowych ligandy dla VEGF, bFGF, czy receptora 
nabłonkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor, EGFR) 
ulegają ekspresji, co prowadzi do aktywacji ekspresji onkogenów i w konsekwen-
cji do niestabilności genetycznej komórek TEC. Pobudzane są w podobny sposób 
proangiogenne chemokiny CXCL1 i CXCL8, poprzez wzrost ekspresji BCL-2. 
Już sam stan niedotlenienia pobudza procesy proangiogenne i aktywację komó-
rek TEC. Innym mechanizmem powstawania komórek TEC jest odróżnicowywa-
nie lub transróżnicowanie komórek nowotworowych lub macierzystych komórek 
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nowotworowych. Złośliwe komórki nowotworowe potrafią również ulegać fuzji 
z prawidłowymi progenitorowymi komórkami śródbłonka (ang. vascular progeni-
tor cells, VPC). Zmiany w prawidłowych komórkach endotelialnych mogą zacho-
dzić w wyniku pobierania onkogenów lub transferu genów. Proces ten zachodzi 
w wyniku fagocytozy ciałek apoptotycznych lub mikropęcherzyków pochodzą-
cych od zmiany nowotworowej przez komórki NEC. W tworzeniu komórek TEC 
obserwuje się ponad to zjawisko zwane mimikrą naczyniową nowotworu, polega-
jące na aktywacji markerów śródbłonka przez komórki nowotworowe. Prowadzi 
to do powstania innego rodzaju kanału naczyniowego [13]. 

Proces angiogenezy oraz zmiany jakie zachodzą w mikrośrodowisku komórek 
nowotworowych prowadzące do powstawania nowych naczyń krwionośnych są 
niezmiernie ważnym elementem przyczyniającym się do powstawania przerzu-
tów nowotworowych [24]. 

Bardzo dokładne poznanie mikrośrodowiska jest jednym z kluczowych elemen-
tów, aby poznać mechanizmy rozwoju nowotworów. Obecnie mamy coraz więcej 
możliwości, aby dokładnie scharakteryzować każdą niszę komórkową i dokładnie 
poznać jej mechanizmy działania. Dużo mówi się i prowadzi wiele analiz na temat 
wpływu mikrośrodowiska na komórki i ich interakcje między sobą. W ostatnich la-
tach intensywnie prowadzi się badania nad egzosomami, które są niewielkimi pę-
cherzykowymi strukturami, będącymi ważnym elementem mikrośrodowiska. Ich 
rola, choć w dużej mierze nie jest jeszcze do końca poznana, jest ogromna w prze-
noszeniu sygnałów międzykomórkowych. 

HISTORIA ODKRYCIA EGZOSOMÓW

Analiza i chęć poznania cząsteczek wydzielanych przez komórki doprowa-
dziła do poznania egzosomów, niewielkich cząsteczek o średnicy do 150 nm. Hi-
storia odkrycia tych wyjątkowych cząsteczek sięga roku ok. 1917, a potem 1974, 
kiedy to Christian de Duve został uhonorowany Nagrodą Nobla w dziedzinie me-
dycyny i fizjologii za odkrycia dotyczące strukturalnej i funkcjonalnej organiza-
cji komórek, a dokładnie za odkrycie i opisanie cząsteczki liposomu. 

Kolejnym ważnym wydarzeniem w historii prowadzącym do odkrycia egzo-
somu były publikacje, które ukazały się w 1983 roku. Opisywały one proces doj-
rzewania retikulocytów i utratę receptora transferryny na powierzchni komórki 
w tym procesie [11, 25, 26].

Te dwa, z pozoru nie związane ze sobą odkrycia, przyczyniły się do rozwoju 
dalszych badań nad mikrocząsteczkami. Naukowcy postawili sobie pytanie. Sko-
ro podczas procesu dojrzewania retikulocyty tracą receptor transferryny, to czy 
może w ten proces są zaangażowane lizosomy?
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Dwie niezależne grupy naukowców wykazały, że niewielkie pęcherzyki są 
formowane poprzez wpuklenie wewnętrznej błony do światła endosomów. Po-
wstające struktury nazywane zostały ciałkami wielopęcherzykowymi (ang. multi-
vesicular body,  MVB) [19]. Po raz pierwszy terminu „egzosom” użył i zapropo-
nował Rose M. Johnstone w 1987 roku. Definiując egzosom jako pęcherzykową 
cząsteczkę wydzielaną przez ciałko wielopęcherzykowe MVB [18]. 

W dalszych latach powstało szereg badań dotyczących pochodzenia i budo-
wy egzosomów. W pierwszej kolejności naukowcy skupili się na antygenowej 
charakterystyce egzosomów i określeniu ich pochodzenia. W drugim rzucie na 
poznaniu ich szczegółowej budowy, w tym ładunku genetycznego jaki ze sobą 
niosą. Ponadto poszukuje się i bada funkcje jakie egzosomy pełnią w organizmie. 

Wiele pytań o egzosomy pozostaje wciąż bez odpowiedzi, zaś prowadzone 
liczne badania dają szanse na znalezienie nowych informacji. 

DEFINICJA EGZOSOMU

Różne komórki wydzielają różne cząsteczki do mikrośrodowiska, aby dokładnie 
zdefiniować egzosomy konieczne było ustalenie konkretnych kryteriów. Początkowo 
definicja odnosiła się do cząsteczek wydzielanych z MVB, i tak definiował egzosomy 
Johnstone i wsp. obserwując egzosomy wydzielane podczas formowania erytrocytów 
[18]. Nieco inną definicję przyjęli Cocucci i wsp., którzy opisali proces tzw. rozsiewa-
nia mikropęcherzyków (ang. shedding microvesicles). Opisali oni proces bezpośred-
niego wydzielania zawartości cytoplazmatycznej, w tym mikropęcherzyków, z błony 
komórkowej. W drodze do sformułowania dokładnej definicji egzosomu istotną rolę 
odegrały również badania nad podobieństwami między mikropęcherzykami, a lizoso-
mami. Naukowcy, Simonsa i wsp. zwrócili uwagę na istotną rolę ceramidu sfingolipi-
dowego w powstawaniu struktur pęcherzykowych i ich rozróżnieniu [7]. 

Pęcherzyki zewnątrzkomórkowe (ang. extracellular vesicles, EVs), to cząsteczki 
związane z lipidami, wydzielane do przestrzeni zewnątrzkomórkowej. Trzy najważ-
niejsze podtypy EV to mikropęcherzyki (ang. Microvesicles, MVs) , ciałka apopto-
tyczne (ang. apoptotic bodies) oraz egzosomy (ang. exosomes). Wszystkie rodzaje 
EV różnią się między sobą biogenezą, drogą uwalniania, wielkością oraz ładunkiem 
biologicznym i funkcją [8]. W tabeli 1, na podstawie zestawienia Zhang i wsp. wy-
szczególniono najważniejsze różnice między różnymi ciałami pęcherzykowymi [39].  

Średnica egzosomu jest zależna w dużej mierze od jego pochodzenia. Mini-
malny rozmiar zależy od dwuwarstwy lipidowej, której grubość ocenia się na 
około 5nm. Błona zapewnia egzosomom sztywność, stąd najmniejszy możliwy 
pęcherzyk musi mieć co najmniej 30nm. Policzono, iż całkowity ładunek egzoso-
mów prawdopodobnie nie może być większy niż 100 białek oraz 10 000 nukleoty-
dów kwasu nukleinowego [35]. 
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Do pełnej definicji egzosomu nie wystarczy wziąć pod uwagę jedynie jego 
rozmiaru. Ważnym elementem jest również unikatowy skład białek i lipidów, nie-
zbędny do identyfikacji. Pomimo różnic pomiędzy samymi egzosomami pocho-
dzącymi z różnych źródeł ich cechą wspólną są charakterystyczne białka transpor-
towe i fuzyjne (GTPazy, aneksyny, flotylina), tetraspaniny (CD9, CD63, CD81, 
CD82), białka szoku cieplnego (Hsc70, Hsp90), białka biorące udział w tworze-
niu MVB (Alix (ang. ALG-2-interacting protein X), TSG101 (ang. tumor suscep-
tibility gene 101), a także białka i fosfolipazy związane z lipidami. Najczęstsze 
markery wykorzystywane do identyfikacji egzosomów to: tetraspanniny, Alix, 
flotylina, TSG101 i Rab5b [35]. 

BUDOWA I SKŁAD EGZOSOMÓW

Jedną z ważniejszych funkcji egzosomów jest przenoszenie i dostarczanie in-
formacji biologicznej do komórek. Tę funkcję zawdzięczają między innymi swo-
jej pęcherzykowej strukturze, wewnątrz której znajdują się liczne elementy jak 
DNA, RNA, czy białka niosące informację genetyczną. Egzosomy komunikują 
się głównie dwoma drogami. Po pierwsze przez scalenie błony komórkowej eg-
zosomów z komórką biorcy, co umożliwia przeniesienie informacji do komórki 
docelowej. Po drugie poprzez aktywację receptorów błonowych w komórce bior-
cy, a w dalszej kolejności aktywację szlaku wewnątrzkomórkowego. Egzosomy 
składają się głównie z trzech elementów lipidów, białek i kwasów nukleinowych.

TABELA 1. Zestawienie różnic między ciałami pęcherzykowymi [36]
TABLE 1. List of differences between follicular bodies [36]

Egzosomy Ektosomy Ciałka apoptotyczne

Pochodzenie MVB Błona komórkowa

Rozmiar 30-150nm 100-1000 nm 50-5000 nm

Kształt różny różny różny

Sedymentacja ~100,000 g ~10,000 g ~1200 g lub ~2000g

Najważniejsze białka PDCD6IP, TSG101, 
CD9, CD63, CD81 MMP2, CK18 histony

Najważniejsze lipidy cholesterol, ceramidy cholesterol, 
fosfatydyloseryna fosfatydyloseryna

Najważniejsze kwasy 
nukleinowe

Długie niekodujące 
RNA, mRNA, miRNA, 
DNA

mRNA, miRNA, 
DNA mRNA, miRNA, DNA
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LIPIDY 
Skład lipidowy egzosomów jest bardzo płynny i zależny od wielu czynników. 

Niemniej jednak główną grupą lipidów, które znajdują się w egzosomach, są lipidy 
błonowe. Drugą grupę stanowią lipidy wychwytywane do cytozolu podczas tworze-
nia ILV (ang. intraluminal vesicles). W egzosomach, podobnie jak w komórkach, 
lipidy są rozmieszczone asymetrycznie po dwóch stronach błony komórkowej [31].

Skład lipidowy egzosomu zależy m.in. od rodzaju komórki z której pochodzi, 
niemniej jednak na podstawie obecnie dostępnych badań i przeprowadzonych ana-
liz zbiorczych można stwierdzić, iż skład lipidowy egzosomów jest do siebie dość 
zbliżony [10]. W egzosomach znajdują się głównie fosfatydyloseryna, kwas fosfa-
tydowy, cholesterol, sfingomielina, kwas arachidonowy i inne kwasy tłuszczowe, 
prostaglandyny i leukotrieny [39]. Fakt, iż błona egzosomu bogata jest w cholester-
ol i sfingomielinę sugeruje, iż mogą się w niej tworzyć wysoce dynamiczne domeny 
cholesterol-sfingolipid, na kształt domen tratwowych. Budowa błony lipidowej jest, 
podobnie jak w komórkach, dwuwarstwową strukturą o różnym składzie lipido-
wym. W zewnętrznej błonie znajdują się głównie sfingolipidy i fosfatydylocholina, 
natomiast pozostałe klasy lipidów lokują się głównie po wewnętrznej stronie błony 
[31]. Wysoka zawartość sfingolipidów i cholesterolu zapewnia egzosomom sztyw-
ność i podwyższoną odporność na zmiany fizykochemiczne. Początkowo lipidy są 
włączane do egzosomów losowo, dopiero w procesie formowania i dojrzewania 
ulegają sortowaniu [37]. Ogólnie można przyjąć, iż molowy procent fosfatydyloeta-
nolaminy w komórkach i egzosomach jest podobny, natomiast molowy procent fos-
fatydylocholiny i fosfatydyloinozytolu jest niższy w egzosomach, niż komórkach 
z których pochodzą [30].  Na przykładzie retikulocytów w badaniach pokazano, iż 
skład lipidowy egzosomów uwalnianych na różnym etapie dojrzewania komórki 
macierzystej również może być nieznacznie odmienny [6]. Unikatowy skład dwu-
warstwy lipidowej egzosomów prawdopodobnie przyczynia się do ich stabilności 
w różnych środowiskach pozakomórkowych. Wiedza na temat dokładnej budowy 
tej dwuwarstwy mogłaby być wykorzystana na przykład do poprawy liposomalnych 
systemów dostarczania leków [37]. 

Lipidy tworzące egzosomy pełnią różne funkcje, na przykład: zapalną, immu-
nosupresyjną, wyzwalają migrację leukocytów, zwiększają produkcję egzosomów, 
biorą udział w sortowaniu ładunku na MVB, regulują wydzielanie egzosomów, 
wyzwalają napływ wapnia i wiele innych. Ponadto egzosomy w swoim wnętrzu 
zawierają funkcjonalne enzymy lipolityczne, które mogą wytwarzać jednost-
ki różnych bioaktywnych lipidów [39]. Lipidy egzosomalne mogą oddziaływać 
z różnymi białkami przenoszącymi lipidy w cytoplazmie biorcy, tj. receptory czy 
białka wiążące kwasy tłuszczowe. Uwalniane egzosomy i wychwytywane przez 
komórki docelowe mogą uczestniczyć w modulowaniu metabolizmu lipidów ko-
mórkowych biorąc tym samym udział w patogenezie chorób jak miażdżyca tętnic. 
Dowiedziono, iż egzosomy wywodzące się z aktywowanych limfocytów T, które 
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na swojej zewnętrznej powierzchni mają cholesterol oraz fosfatydylocholinę (PC) 
za pośrednictwem receptora PC na monocycie ułatwią gromadzenie się choleste-
rolu w kroplach lipidów. Równolegle z akumulacją cholesterolu w monocytach 
zwiększa się produkcja prozapalnej cytokiny TNF-α, co potwierdza rolę egzoso-
mów w rozwoju miażdżycy [21]. 

Osobne zagadnienie stanowią lipidy w egzosomach zewnątrzkomórkowych, izo-
lowane z płynów biologicznych. Jak dotąd bardzo mało jest dostępnych badań na ten 
temat. Najlepiej opisane pod tym względem są egzosomy z nasienia oraz moczu [30]. 

BIAŁKA
Wiele badań pokazuje, że ładunek białkowy egzosomów jest zależny od róż-

nego typu komórek, z których pochodzą. Czasami zdarza się również, że jeden 
rodzaj komórek wydziela dwa różne rodzaje egzosomów lub pod wpływem dzia-
łania czynników zewnętrznych ładunek białkowy egzosomów ulega zmianie [37]. 

Niemniej jednak w egzosomach można wyróżnić kilka grup białek. Jedną z du-
żych grup stanowią białka zaangażowane w biogenezę egzosomów, są to między 
innymi elementy układu ESCRT (endosomalnego kompleksu sortującego), białka 
odpowiedzialne za tworzenie i uwalnianie ILV, w tym rodzina białek Rab.  Dużą 
grupę białek stanowią tetraspanny, w tym główne: CD63, CD81, CD82 i CD9. 
Inne białka odgrywające istotną rolę to białka zaangażowane w przekazywanie 
sygnału, jak EGFR, oraz prezentujące antygeny, MHC I i MHC II [1]. Jeszcze 
inną grupę białek stanowi grupa białek szoku cieplnego Hsp [39]. W egzosomach 
nie zidentyfikowano obecności białek związanych z siateczką endoplazmatyczną, 
aparatem Golgiego i jądrem komórkowym [33]. Natomiast potwierdzono obec-
ność czynników transkrypcyjnych, które zwykle znajdują się wewnątrz jądra ko-
mórkowego, np. Wnt, Notch [1]. 

Spośród tak wielu białek niektóre z nich uważa się za białka markerowe egzo-
somów, należą do nich głównie TSG101, Hsp70, CD81 i CD63 [39]. 

TETRASPANINY
Egzosomy pochodzą z różnych tkanek i w zależności od pochodzenia pełnią 

różne funkcje. Ponadto do przestrzeni wydzielane są nie tylko egzosomy, ale tak-
że inne cząsteczki o budowie pęcherzyka. Tetraspaniny pełnią jedną z ważnych 
funkcji między innymi jako markery egzosomów. Egzosomy w pewnym stopniu 
mają dokładnie zdefiniowaną, konserwatywną, strukturę białkową. Jako tetraspa-
niny pełniące rolę markerów egzosomalnych w literaturze wyróżnia się: CD9, 
CD63, CD37, CD81 lub CD82. Warto jednak zwrócić uwagę na fakt, iż nie są 
to markery idealne i wiele badań pokazuje, że za pomocą tylko i wyłącznie tych 
markerów nie można w pełni zidentyfikować egzosomów. Warto również zwrócić 
uwagę, iż ekspresja głównych tetraspanin egzosomalnych: CD9, CD63 oraz CD81 
jest różna w zależności od pochodzenia egzosomów i może być zmienna [2].
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RNA
Kwasy nukleinowe stanowią jeden z ważniejszych składników egzosomów. 

„Zapakowane w strukturę egzosomów” RNA może przenosić informację pomię-
dzy komórkami. Informacja ta może dotyczyć zarówno procesów fizjologicznych, 
jak i patologicznych, w tym rozwoju nowotworu [39]. Informacja jaką niesie dana 
cząsteczka egzosomalnego RNA jest jednak procesem selektywnym i nie zawsze 
musi odzwierciedlać profil komórki-matki. Egzosomy zawierają różne rodzaje 
RNA. Badania pokazują, że najwięcej znajduje się w nich cząsteczek mikro RNA 
(microRNA, miRNA). Istotne jest to, iż „zamknięcie” miRNA  w strukturze eg-
zosomu stanowi równocześnie pewną formę ochrony kwasu rybonukleinowego 
dostającego się do płynów ustrojowych/osocza  przez nukleolityczną aktywnością 
RN-az [17]. Inne rodzaje RNA występujące w egzosomach to: rybosomalne RNA, 
małe niekodujące RNA (ang. piwi-interacting RNA, piRNA; ang. small nuclear 
RNA, snRNA; ang. small nucleolar RNA, snoRNA; ang. small Cajal body-specific 
RNAs, scaRNA; ang. Ro-associated Y, YRNA), tRNA (ang. transfer RNA) i jego 
fragmenty oraz długie niekodujące RNA [16].

Wiele badań wskazuje na znaczenie RNA egzosomalnego jako elementu dia-
gnostycznego. Naukowcy próbują zidentyfikować cząsteczki egzosomalnego 
miRNA pochodzące z konkretnej zmiany nowotworowej (np. rak jajnika, rak pro-
staty, rak sutka, rak płuca, czy glejak), wykorzystując je następnie jako krążący 
biomarker diagnostyczny [5, 12, 16, 23, 32] Badania wskazują również, iż krążą-
ce miRNA może być używane jako marker uszkodzenia wątroby lub zapalenia. 
Nie ma jednej uniwersalnej cząsteczki egzosomalnego RNA, która mogłaby być 
wykorzystywana do diagnostyki stąd liczne prowadzone badania nad rolą egzoso-
malnego RNA w rozwoju nowotworu [16, 27, 28].  

PODSUMOWANIE

Mikrośrodowisko stanowiąc niszę do rozwoju komórek i komunikacji po-
między nimi jest obiektem zainteresowań wielu zespołów badawczych. Zain-
teresowanie to dodatkowo wzrosło wraz z poznaniem szeregu aspektów po-
wstawania, uwalniania i znaczenia egzosomów  mających wpływ na komórki, 
zarówno prawidłowe, jak i te powiązane ze stanami patologicznymi organizmu. 
Biorąc pod uwagę udział egzosomów w dwukierunkowej komunikacji z komór-
kami czy tkankami dystalnymi dalsze poznanie roli egzosomów w funkcjono-
waniu mikrośrodowiska jest nadal wysoce pożądane. 
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ROLA WYBRANYCH CZYNNIKÓW 
REGULUJĄCYCH ANGIOGENEZĘ W ROZWOJU 

I PRZEBIEGU RDZENIAKA ZARODKOWEGO

THE ROLE OF SELECTED PROANGIOGENIC FACTORS IN GROWTH 
AND DEVELOPMENT OF MEDULLOBLASTOMA

Adrianna KLIMCZAK, Mikołaj PATELSKI, Przemysław TRELA, 
Tomasz FLUR, Barbara PIETRZAK, Maciej CZAPLA, Szymon BLIDA

Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Streszczenie: Medulloblastoma jest nowotworem ośrodkowego układu nerwowego najczęściej 
występującym u dzieci. Obecnie głównymi metodami w walce z rdzeniakiem zarodkowym są che-
mioterapia, radioterapia oraz chirurgiczne resekcje guza. Wiek młodych pacjentów jest szczególnie 
istotny, ponieważ ogranicza możliwości pomocy. Typowe leczenie niesie ze sobą szereg powikłań oraz 
skutków ubocznych. Nadzieje na opracowanie swoistej terapii dają badania nad angiogenezą rdzeni-
aka zarodkowego. Angiogeneza jest procesem złożonym z wielu etapów prowadzących do powstania 
nowych naczyń krwionośnych. Zapoczątkować ją może czynnik proangiogenny, hipoksja, natężona 
produkcja tlenku azotu przez komórki endotelium, bądź naprężenie ścinające przepływającej przez 
naczynie krwi oddziałujące na komórki śródbłonka. Najistotniejszym czynnikiem indukującym angi-
ogenezę jest VEGF. Proces tworzenia nowych naczyń jest zahamowany, gdy czynniki proangiogenne 
zostaną zdominowane przez czynniki antyangiogenne. 
Angiogeneza jest procesem fizjologicznym, jednakże może warunkować wzrost i rozwój guza, 
ponieważ komórki nowotworowe potrzebują dostępności tlenu i składników odżywczych. W począt-
kowej fazie rozwoju guza, gdy ilość obecnych naczyń krwionośnych nie jest w stanie sprostać zapo-
trzebowaniu na tlen występuje hipoksja. Drugą możliwą drogą indukcji angiogenezy jest produkcja 
czynników proangiogennych przez komórki nowotworowe lub inne komórki otaczające nowotwór.  
Cechą naczyń powstałych w procesie nowotworzenia jest dezorganizacja. Odmiennie od naczyń ro-
zwiniętych w sposób fizjologiczny, te mają ograniczone możliwości podaży krwi i tym samym stan 
hipoksji się utrzymuje stymulując dalszą angiogenezę. Nowe naczynia warunkują przetrwanie nowot-
woru oraz przerzutowanie, które determinuje rozwój choroby i ogranicza skuteczność leczenia. 
Niestety przebieg angiogenezy w przypadku rdzeniaka zarodkowego nie jest dobrze zbadany. Do-
tychczasowe badania wskazują, że jest to guz naczyniozależny co warunkuje jego złośliwość i zdol-
ność przerzutowania. Dalsze badania i pogłębienie wiedzy na temat tego procesu u medulloblas-
toma dają nadzieję na opracowanie terapii celowanej uboższej w efekty uboczne oraz szansę na 
dłuższe przeżycie młodych pacjentów.

Słowa kluczowe: medulloblastoma, angiogeneza, VEGF
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Summary: Medulloblastoma is a central nervous system tumor that usually occurs in children. Cur-
rently the treatments to fight medulloblastoma are chemotherapy, radiotherapy and surgical resection 
of the tumor. Due to the young age of patients the possibilities of help are limited. Typical treatment 
involves a number of complications and side effects.
The research on angiogenesis of medulloblastoma may provide hope for patients. Angiogenesis is 
a complex, multistep process that leads to the formation of new blood vessels. It may be initiated by 
a proangiogenic factor, hypoxia, increased production of nitric oxide by endothelial cells, or the shear 
stress of blood flowing through the vessel. VEGF is the most essential inducer of angiogenesis. The 
process is inhibited when the proangiogenic factors are in excess comparing to antiangiogenic factors.
Angiogenesis is a physiological process. However, it can lead to tumor’s growth and development. To 
survive cancer cells need supply of oxygen and nutrients. In the initial stage of tumor development, 
when the number of present blood vessels is not able to meet the oxygen demand, hypoxia occurs. The 
second possible way of inducing angiogenesis is the production of proangiogenic factors by tumor 
cells or other cells surrounding the tumor.
Disorganization is a feature of the vessels formed in the neoplastic process. Contrary to physiolog-
ically developed vessels, these have a limited ability to supply blood and thus remain hypoxic. The 
hypoxia stimulates further angiogenesis. New vessels determine tumor survival and metastasis what 
makes the treatment less effective. 
Unfortunately, the angiogenesis in medulloblastoma is not well studied. The available research indi-
cates that it is a vascular-dependent tumor, which determines its malignancy and metastasis. Further 
research and deepening the knowledge of this process offer hope for the development of targeted ther-
apy with less side effects and a chance for longer survival of young patients.

Keywords: medulloblastoma, angiogenesis, VEGF

MEDULLABLASTOMA – RDZENIAK ZARODKOWY
CHARAKTERYSTYKA, EPIDEMIOLOGIA ORAZ LECZENIE

Rdzeniak zarodkowy jest najczęstszym nowotworem ośrodkowego układu 
nerwowego o pochodzeniu zarodkowym, dotykającym w znacznej większości 
populację wieku dziecięcego. Według klasyfikacji Światowej Organizacji Zdro-
wia WHO, należy do nowotworów o najwyższym – IV stopniu złośliwości. Sza-
cuje się, iż stanowi około 20% wszystkich guzów mózgu występujących u dzieci 
[39]. Najczęściej rozwija się w obrębie tylnego dołu czaszki, w okolicach robaka 
móżdżku albo komory IV. Dzięki temu wykazuje skłonności do rozsiewania prze-
rzutów drogą płynu mózgowo-rdzeniowego i tym sposobem w wielu przypad-
kach nacieka na sąsiadujące struktury anatomiczne [56]. Tak jak inne nowotwory 
embrionalne, tworzą go komórki niezróżnicowane lub o niskim stopniu zróżnico-
wania. W związku z tym nie wykazują one zarówno morfologicznych, jak i im-
munohistochemicznych cech dojrzałych komórek [12].

Rdzeniak przynależy do grupy nowotworów drobnookrągłoniebieskoko-
mórkowych, charakteryzującej się specyficznym rysem budowy histologicznej. 
Tworzą go ciasno ułożone, niewielkie komórki z małą ilością cytoplazmy i hi-
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perchromatycznym jądrem. W barwieniu hematoksyliną i eozyną przyjmują kolor 
granatowy. Często posiadają skąpo wykształcone wypustki cytoplazmatyczne. Na 
tę chwilę, WHO w obowiązującej klasyfikacji nowotworów wyróżnia 5 histolo-
gicznych podtypów medulloblastoma: klasyczny (classic medulloblastoma), de-
smoplastyczny/guzkowy (desmoplastic/nodular medulloblastoma), z silnie wyra-
żoną guzkowością (medulloblastoma with extensive nodularity), anaplastyczny 
(anaplastic medulloblastoma) i wielkokomórkowy (large cell medulloblastoma). 
Każdy z nich może skutkować odmiennym, specyficznym dla siebie przebie-
giem klinicznym choroby. obecnie trwają intensywne badania nad ich podłożem 
molekularnym [56]. Na ich podstawie rozróżniono co najmniej cztery odrębne 
podtypy guza: Wnt, SHH (SonicHedghog), grupa 3 i grupa 4. Grupy Wnt oraz 
SHH zostały nazwane zgodnie ze ścieżkami molekularnymi, których mechani-
zmy zostały zachwiane (na skutek mutacji odpowiednich genów białek uczestni-
czących w szlakach), a które odgrywają istotną rolę w procesach embriogenezy. 
Grupy 3 i 4 (określane często wspólnie jako: Non-Wnt/ShhTumors z ang.) nie 
zostały dotychczas wystarczająco dokładnie scharakteryzowane pod względem 
procesów, odpowiadających za rozwój patologii. Zadecydowano więc, że dopóki 
nie zostanie poznana bardziej szczegółowo biologia napędzająca wykształcenie 
zmian nowotworowych w tych przypadkach, nazwy pozostaną bardziej ogólne. 
Wiele trudności przysparza fakt, że są to jednostki do siebie podobne, często wy-
kazujące zbieżne elementy patologii. Istotnym genem, którego ekspresja często 
ulega amplifikacji w grupie 3 jest mi.in gen MYC, natomiast w grupie 4 onkogen 
OTX2. Najwyraźniej niekorzystne rokowanie pacjentów z grupy 3 wskazuje na 
konieczność poświęcenia jej szczególnej uwagi w aspekcie poszukiwań praktycz-
nych biomarkerów[48].

Rdzeniak zarodkowy po raz pierwszy został opisany przez Harveya Cushinga 
i Percivala Baileya w 1925 roku, którzy tym samym odróżnili go od scharaktery-
zowanego w owym czasie guza glejowego, określanego współcześnie spongiobla-
stoma. Badacze chcieli w ten sposób podkreślić jego odmienne niż wcześniej są-
dzono, pochodzenie. Zaprzeczyli oni ówczesnym przekonaniom o źródle rozwoju 
rdzeniaka z jednej z pięciu pluripotencjalnych komórek macierzystych, zasiedla-
jących cewę nerwową. Do tej pory jednak, nie udało się zidentyfikować żadnej 
komórki embrionalnej, którą można by utożsamiać z Medulloblastoma[31]. Na 
początku lat osiemdziesiątych XX wieku, bazując na podobieństwu histologicz-
nym pomiędzy rdzeniakami a innymi drobnymi guzami niebieskoomórkowymi, 
które rozwijają się poza tylnym dołem czaszki, zawnioskowano, aby sklasyfi-
kować je wspólnie w ramach grupy prymitywnych guzów neuroektodermalnych 
(ang. Peripheral primitive neuroectodermal tumour, PNET). Jednak, ze względu 
na odmienność molekularną drobnoniebieskokomórkowych guzów tylnego dołu 
od tych występujących na obszarach szyszynki czy też w korze mózgu, zadecydo-
wano o odgraniczeniu rdzeniaka zarodkowego od pozostałych PNET. Światowa 
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Organizacja Zdrowia (WHO) (Kleihues et al., 1993) zatwierdziła tę klasyfikację, 
co wzbudziło wiele kontrowersji. Wielu uczonych wciąż spiera się w tej kwestii, 
twierdząc, iż dotychczas nie przedstawiono wystarczających dowodów, pozwala-
jących na rozróżnienie wyżej wymienionych nowotworów [12].

Leczenie rdzeniaka opiera się na terapii wielodyscyplinarnej, obejmuje che-
mioterapię i radioterapię oraz w przypadkach, które na to pozwalają, interwencje 
chirurgiczne w postaci resekcji guza. Metody dostosowuje się przede wszystkim 
do wieku dziecka. Leczenie dobierane jest również na podstawie stratyfikacji ry-
zyka, wielkości i rozległości guza, obecności przerzutów oraz, coraz częściej, hi-
stologii komórek nowotworu i molekularnych mechanizmach towarzyszących da-
nym podtypom. Obecnie, szczególne obawy budzi poddawanie radioterapii bardzo 
małych pacjentów (poniżej 3 roku życia). Należy również wspomnieć o niepoko-
jących powikłaniach wtórnych długoterminowego leczenia.  Badania nad jakością 
postkuracyjnego życia, stanowią obecnie obiekt szczególnego zainteresowania. Po-
wikłania obejmują degenerację funkcji neurokognitywnych, endokrynologicznych, 
upośledzenie wzrostu i, utratę słuchu oraz wtórne nowotwory [14]. Nadzieję niosą 
badania prowadzone nad molekularnymi patomechanizmami rozwoju i funkcjono-
wania rdzeniaków. Coraz bardziej rozległa wiedza i rozwój technologii pozwalają 
wierzyć w opracowanie skuteczniejszych form leczenia w niedalekiej przyszłości. 
Lekarze skłaniają się częściej ku stosowaniu bardziej swoistych metod terapeutycz-
nych, co tym samym umożliwi zminimalizowanie stopnia nasilenia, tak często to-
warzyszących skutków ubocznych [1].

ANGIOGENEZA – CHARAKTERYSTYKA

Odpowiednie zaopatrzenie tkanki w tlen i składniki odżywcze możliwe jest 
dzięki obecności naczyń krwionośnych. Rozwinięcie ich gęstej sieci umożliwia 
sprostanie wzmożonemu zapotrzebowaniu na substraty w momencie natężonej 
aktywności metabolicznej. Jednocześnie, wraz z krwią usuwane są zbędne pro-
dukty przemiany materii i tym samym stan homeostazy zostaje utrzymany. Po-
wstawanie nowych naczyń krwionośnych w warunkach fizjologicznych przebie-
ga na drodze trzech odmiennych mechanizmów: waskulogenezy, angiogenezy 
oraz arteriogenezy[52].

Waskulogeneza jest procesem powstawania naczyń krwionośnych de novo 
z prekursorów komórek śródbłonka (angioblastów) w okresie embrionalnym. 
W odróżnieniu od niej angiogeneza polega na tworzeniu, ekspansji oraz wzroście 
nowych kapilar na bazie już istniejących w wyniku proliferacji komórek śródbłon-
ka [25, 43]. Istotnym jest fakt, iż stanem podstawowym komórek śródbłonka or-
ganizmów dorosłych jest stan spoczynku. Proliferują one jedynie w ściśle okre-
ślonych sytuacjach takich jak odnowa endometrium, rozwój łożyska, owulacja 
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czy potrzeba poprawy perfuzji organu. Ponadto w przypadku uszkodzenia tkanki 
angiogeneza warunkuje proces gojenia, jest więc naturalnym i pożądanym zjawi-
skiem fizjologicznym [28, 42, 52].

Arteriogeneza z kolei jest procesem polegającym na przekształceniu naczyń 
kolateralnych w przewodzące krew tętnice. W odróżnieniu od wcześniej wspo-
mnianej waskulogenezy czy angiogenezy, arteriogeneza pozostaje niezależna od 
hipoksji. Jest ona indukowana mechanicznie poprzez wzrost napięcia ścinającego. 
W sytuacji okluzji arteriogeneza jest więc wrodzonym mechanizmem pozwala-
jącym na wznowienie perfuzji w obszarach o upośledzonym ukrwieniu. Jest to 
istotny klinicznie proces w przypadku choroby niedokrwiennej serca czy udarze 
mózgu [10, 23].

Angiogeneza jest skomplikowanym procesem przebiegającym wieloetapo-
wo. Do jej zapoczątkowania niezbędne jest zadziałanie czynnika proangiogen-
nego. Największe znaczenie mają czynniki chemiczne, takie jak czynnik wzrostu 
śródbłonka naczyniowego (VEGF), czynnik wzrostu fibroblastów (FGF), angio-
poetyny, płytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF), czynnik wzrostu hepatocy-
tów (HGF), transformujący czynnik wzrostu alfa oraz beta (TGF- α; TGF- β), 
czynnik martwicy nowotworów (TNF) czy interleukina 8 (IL-8) [42, 52]. Innymi 
czynnikami indukującymi angiogenezę są hipoksja i zwiększona produkcja tlen-
ku azotu przez komórki śródbłonka naczyń. Ponadto działające na powierzchnię 
śródbłonka naprężenie ścinające przepływającej krwi jest czynnikiem mechanicz-
nym prowadzącym do rozwoju krążenia obocznego [33].

Po zadziałaniu czynnika proangiogennego komórki śródbłonka znajdujące się 
w stanie spoczynku ulegają aktywacji powodując wzrost przepuszczalności ściany 
naczyń. Następnie maleje siła połączeń otaczających od zewnątrz śródbłonek pe-
rycytów, powodując oddalanie się od siebie obu warstw [7]. Komórki śródbłonka 
tworzą i uwalniają enzymy proteolityczne, które degradują macierz zewnątrzko-
mórkową oraz błonę podstawną. W procesie tym w naczyniu powstaje szczelina, 
która zostaje otoczona migrującymi i proliferującymi komórkami endotelialnymi, 
co zapoczątkowuje tworzenie nowych struktur będących przedłużeniem pierwot-
nego naczynia. Proces formowania takiego odgałęzienia nosi nazwę „kiełkowa-
nia” (sprouting). Kolejnym etapem jest synteza błony podstawnej i dojrzewanie 
komórek śródbłonka, które przechodzą w stan spoczynku. Stabilizacja nowopow-
stałego naczynia możliwa jest dzięki powtórnemu przyleganiu perycytów. Rosną-
ca sieć naczyń ulega fuzji, a tym samym wzrasta przepływ krwi [7, 42].

Angiogeneza poprzez „kiełkowanie” uznawana jest za dominujący mecha-
nizm rozwoju nowych naczyń w życiu pozapłodowym. Istnieją także inne typy 
angiogenezy, które przyczyniają się do rozrostu sieci naczyń krwionośnych u or-
ganizmów dorosłych [32]. Jednym z nich jest angiogeneza wgłębna, inaczej zwa-
na angiogenezą rozszczepiającą, polegającą na podzieleniu pierwotnego naczy-
nia na dwa potomne. W przypadku angiogenezy wgłębnej połączenia komórek 
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śródbłonka ulegają osłabieniu. Następnie warstwa perycytów oddala się od endo-
telium, a uwolnione czynniki proangiogenne mobilizują fibroblasty, które migrują 
w kierunku rozwarstwienia śródbłonka. Fibroblasty zaczynają odkładać włókna 
kolagenowe i powstaje wewnątrznaczyniowy filar. Wnikająca poprzez wgłębie-
nie macierz zewnątrzkomórkowa umożliwia tworzenie błony podstawnej, a final-
nie separację dwóch nowych naczyń [7].  

Prawidłowy przebieg angiogenezy determinowany jest równowagą pomiędzy 
czynnikami proangiogennymi, o których wspomniano powyżej, a czynnikami an-
tyangiogennymi, do których zalicza się m.in. trombospondynę-1, endostatynę, an-
giostatynę, tumstatynę, wazostatynę czy interferon-γ Tworzenie nowych naczyń 
krwionośnych zachodzi, gdy produkcja czynników stymulujących angiogenezę 
przeważa nad produkcją czynników antyangiogennych. W przypadku sytuacji od-
wrotnej angiogeneza ustaje. (IF-γ) [32]. 

Tworzenie nowych naczyń krwionośnych nie zawsze przebiega prawidłowo. Za-
chwianie równowagi i nadprodukcja czynników proangiogennych może powodować 
rozrastanie się naczyń w sposób niekontrolowany. Naczynia krwionośne powstają-
ce w przebiegu patologicznej angiogenezy są nadmiernie przepuszczalne dla osocza 
i jego białek, kiełkują w sposób nieregularny, a ich dystrybucja jest nierównomierna. 
Konsekwencją patologicznej angiogenezy jest wiele stanów chorobowych m.in. stany 
zapalne, czy neowaskularyzacja oczna polegająca na tworzeniu naczyń w obrębie oka 
w miejscach, gdzie nie występują w stanie fizjologicznym. Angiogeneza wykazuje 
także szczególne znaczenie w przypadku nowotworzenia, gdzie przyczynia się w spo-
sób znaczący do wzrostu i rozwoju guza [28].

WYBRANE CZYNNIKI PROANGIOGENNE

Angiogeneza jest procesem, którego inicjacja oraz przebieg, wymagają współ-
działania dużej grupy czynników. Wydaje się jednak, że część z nich pełni klu-
czową rolę w tym procesie. Należy do nich m.in.: naczyniowo – śródbłonkowy 
czynnik wzrostu VEGF.

Naczyniowo nabłonkowy czynnik wzrostu – VEGF (ang. vascular endothelial 
growth factor) jest to główny, bezpośredni czynnik wpływający na angiogenezę 
i to zarówno w warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych. Należy on do 
płytkowych czynników wzrostu i wpływa na każdy etap rozwoju naczyń [3]. 

Dzieje się to głównie na skutek odziaływania VEGF na komórki śródbłonka 
naczyń. Bierze on udział w angiogenezie poprzez następujące mechanizmy:

- zwiększenie przepuszczalności naczyń i to w sposób znacznie silniejszy 
niż czynią to inne czynniki proangiogenne na przykład Ang-2 [39], czy 
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histamina (działa aż 50 razy silniej), co powoduje gromadzenie się płynu 
i białek w przestrzeni pozanaczyniowej [61]. 

- działanie mitogenne na komórki śródbłonka, pobudzenie ich proliferacji oraz 
migracji komórek co skutkuje tworzeniem się prymitywnych naczyń [51].

- niszczenie przestrzeni pozakomórkowej poprzez aktywację enzymów 
proteolitycznych doprowadzając do wytworzenia przestrzeni, w których 
mogą tworzyć się nowe naczynia [61].

- zapewnienie utrzymania przy życiu nowych naczyń poprzez ich ochro-
nę przed apoptozą wywołaną przez interferon oraz poprzez bezpośrednią 
produkcję białka antyapoptycznego Bcl-2 [61]. Z tego powodu VEGF 
nazywany jest czynnikiem przetrwania (ang. survival factor) i działa on 
w ten sposób zarówno na komórki nowotworowe, jak i prawidłowe ko-
mórki śródbłonka [51].

U osób zdrowych VEGF również występuje i odpowiada za utrzymanie ho-
meostazy, działa neuroprotekcyjnie w siatkówce i OUN, jest także konieczny 
do rozwoju embrionalnego czy gojenia się ran [61]. Czynniki regulujące syn-
tezę i ekspresję VEGF dzieli się na zewnętrzne i wewnętrzne. Najważniejszym 
czynnikiem egzogennym, środowiskowym jest hipoksja. Niedotlenienie, na dro-
dze zwiększenia ilości czynnika indukowanego hipoksją – HIF-1, bezpośrednio 
zwiększa produkcję VEGF, ale wpływa również na ekspresję jego receptorów 
[61]. Wpływ na tworzenie czynnika VEGF mają również czynniki wzrostu i cy-
tokiny (interleukina 1 oraz 6) oraz hormony, czy takie związki chemiczne jak 
trombina czy czynnik tkankowy TF [39]. Czynniki wewnętrzne wpływające na 
ekspresję VEGF to mutacje genów supresorowych i aktywacja genów [39]. Po-
twierdzono, że mutacja genów Ras i p53 zwiększa ekspresję VEGF [19]. 

Istnieją cztery izoformy tego czynnika, które różnią się ilością tworzących 
je aminokwasów – odpowiednio 121, 165, 189 oraz 206 a także właściwościami 
fizykochemicznymi. Najczęściej występująca izoforma to VEGF 165 [39]. Aby 
wywołać efekt biologiczny VEGF musi połączyć się ze swoimi receptorami, które 
znajdują się w większości w błonie komórek śródbłonka naczyń. Najważniejsze 
z nich to VEGFR-1 oraz VEGFR-2. Receptory VEGFR-1 wykazują 10-krotnie 
większe powinowactwo do czynnika wzrostu, jednakże na powierzchni błon ko-
mórkowych jest ich znacznie mniej niż VEGFR-2. VEGFR-1 nazywane są też 
receptorami przynętowymi, gdyż wychwytując VEGF doprowadzają do zmniej-
szenia aktywności czynnika i w konsekwencji zapobiegają proliferacji śródbłon-
ka [39]. Poprzez połączenie z receptorem VEGFR-2 dochodzi do pobudzenia roz-
rostu komórek śródbłonka, zwiększenia przepuszczalności naczyń krwionośnych 
oraz inicjacji angiogenezy. Po połączeniu z receptorem VEGFR-1 czynnik może 
działać pobudzająco, ale i hamująco na naczyniotworzenie [39]. 
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ANGIOGENEZA I WYBRANE CZYNNIKI 
PROANGIOGENNE W NOWOTWORZENIU

Komórki nowotworowe, tak jak każde inne, potrzebują do prawidłowego 
funkcjonowania dopływu tlenu oraz związków odżywczych, dostarczanych im 
przez naczynia krwionośne. Naczynia te są też drogą odpływu powstających 
w komórkach zbędnych produktów przemiany materii. Szacuje się, że podczas 
początkowej fazy wzrostu zmiany nowotworowej, kiedy korzysta ona jedynie 
z dostępności naczyń zaopatrujących otaczające ją tkanki, jej wielkość nie prze-
kracza zazwyczaj 2-3 mm3. Po osiągnięciu tej wielkości, procesy apoptozy i pro-
liferacji komórek nowotworowych równoważą się [60].

Aby tkanka nowotworowa mogła kontynuować swój wzrost, musi dojść do 
procesu neowaskularyzacji, dzięki któremu znacząco poprawia się jej ukrwienie. 
Najlepiej poznanym mechanizmem prowadzącym do rozbudowy sieci naczynio-
wej guza jest angiogeneza pączkująca, prowadząca do powstania nowych naczyń 
krwionośnych z wcześniej już istniejących dzięki ich wzrostowi i rozgałęzianiu 
w kierunku strefy awaskularnej [45, 60].

Stymulacja angiogenezy jest procesem niezwykle złożonym i zależnym od 
równowagi między czynnikami proangiogennymi i antyangiogennymi, regulują-
cymi homeostazę naczyniową. W warunkach fizjologicznych równowaga ta jest 
zwykle przesunięta w kierunku czynników antyangiogennych i angiogeneza jest 
wstrzymana [60].

Podczas rozwoju guza czynniki kontrolujące angiogenezę są wydzielane nie 
tylko przez komórki nowotworowe, ale także przez komórki tworzące mikrośro-
dowisko guza, do których należą fibroblasty o fenotypie CAF, komórki endo-
telialne, pericyty, adipocyty oraz komórki układu immunologicznego, głównie 
monocyty, makrofagi, limfocyty i komórki dendrytyczne. Ważnymi elementami 
mikrośrodowiska nowotworu są również naczynia krwionośne i lifmatyczne, ko-
mórki nerwowe oraz macierz pozakomórkowa ECM [47].

Przewaga czynników promujących angiogenezę może zostać w mikrośrodo-
wisku nowotworowym uzyskana dwoma drogami. Pierwszą z nich jest nabycie 
przez część komórek guza tzw. fenotypu angiogennego. Dochodzi do tego w sku-
tek spontanicznych mutacji lub zmian epigenetycznych w obrębie onkogenów, 
genów supresorowych lub też genów kodujących czynniki proangiogenne [49, 
57, 60]. Drugą możliwością jest stymulacja szlaków uwalniających czynniki pro-
angiogenne w wyniku przedłużającej się hipoksji. Hipoksja jest niezwykle często 
obserwowana w obrębie rosnących nowotworów i jest oczywistym skutkiem nie-
dostatecznego ukrwienia komórek. Odpowiedź komórek na te niesprzyjające wa-
runki jest regulowana głównie poprzez stymulację syntezy rodziny czynników re-
gulowanych hipoksją (HIF) [4]. Jest to grupa czynników transkrypcyjnych mająca 
zdolność wpływania na wiele genów komórek nowotworowych zaangażowanych 
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w takie procesy jak proliferacja, apoptoza, regulacja pH mikrośrodowiska czy też 
indukcja angiogenezy [4]. Do tych ostatnich należy gen kodujący czynnik VEGF 
– główny czynnik proangiogenny produkowany przez komórki guza w warunkach 
hipoksji [4, 49]. Hipoksja odgrywa istotną rolę również w wielu innych procesach 
– może na przykład stymulować rekrutację komórek prekursowych ze szpiku ko-
stnego i ich różnicowanie do komórek endotelialnych [44, 60], pobudzać komórki 
endotelialne do proliferacji [44] czy też, wpływając na równowagę cytokin w mi-
krośrodowisku guza, tłumić odpowiedź immunologiczną organizmu [60].

Najbardziej istotnym czynnikiem kontrolującym proces angiogenezy jest 
czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego (VEGF). Choć w mikrośrodowisku 
guza to komórki nowotworowe są głównymi komórkami produkującymi ten 
czynnik, to wydzielany może być on również przez inne komórki, takie jak fi-
broblasty o fenotypie CAF lub też przez płytki krwi [60]. VEGF nie tylko indu-
kuje angiogenezę, ale także chroni nowopowstałe naczynia guza przed apoptozą, 
za pomocą czynników antyapoptycznych, głównie Bcl-2 [5]. Ponadto bierze on 
udział w szlakach prowadzących do zmniejszenia liczby połączeń między komór-
kami endotelialnymi, a w konsekwencji zwiększenia przepuszczalności naczyń 
w obrębie guza [36].

Innym czynnikiem proangiogennym, mogącym mieć duże znaczenie w trakcie 
rozwoju guza, jest SDF-1 (nazywany też białkiem CXCL12). Poza wpływem na in-
dukcję angiogenezy, stymuluje on komórki wielu rodzajów nowotworów to prolifera-
cji, migracji czy inwazji naczyniowej [26]. Udowodniono również pozytywny wpływ 
SDF-1 na możliwość przetrwania komórek guza w niekorzystnych warunkach oraz 
zdolność tego czynnika do lokalnej supresji odpowiedzi immunologicznej [2].

Z kolei czynnikiem mającym ogromne znaczenie w komunikacji między ko-
mórkami nowotworowymi a innymi komórkami mikrośrodowiska guza jest płyt-
kopochodny czynnik wzrostu (PDGF). Poza właściwościami proangiogennymi, 
ma on duże znaczenie w stabilizacji uformowanych naczyń poprzez wywieranie 
wpływu na pericyty [15, 22]. Wykazano, że PDGF może odgrywać rolę w unika-
niu przez komórki nowotworowe odpowiedzi immunologicznej organizmu po-
przez interakcję z makrofagami [15].

Naczynia krwionośne powstające w procesie angiogenezy w obrębie zmiany 
nowotworowej różnią się znacząco od tych występujących fizjologicznie. Ce-
chuje je duży stopień dezorganizacji, brak wyraźnego zróżnicowania na naczy-
nia włosowate, żylne i tętnicze, duży stopień przepuszczalności oraz powolny 
przepływ krwi. Te anormalne cechy prowadzą do mało efektywnego odżywienia 
zaopatrywanej przez nie tkanki, co skutkuje przewlekłą hipoksją komórek nowo-
tworowych i ciągłą indukcją powstawania kolejnych naczyń [57].

W przypadku części nowotworów proces angiogenezy może być istotny nie tyl-
ko ze względu na umożliwienie przetrwania i wzrostu guza, ale również daje spo-
sobność dla rozpoczęcia procesu jego przerzutowania. Przerzutowanie jest główną 
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przyczyną zgonów związanych z chorobą nowotworową [27]. W procesie tym ko-
mórki nowotworowe przedostają się do naczyń i wraz z krwią docierają do odle-
głych tkanek, w których opuszczają naczynie i rozpoczynają proliferację w nowym 
środowisku. Ich zdolność przedostania się do krążenia zależy ściśle od interakcji 
z pozostałymi komórkami mikrośrodowiska. Pericyty otaczające naczynia w tkance 
nowotworowej cechują się mniejszym przyleganiem do komórek endotelialnych, 
co skutkuje powiększeniem przestrzeni, przez które mogą przenikać komórki no-
wotworowe [60]. Również same komórki endotelialne mogą w mikrośrodowisku 
guza przyjmować charakterystyczne fenotypy i wydzielając czynniki angiokrynne 
wpływać na progresję komórek nowotworowych [27, 60]. Ogromne znaczenie dla 
procesu intrawazacji ma pojawienie się w mikrośrodowisku nowotworu czynników 
takich jak VEGF, MMP czy ANGPTL4, których sekrecja przez wiele komórek jest 
napędzana głównie przewlekłą hipoksją w tymże środowisku [27, 60].

ANGIOGENEZA W RDZENIAKU ZARODKOWYM

Proces angiogenezy w rdzeniaku zarodkowym nie jest dobrze poznany, jed-
nakże istnieją nieliczne badania, których wyniki sugerują, iż jest to guz naczy-
niozależny. Rdzeniak zarodkowy jest najczęstszym guzem embrionalnym wśród 
populacji pediatrycznej. Spośród 4 podgrup molekularnych Wnt, SHH, grupa 3 
i grupa 4,  najwyższym poziomem angiogenezy wykazuje się grupa 3, która ce-
chuje także się najgorszymi rokowaniami. Proces angiogenezy jest cechą charak-
terystyczną rozwoju tego guza, a utkanie ich tworzy charakterystyczne struktury 
glomuroidalne co również stanowi o jego złośliwości [53, 54]. 

Badania wykonane na trzech niezależnych grupach pacjentów wykazały podwyż-
szony poziom mRNA VEGF-A wśród pacjentów grupy 3 oraz różnicę w przeżywal-
ności pacjentów spośród wszystkich grup na korzyść pacjentów z niską ekspresją.
[53] W trakcie badań wykonano ksenoprzeszczepy trzech różnych typów rdzeniarka 
zarodkowego trzem grupom myszy laboratoryjnych, a następnie określano z wyko-
rzystaniem DSC MRI unaczynienie rozwijających się guzów oraz przeżywalność 
osobników z danym typem guza, zaś wyniki DSC MRI potwierdzono badaniami hi-
stologicznymi post mortem. Wykazano, że najniższą przeżywalnością cechowały się 
zwierzęta z przeszczepionym guzem o najwyższej ekspresji mRNA VEGF-A i zwięk-
szała się ona wśród grup z przeszczepionymi guzami o mniejszym unaczynieniu. 
Opisano również trzy wzorce unaczynienia guza: zorganizowane, mikronaczynia 
rozproszone „DM” (ang. diffuse microvascular) oraz heterogenne. Wzorzec zorga-
nizowany cechuje się równomiernym rozłożeniem naczyń krwionośnych o podobnej 
średnicy w obrębie całego guza, w przypadku „DM” dochodzi do rozwoju małych 
naczyń krwionośnych rozmieszczonych w obrębie całego guza bez lub z minimalną 
ilością większych naczyń, natomiast unaczynienie heterogeniczne jest połączeniem 
cech unaczynienia zorganizowanego i „DM”. Pod względem przeżycia, najlepsze 
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wyniki uzyskała grupa  myszy z guzem o unaczynieniu zorganizowanym, a najgorsze 
– z mikrounaczynieniem rozproszonym „DM”, co sugeruje wpływ typu unaczynienia 
na złośliwość rdzeniaka zarodkowego. Badanie wykazało, że ekspresja mRNA VE-
GF-A w przeszczepianym guzie odpowiada ekspresji w mózgu, wydaje się zatem, że 
egzogenny VEGF-A indukuje wydzielanie tego czynnika przez komórki gospodarza.

Badania Huber i wsp. wykazało obecność wielu czynników proangiogennych 
wśród 93% badanych pacjentów z rdzeniakiem zarodkowym z czego najważniej-
szymi były VEGF165, VEGF-A i VEGF-B. W niniejszych badaniach VEGF165 
był jednym z najpowszechniejszych czynników proangioennych w liniach komór-
kowych PNET i pierwotnych PNET/MB oraz poziom jego ekspresji był zbliżony 
do poziomu obserwowanego u dzieci z guzami glejowymi. Dodatkowo badania 
wykazały, iż ekspresje VEGF, VEGF-B oraz Ang-2 były ze sobą skorelowane, co 
sugeruje jednoczesny udział kilku czynników proangiogennych w regulacji neo-
waskularyzacji w PNET/MB [17]. 

Z wykorzystaniem metod immunohistochemicznych zidentyfikowano wzmo-
żoną angiogenezę oraz ekspresję VEGFA, FLT1 oraz HBEGF w mysim modelu 
guza grupy SHH pozbawionym Pten, który jest jednym z głównych inhibitorów 
przekazywania sygnału przez kinazę PI-3. Przeprowadzone badania wykazały, iż 
niedobór ten wpływa na zmianę histologii rdzeniaka zarodkowego z klasycznej na 
ekstensywnie guzowatą (MBEN). Buzy MBEN charakteryzują się niższym indek-
sem proliferacyjnym i zróżnicowaniem neurocytowym, jednakże żadne badania 
nie wykazały niższej przeżywalności osobników z tym typem guza [6].

Receptory VEGF występują naturalnie w komórkach śródbłonka naczyniowe-
go w małym ilościach, jednakże ulegają one nadekspresji w komórkach śródbłon-
ka naczyń krwionośnych rdzeniaka zarodkowego. Istnieje wiele dowodów wska-
zujących na wpływ czynników angiogennych na tempo wzrostu guzów oraz na 
ich potencjał w tworzeniu przerzutów [29].

Mimo, iż badania poświęcone neowaskularyzacji w rdzeniaku zarodkowym są 
nieliczne, to wydaje się, że istnieje zależność pomiędzy tym procesem a wzrostem 
i rozwojem nowotworu, a także korelacja z przeżywalnością pacjentów. Szcze-
gólnie dotyczy to pacjentów, których guzy wykazują cechy typowe dla grupy 3. 
W związku z powyższym wydaje się, że angiogeneza może być nowym celem 
terapii medulloblastoma. 

TERAPIA ANTYANGIOGENNA 
W RDZENIAKU ZARODKOWYM

Metody leczenia rdzeniaka zarodkowego uzależnione są przede wszystkim od 
stopnia rozwoju nowotworu oraz od wieku chorego. Podstawowym schematem 
leczenia jest operacja neurochirurgiczna oraz wdrożona pooperacyjnie radiote-
rapia[8, 31, 37]. W niektórych przypadkach, m.in. u dzieci poniżej 3 roku życia, 
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rezygnuje się z radioterapii i wdrażane jest zastępcze leczenie często wykorzy-
stywanymi chemioterapeutykami [20, 21, 38]. Takie postępowanie wiąże się jed-
nak często z poważnymi skutkami ubocznymi, w związku z czym coraz więcej 
zespołów badawczych opracowuje nowoczesne podejście do leczenia rdzeniaka 
zarodkowego, wykorzystujące wiedzę na temat czynników wzrostu mających klu-
czowe znaczenie w rozwoju guza [30]. Badania kliniczne nad takimi formami 
terapii wykazują, że są one mniej obciążające dla organizmu i charakteryzują się 
występowaniem łagodniejszych form niepożądanych efektów leczenia.

Obecnie jednym z głównych celów dla naukowców jest dokładne poznanie 
mechanizmu działania czynników, które indukują nie tylko rozrost samego no-
wotworu, ale także przyczyniają się do angiogenezy w jego obrębie. Wiedza ta 
umożliwiłaby opracowanie terapii wycelowanych w konkretne szlaki transdukcji 
sygnału odpowiedzialne za proliferację komórek oraz angiogenezę. Zablokowa-
nie bądź wzmocnienie niektórych z nich może okazać się przełomem w walce 
z wieloma nowotworami, w tym z rdzeniakiem zarodkowym. Aktualnie wiele le-
ków przechodzi kolejne fazy badań klinicznych i przynosi obiecujące rezultaty. 
Należą do nich m.in.: mebendazol oraz forenitib.

Mebendazol jest lekiem dość powszechnie stosowanym przy zarażeniach pa-
sożytami. Jednak ostatnie badania wskazują, iż może on znaleźć zastosowanie 
także w terapiach niektórych nowotworów układu nerwowego, także rdzeniaka 
zarodkowego, zastępując powszechnie stosowaną winkrystynę[1, 9]. Lek ten cha-
rakteryzuje się możliwością oddziaływania na liczne szlaki wewnątrz-, jak i ze-
wnątrzkomórkowe oraz zdolnością do łączenia się ze strukturami wewnątrzko-
mórkowymi, w tym z tubuliną. Oddziaływanie to blokuje podziały komórkowe, 
jak również utrudnia sygnalizację międzykomórkową. 

Inną ważną właściwością mebendazolu jest zdolność do inhibicji receptora 
naczyniowo-śródbłonkowego czynnika wzrostu (VEGFR2), przez co blokowa-
ny jest szlak sygnałowy odpowiadający za angiogenezę[35]. Co więcej, badania 
kliniczne nad skutecznością mebendazolu w terapii glejaka przeprowadzane na 
ludziach wskazują na jego duże bezpieczeństwo nawet przy stosowaniu wysokich 
dawek leku. Stąd też w leku tym pokłada się duże nadzieje w kontekście nowej 
terapii antyangiogennej rdzeniaka zarodkowego [1].

Foretinib jest eksperymentalnym lekiem, którego działanie testowane jest 
pod kątem leczenia licznych nowotworów. Podobnie jak Mebendazol, Foretinib 
jest inhibitorem dla receptora czynnika wzrostu śródbłonka naczyniowego (VE-
GFR2), dzięki czemu może wpływać na ograniczenie angiogenezy w polu zmia-
ny nowotworowej. Hamuje także szlak wątrobowego czynnika wzrostu (HGFR), 
będącego ważnym punktem w trakcie rozwoju móżdżku [18]. Zapobiega w ten 
sposób nadmiernej proliferacji komórek oraz indukuje wejście komórek nowo-
tworowych w szlak apoptozy w rdzeniaku zarodkowym typu SHH. Co istotne, 
zauważono, że Foretinib ma zdolność przekraczania bariery krew-mózg oraz jest 
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dobrze metabolizowany. Badania na myszach pokazały, iż Foretinib wpływał ha-
mująco na rozwój pierwotnej zmiany nowotworowej, jej unaczynienia, ale także 
ogranicza częstość występowania przerzutów [48].

Duże nadzieje związane z terapią w rdzeniaku zarodkowym pokłada się także 
w badaniach nad nowotworowymi komórkami macierzystymi. Badania te doty-
czą w dużej mierze szlaków transdukcji sygnału oraz genów odpowiedzialnych 
m.in. za angiogenezę. Wycelowanie leczenia właśnie w te komórki może być 
o tyle istotne, iż stanowią one populację komórek odpowiadających nie tylko za 
rozrost zmiany, ale także za jej zapoczątkowanie, utrzymanie, za występowanie 
przerzutów, ale również za nawroty choroby. Co więcej, wykazują odporność na 
tradycyjne leczenie takie jak chemioterapia oraz radioterapia [16]. Zatem opra-
cowanie metody terapeutycznej, która pozwoliłaby na niszczenie tych komórek, 
znacznie ułatwiłaby proces leczenia.

Pomimo tego, że większość prób przynosiła niezadowalające rezultaty, po-
jawiają się bardziej obiecujące metody, takie jak stosowanie GDC-0941 w celu 
inhibicji szlaku 3-kinaz fosfatydyloinozytolu PI3K/Akt, które wyraźnie zmniej-
sza ilość komórek CD133+ mających właściwości komórek macierzystych nowo-
tworu [12]. Szlak PI3K/Akt ma istotne znaczenie w metabolizmie komórkowym, 
w trakcie podziałów komórek, ale również w procesie angiogenezy. Poprzez 
wpływ zewnętrznych czynników wzrostu, w tym VEGF, oddziałuje na szlak sy-
gnałowy związany z tlenkiem azotu(II) NO. Obydwa szlaki wywołują kaskadę 
reakcji doprowadzających do formowania naczyń krwionośnych zarówno w wa-
runkach fizjologicznych, jak i patologicznych[46]. Zatem jego zahamowanie mo-
głoby potencjalnie prowadzić do ograniczenia unaczynienia w obrębie zmiany 
nowotworowej. 

Oprócz szlaku PI3K/Akt analizie poddawany jest również szlak STAT3, któ-
rego inhibicja przez cucurbitacynę I czy celekoksyb pozwala na znaczne zmniej-
szenie właściwości proliferacyjnych komórek CD133+[58]. Szlak STAT3, po-
dobnie jak PI3K/Akt, pełni znaczącą rolę w przebiegu angiogenezy w chorobach 
nowotworowych. Jak pokazują badania, białko STAT3 może przyłączać się do 
miejsca promotorowego w genie kodującym VEGF i w ten sposób indukować 
jego wzmożoną ekspresję. Skutkiem tego jest wzmożona proliferacja komórek 
nowotworowych oraz tworzenie naczyń krwionośnych w obrębie zmiany[34]. 
Z tego względu opracowywane są terapie mające na celu zablokowanie aktyw-
ności STAT3, a tym samym zmniejszenie ekspresji VEGF oraz zahamowanie an-
giogenezy. Oprócz cucurbitacyny I oraz celekoksybu działanie hamujące wzglę-
dem STAT3 wykazują także dasatinib w terapii łączonej z cisplatyną, ruxolitinib 
oraz tofacitinib, które w modelach przedklinicznych wykazują dużą skuteczność. 
W związku z powyższym planowane jest rozpoczęcie badań klinicznych, które 
potwierdziłyby ich skuteczność oraz bezpieczeństwo stosowania w przyszłych te-
rapiach antyangiogennych [55].
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PODSUMOWANIE

Rdzeniak zarodkowy jest najczęściej występującym nowotworem złośliwym 
o pochodzeniu embrionalnym ośrodkowego układu nerwowego u dzieci. Jego 
anatomiczne położenie skutkuje możliwością wystąpienia przerzutów drogą pły-
nu mózgowo-rdzeniowego, co czyni go jeszcze bardziej śmiertelnym. 

Spośród wielu mechanizmów, które sprzyjają powstaniu, wzrostowi i prze-
rzutowaniu rdzeniaka zarodkowego, istotnym procesem nań oddziaływującym 
jest angiogeneza, która zapewnia prawidłowe ukrwienie guza, a tym samym jego 
odżywienie i dotlenienie, jak również umożliwia powstawanie wtórnych ognisk 
nowotworowych w miejscach odległych. Angiogeneza ma skomplikowany prze-
bieg i jest kontrolowana przez szereg czynników proagniogennych i antyangio-
gennych. Równowaga między nimi reguluje zachodzenie angiogenezy. W trakcie 
powstawania i rozwoju nowotworów, w tym także rdzeniaka, dochodzi do za-
burzenia procesu naczyniotworzenia, z reguły na skutek zwiększonej ekspresji 
czynników stymulujących angiogenezę.  

Rdzeniak zarodkowy jest nowotworem, dla rozwoju którego duże znaczenie 
ma proces angiogenezy. Charakteryzuje się on nadekspresją czynników proangio-
gennych. Badania udowodniły, że występuje korelacja między przeżywalnością, 
a stopniem wydzielania czynników proangiogennych, głównie VEGF, przez rdze-
niaka zarodkowego. Inną zauważoną prawidłowością jest zwiększenie się ilości 
swoistych receptorów dla VEGF w śródbłonku naczyń krwionośnych tego guza. 
Ponadto, układ nowotworzących się naczyń krwionośnych w obrębie guza może 
mieć znaczenie prognostyczne. 

Badania dotyczące procesu angiogenezy w rdzeniaku zarodkowym mają duże 
znaczenie dla optymalizacji jego leczenia. Zablokowanie tworzenia nowych na-
czyń lub zahamowanie tego procesu jest istotnym etapem leczenia. Wciąż podsta-
wową procedurą leczenia rdzeniaka zarodkowego jest operacja chirurgiczna i ra-
dioterapia. Radioterapia nie może być jednak stosowana u dzieci poniżej 3 roku 
życia, dlatego rozwój terapii chemioterapeutykami jest kluczowy w walce z tym 
często występującym nowotworem. Lekiem blokującym szlak angiogenezy jest 
mebendazol, który doprowadza do inhibicji VEGF 2. Jednocześnie lek jest bez-
pieczny w stosowaniu. Podobnie działającym lekiem jest foretinib, który oprócz 
blokowania VEGF 2, hamuje szlak wątrobowego czynnika wzrostu (HGFR), 
skutkiem tego jest indukowanie apoptozy komórek guza. 

Przeprowadzone dotychczas badania wskazują na istotną rolę procesu an-
giogenezy w rozwoju rdzeniaka zarodkowego. Tym samym stosowanie leków 
o charakterze antyangiogennym u pacjentów z medulloblastoma, u których kon-
wencjonalne leczenie nie jest możliwe lub nie przynosi oczekiwanych rezultatów, 
daje duże nadzieje na opracowanie skutecznych form terapii. Jednak zagadnienie 
to wymaga przeprowadzenia dalszych badań, w tym na poziomie klinicznym. 
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Streszczenie: Zmniejszenie liczby spożywanych kalorii opóźnia procesy starzenia i znacznie re-
dukuje ryzyko występowania chorób związanych z wiekiem. Liczne badania przeprowadzone na 
przestrzeni ostatnich lat wykazały, że restrykcja kaloryczna od 25 do 60 procent zapotrzebowania en-
ergetycznego przy jednoczesnym zachowaniu prawidłowego poziomu koniecznych dla prawidłowe-
go funkcjonowania organizmu składników mineralnych i witamin znacznie zwiększyła długość jak 
i poprawiała jakość życia wielu gatunków zwierząt. W niniejszej pracy omówiono restrykcję kalo-
ryczną w aspekcie mechanizmów molekularnych związanych ze starzeniem się organizmu. 

Słowa kluczowe: restrykcja kaloryczna, starzenie się, teorie i mechanizmy starzenia się organizmu

Summery: Reducing the number of calories inhibits premature aging and significantly reduces the 
risk of age-related diseases. Numerous studies conducted over many years have shown that caloric 
restriction, from 25 to 60 percent of energy demands while maintaining the proper level of minerals 
and vitamins necessary for the proper functioning of the body, significantly increased length and 
improved the quality of life of many animal species. In this paper, we focused on caloric restriction 
in terms of the molecular mechanisms related to aging of the organism. 

Keywords: caloric restriction, aging, theories and mechanisms of aging

WSTĘP

Proces starzenia jest zjawiskiem plastycznym [27]. Wpływa na niego wiele 
czynników m.in. niestabilność genomu, zmiany epigenetyczne, dysfunkcja mi-
tochondriów, starzenie komórek, wyczerpanie puli komórek macierzystych, czy 
chociażby zmiany w sygnalizacji międzykomórkowej [10, 21, 52]. Uważa się, 
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również, że wiele tzw. nutraceutyków, czyli składników pożywienia pochodzenia 
naturalnego, poprzez swoje działanie antyoksydacyjne i przeciwzapalne może mo-
dyfikować proces starzenia a tym samym opóźniać rozwój chorób wieku podeszłe-
go [1]. Liczne doniesienia literaturowe poświadczają także, że ograniczenie kalorii 
(CR) jest obecnie jedyną niegenetyczną interwencją mającą na celu opóźnienie po-
stępu starzenia i rozwój chorób przewlekłych związanych z wiekiem [35].

Zgodnie z definicją restrykcję kaloryczną (ang. caloric restriction, CR/ ang. 
dietary restrictin, DR) rozumiemy jako dietę, w której znacząco zmniejsza się 
wartość energetyczną pożywienia (od 30 do 60% dziennego zalecanego spożycia) 
ale dostarczane są wszystkie niezbędne mikro- i makroelementy, witaminy oraz 
inne składniki odżywcze [7]. Niektórzy badacze wykorzystując do badań mode-
le zwierzęce stosują tzw. łagodną restrykcję kaloryczną ok. 10-15%, która rów-
nież przynosi znaczne efekty [3, 26, 50]. Pierwsze doniesienia poświadczające 
znaczący wpływ ograniczenia kalorycznego na długość i jakość życia pochodzą 
już z 1935 roku, kiedy to McCay wraz ze współpracownikami zaobserwowali, 
że szczury poddane restrykcji kalorycznej żyją dłużej niż zwierzęta otrzymujące 
zalecaną dzienną dawkę pożywienia [54]. Wyniki tego doświadczenia miały prze-
łomowe znaczenie w gerontologii i wyznaczyły nowy kierunek badań nad pro-
cesami starzenia. Od tego czasu podobne obserwacje poczyniono w stosunku do 
wielu różnych gatunków m.in. drożdży, robaków, ryb, myszy, szczurów i małp [9, 
22, 26, 27, 30]. Zaobserwowano, że organizmy te nie tylko żyją dłużej, ale dłużej 
zachowują pełną aktywność. 

U ludzi ocena wpływu ograniczenia kalorycznego jest dość trudna głównie 
z technicznego punktu widzenia. Dotyczy to przede wszystkim długoterminowo-
ści tego typu eksperymentów, przesłanek bioetycznych i kosztów. Pozostają zatem 
historyczne obserwacje, które poczyniono na przestrzeni lat. Wśród tych rozlicz-
nych doniesień na plan pierwszy wysuwa się przykład mieszkańców japońskiej 
wyspy Okinawy, który od wielu lat fascynuje naukowców. Na podstawie obszernej 
analizy sporządzonej w latach 70 Kagawa odnotował, że na wyspie tej żyło naj-
więcej na świecie stulatków, na każde 100 tys. przypadało ich ok. 50 podczas gdy 
w krajach wysoko uprzemysłowionych było ich 10-20 [59]. W 2006 roku wśród 
1,3 mln. mieszkańców żyło 740 stulatków w tym 90% stanowiły kobiety. Miesz-
kańcy Okinawy oprócz tego, że żyli dłużej to dodatkowo wykazywali zwiększoną 
jak na swój wiek sprawność fizyczną [59, 60]. Liczba zgonów na skutek udarów, 
nowotworów i chorób serca była w tej populacji o 35% niższa, a liczba zgonów 
osób w wieku 60-64 lat o połowę mniejsza niż na innych wyspach Japonii. Ka-
gawa powiązał obserwowany stan rzeczy z ograniczeniem kalorycznym jakiemu 
poddawani są mieszkańcy Okinawy już od wczesnych lat swojego życia. Ilość ka-
lorii jaką przyjmowały dzieci w wieku szkolnym to 62% dziennej, zalecanej daw-
ki. Dorośli natomiast spożywali o 40% mniej kalorii w stosunku do mieszkańców 
USA [22, 59]. W badaniach trwających ponad 25 lat, w które zaangażował się 
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również rząd Japonii, przebadano ludzi powyżej 70 roku życia w tym ponad 900 
stulatków. Stwierdzono brak wyraźnych zaburzeń sprawności fizycznej, osoby 
poddane badaniu odznaczały się szczupłą sylwetką, miały drożne tętnice a tylko 
w nielicznych przypadkach odnotowano choroby serca czy nowotwory. Dodat-
kowa analiza uwzględniająca aspekt genetyczny i klimatyczny przeprowadzona 
przez grupę prof. Suzuki nie wykazała żadnego nietypowego genu występującego 
tylko w populacji żyjącej na Okinawie, ani niezwykłego składnika mikroklimatu 
[60]. Przedstawione powyżej dane dotyczyły osób starszych należących do tak 
zwanego pokolenia powojennego. Niestety, ostatnimi czasy pojawiły się doniesie-
nia świadczące o tym, że Okinawa traci swój wysoki wskaźnik długowieczności. 
Zadaniem naukowców jest to głównie wynikiem „westernizacji” diety obecnego 
pokolenia [19].

Kontrolowane badania wpływu restrykcji kalorycznej z udziałem ludzi są 
nowością a czas ich przeprowadzania jest znacznie ograniczony (maksymalnie 2 
lata) [28]. Trudno na ich podstawie określić wpływ restrykcji na długowieczność 
czy przeżywalność ludzi. 

W 1991 roku przeprowadzono eksperyment ekologicznego pod nazwą Biosfe-
ra, który jako pierwszy pokazał wpływ restrykcji kalorycznej na niektóre parame-
try fizjologiczne człowieka. Biosfera była zamkniętym, odizolowanym obszarem, 
w którym umieszczono 8 osób (cztery kobiety i czterech mężczyzn) na okres 2 lat. 
W wyniku nieoczekiwanych problemów, które pojawiły się w pierwszej części 
eksperymentu, uczestnicy poddani zostali przymusowemu ograniczeniu kalorycz-
nemu. Dzienne spożycie kalorii wynosiło 1750-2100 kcal [57]. Dane uzyskane po 
zakończeniu projektu pokazały, że obniżeniu uległy: wskaźnik masy ciała o 19% 
dla mężczyzn i 13% dla kobiet; ciśnienie krwi skurczowe o 25% i rozkurczowe 
o 22%), hormony (np. insulina, obniżona o 42%; T3, obniżona o 19%), parametry 
biochemiczne (np. poziom cukru we krwi obniżony o 21%; cholesterol obniżony 
o 30%). Szereg dodatkowych zmian , w tym wartości rT3, kortyzolu, hemoglo-
biny glikowanej i innych, przypominały wartości u gryzoni lub małp utrzymywa-
nych w reżimie niskokalorycznym [57].

W 2007 roku rozpoczęto kompleksowe badanie w ramach programu CAL-
ERIE (Comprehensive Assessment of the Long-term Effects of Reducing Energy 
Intake). Było to pierwsze, zaprojektowane badanie mające na celu ocenę skutków 
długotrwałego (6, 12 i 24 miesiące) ograniczenia kalorycznego nieotyłych ludzi. 
W programie uczestniczyło 3 ośrodki badawcze ze Stanów Zjednoczonych łącz-
nie w badaniu wzięło udział 220 osób (kobiet i mężczyzn) w wieku 21-50 lat [49]. 
Wykazano, że 2 lata umiarkowanego ograniczenia kalorii (25%) znacznie zmniej-
szyły wartości kardiometabolicznych czynników ryzyka u młodych, nieotyłych 
dorosłych. Znacznie poprawił się profil lipidowy surowicy krwi (obniżeniu ule-
gły: wartości LDL, stosunku cholesterolu całkowitego do HDL) i funkcja rozkur-
czowa serca. Badania te dowodzą, że praktykowanie umiarkowanego ogranicze-
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nia kalorii u młodych i zdrowych osób w średnim wieku może przynieść znaczne 
korzyści dla zdrowia układu sercowo-naczyniowego [28]. 

Pomimo, że istnieją solidne dane sugerujące, iż restrykcja kaloryczna popra-
wia zdrowie i może wydłużyć żywotność, trudno jednoznacznie stwierdzić, że jej 
efekty są uniwersalne. Wykazano, że bardzo duże znaczenie ma min.: tło gene-
tyczne, płeć, rodzaj ograniczenia oraz czas jego rozpoczęcia [14, 38, 43].

JAK RESTRYKCJA KALORYCZNA WPŁYWA 
NA MECHANIZMY ZWIĄZANE 

ZE STARZENIEM SIĘ ORGANIZMU?

Obecnie szeroko akceptowaną teorią na temat ograniczenia spożycia kalorii 
i jego wpływu na długowieczność jest hipoteza hormezy [31, 54]. Termin ten zo-
stał sformułowany przez Suothama i Ehrlicha w 1943 roku i oznacza zjawisko po-
legające na tym, że pewne substancje – które podawane są w nadmiarze wywierają 
szkodliwy efekt, w małych ilościach mogą przynosić korzystne rezultaty [5, 6, 48]. 
I tak hipoteza hormezy w kontekście restrykcji kalorycznej, zakłada, że obniżenie 
ilości spożywanych kalorii jest łagodnym czynnikiem stresowym, który wywołuje 
w organizmie pozytywną odpowiedź obronną. W efekcie zmianie ulega metabolizm 
– rośnie odporność na stres, co w konsekwencji powoduje zwiększenie długości ży-
cia krytycznych dla organizmu komórek. Hipoteza hormezy dotycząca ogranicze-
nia kalorii w diecie wysuwa cztery główne przypuszczenia. Po pierwsze, łagodny 
czynnik stresowy jakim jest ograniczenie kalorii indukuje sygnalizacyjne szlaki 
wewnątrzkomórkowe. Szlaki te zaangażowane są w mechanizm obrony komórek 
i tkanek przed skutkami procesu starzenia (osłabienie procesu apoptozy). Po dru-
gie, regulują metabolizm glukozy, tłuszczów i białek w taki sposób, który zwiększa 
szanse na przeżycie organizmu w warunkach stresu. Całość mechanizmów zaś pod-
lega kontroli układu hormonalnego i autonomicznego zapewniającym utrzymanie 
równowagi wewnętrznej organizmu [54]. 

Badania z ostatnich dwóch dekad dostarczyły wielu szczegółów na temat me-
chanizmów restrykcji kalorycznej. Ostatnie postępy w technikach bioinformatycz-
nych, analizy zaburzeń genetycznych na poziomie organizmu, znacznie poszerzyły 
naszą wiedzę na temat mechanizmów molekularnych, które pośredniczą w wydłu-
żeniu długości życia przez interwencje kaloryczne. Ze względu na fakt, że wiele 
genów i szlaków związanych z procesem starzenia jest w dużej mierze konserwa-
tywne ewolucyjnie, organizmy modelowe takie jak drożdże, nicienie, D. melanoga-
ster były kluczowe dla odkryć tych mechanizmów. Obecnie wiadomo, że CR działa 
poprzez kluczowe metaboliczne szlaki sygnałowe reagujące na składniki odżywcze 
i stres, w tym sirtuiny, IIS/FOXO, TOR, AMPK, i mitofagię [7, 8, 32, 58] (Ryc. 1).
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SIRTUINY A RESTRYKCJA KALORYCZNA
Ostatnie odkrycia dowodzą, że mechanizm związany z wpływem ograniczenia 

kalorycznego na proces starzenia jest efektem działania sirtuin (ang. silent infor-
mation regulator, Sir). Zainteresowanie tymi białkami wzrosło po 1999 roku kiedy 
to zaobserwowano, że jedno z nich Sir 2 przedłuża życie drożdży Saccharomyces 
cerevisiae o ok. 30% [17]. Wiadomo, że sirtuiny należą do enzymów z rodziny 
NAD+ – zależnych deacylaz histonowych (HDAC), co sugeruje, że ich aktywność 
zależy od stanu metabolicznego komórki [20]. Przypisuje się im udział w takich 
procesach jak: wyciszanie transkrypcyjne genów, regulacja apoptozy i homeosta-
zy gospodarki lipidowej czy wspomniana powyżej ingerencja w proces starzenia 

RYCINA 1. Zmiany na poziomie molekularnym i metabolicznym zachodzące w organizmie pod 
wpływem ograniczenia kalorycznego. mTOR – ang. mammalian target of rapamycin kinase; IIS- ang. 
insulin/IGF-1 signaling pathway; JNK – ang. c-Jun N-terminal kinase pathway; ROS – ang. reactive 
oxygen species; TNFα – ang. tumor necrosis factor α; AMPK – ang. AMP-activated protein kinase; 
FoxO – ang. Forkhead box protein O 
FIGURE 1. Changes on the molecular and metabolic level occurring in the body due to caloric re-
striction. mTOR – mammalian target of rapamycin kinase; IIS- insulin/IGF-1 signaling pathway; JNK 
– c-Jun N-terminal kinase pathway; ROS – reactive oxygen species; TNFα – tumor necrosis factor α; 
AMPK – AMP-activated protein kinase; FoxO – Forkhead box protein O

RESTRYKCJA KALORYCZNA

EFEKTY OGÓLNE I 

METABOLICZNE:

↓ masy ciała,

↓ temperatury ciała

↓ wydatkowania energii,

↓ metabolizmu lipidów,

↓ poziomu insuliny na czczo,

↓ poziomu stanu zapalnego,

EFEKTY MOLEKULARNE:

↓ sygnałowania szlaku mTOR,

↓ sygnałowania szlaku IIS,

↓ sygnałowana JNK,

↓ spadek poziomu ROS,

inaktywacja TNFα,

↑ caskady AMPK,

↑ poziomu sirtuin,

↑ autofagii,

↑aktywności FoxO,
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[29]. U ssaków zidentyfikowano siedem genów SIRT1-7, będących homologami 
odkrytego u drożdży genu Sir2. Geny te kodują białka o masie cząsteczkowej od 
33,9kDa (SIRT5) do 81,7kDa (SIRT1) [53]. Wszystkie formy charakteryzują się 
występowaniem domeny wiążącej NAD, umożliwiającą aktywność enzymatycz-
ną. Stanowią element konserwatywnego ewolucyjnie aparatu genetycznej kontroli 
starzenia, uruchamianego i promującego przeżycie organizmu w niekorzystnych 
warunkach środowiska. Poszczególne sirtuiny różnią się między sobą rodza-
jem aktywności, kierunkiem działania i lokalizacją w obrębie komórki (Tab. 1). 
SIRT1 występują w jądrze komórkowym i cytoplazmie, SIRT2 w cytoplazmie, 
SIRT3, 4, 5 w mitochondriach a SIRT6, 7 występują w jądrze komórkowym [17, 
29, 32]. Funkcja enzymatyczna tych białek nie została jeszcze całkowicie zgłę-
biona. Wiadomo, że substratami dla tych enzymów są m.in.: związane z DNA 
białka histonowe, odpowiadające za strukturę chromatyny; białko p53, hamujący 
rozwój nowotworów, określany często mianem strażnika genomu; budujące mi-
krotubule białko α- tubuliny; syntetaza acetylo-CoA [17, 53]. Odkrycie sirtuin 
odpowiadających za przebudowę struktury chromatyny i regulację transkrypcji 
umożliwiło nowe spojrzenie na rozumienie mechanizmu jaki łączy ograniczenie 
kalorii z wydłużeniem życia. Kolejne doniesienia stanowiły potwierdzenie wcze-
śniejszych obserwacji, ponadto wykazano, że efekt wydłużenia czasu życia w od-
powiedzi na restrykcję kaloryczną nie występuje gdy uszkodzone są geny kodują-
ce sirtuiny [4]. Zwiększenie ekspresji tych genów powoduje z kolei wzmocnienie 
obserwowanego efektu. Ograniczenie kaloryczne powoduje wzrost aktywności 
sirtuin. Zmniejszenie szybkości metabolizmu i zmiana stanu oksydoredukcyjne-
go komórek, która wiąże się ze zmianą stosunku NAD+ /NADH zwiększa pulę 
wolnych koenzymów NAD+ i tym samym ich dostępność dla białek SIRT [17, 
53]. W 2003 roku Sinclair i współpracownicy wykazali, że na wydłużenie życia 
u drożdży poza sirtuinami ogromne znaczenie ma również funkcjonalność genu 
PNC1- [2]. Produktem aktywności tego genu jest białko nikotynamidaza PNC1, 
katalizująca reakcję deaminacji nikotynamidu do kwasu nikotynowego. Nikoty-
namid poza tym, że jest produktem, to stanowi dodatkowo substancję hamującą 
deacylację przeprowadzaną przez sirtuiny [2]. Co ciekawe nie zaobserwowano, 
by podobny efekt wywoływał kwas nikotynowy. Reasumując, obniżenie stężenia 
nikotynamidu przez PNC1 prowadzi do wzrostu aktywności sirtuin. Teoria ta wy-
daje się być całkowicie zgodna z przytoczoną powyżej hipotezą hormezy- ogra-
niczenie kaloryczne jako łagodny czynnik stresowy powoduje aktywację białek 
SIRT przez obniżenie stężenia inhibitorów lub zwiększenie ilości substancji akty-
wujących te białka [36]. Dodatkowo wiele badań wskazuje sirtuiny jako represory 
genów biorących udział w adipogenezie i magazynowaniu tłuszczów w komór-
kach [55]. Według jednej z proponowanych hipotez obserwowany efekt w przy-
padku restrykcji kalorycznej związany jest bezpośrednio z redukcją ilości tkanki 
tłuszczowej [44, 53]. Ponadto w proces aktywacji sirtuin zaangażowane są rów-
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nież: insulina i insulinopodobny czynnik wzrostu typu 1 (IGF-1) a dokładnie ich 
niskie stężenie we krwi. Warto wspomnieć, że istnieje również pogląd, że sirtuiny 
w szczególności SIRT1 reguluje przetrwanie komórek poprzez wpływ na czynni-
ki indukujące zaprogramowaną śmierć komórki – apoptozę. Do takich zaliczamy 
czynnik transkrypcyjny O z rodziny forkhead- FoxO uczestniczący w regulacji 
proliferacji, różnicowania czy apoptozy komórek. SIRT1 katalizuje deacylację 
FoxO, w wyniku czego przyczynia się do nasilenia procesów związanych z napra-
wą DNA, poprzez zwiększenie ilości białka GADD45, czy wzmocnienie obrony 
antyoksydacyjnej [29]. Istnieją przypuszczenia sugerujące, że SIRT1 może ko-
rzystnie wpływać na związany z rodziną białek Bcl-2 szlak apoptotyczny. Białka 
te regulują m.in. przepuszczalność błony mitochondrialnej, jedne wykazują dzia-
łanie antyapoptotyczne inne zaś promują proces apoptozy. Do drugiej grupy za-
liczane jest białko Bax. Białko to podlega regulacji przy udziale czynnika Ku70. 
SIRT1 deacyluje dwie kluczowe reszty lizyny Ku70 przez co hamuje ten szlak 
apoptozy [12]. Sirtuiny to enzymy o wielu funkcjach. Biorą udział w licznych 
procesach komórkowych, regulując metabolizm wielu modelowych organizmów. 
Substratami dla sirtuin są nie tylko enzymy szlaków metabolicznych, ale również 
czynniki transkrypcyjne oraz histony. Biorąc zatem pod uwagę ich dużą specy-
ficzność substratową jak i związaną z nimi ingerencję w procesy metaboliczne 
istnieje przypuszczenie, iż substancje te mogą stać się w niedługiej przyszłości 
obiecującym, molekularnym celem w terapii wielu chorób wieku podeszłego.

ŚCIEŻKA SYGNAŁOWANIA INSULINA /IGF-1
Według rozlicznych doniesień literaturowych istnieje związek między hor-

monami a długowiecznością [18]. Najprawdopodobniej dzieje się tak na skutek 
wzrostu ekspresji niektórych genów związanych m.in. ze szlakiem sygnałowania 
insuliny i insulinopodobnego czynnika wzrostu (IIS). Do genów tych zaliczamy 
geny kodujące białka IRS 1 i/lub IRS 2 (substrat receptora insulinowego 1 i 2). 
Białka te ulegają fosforylacji po wcześniejszym związaniu się insuliny ze swoim 
receptorem zlokalizowanym na powierzchni komórki [37]. Masternak i współpra-
cownicy odnotowali, że zarówno u myszy o fenotypie Ames, które nie wydzielają 
hormonu wzrostu i wskutek tego mają niski poziom IGF-1 w surowicy, jak i tych 
o fenotypie dzikim, restrykcja kaloryczna powoduje wzrost ekspresji wspomnia-
nych genów [37]. 

U gryzoni, u których zastosowano tzw. łagodną 15% lub 40-60% restryk-
cję kaloryczną zaobserwowano m.in. spadek poziomu hormonu wzrostu (GH), 
czynnika insulinopodobnego (IGF-1) i insuliny [50]. Substancje te określane są 
w literaturze mianem biomarkerów restrykcji kalorycznej [22]. Zarówno insulina, 
insulinopodobny czynnik wzrostu typu 1 (IGF-1) i typu 2 (IGF-2) to m.in. stymu-
latory podziałów komórkowych, dotyczy to nie tylko komórek fizjologicznych ale 
również nowotworowych. Poziom wspomnianych czynników we krwi powiązany 
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jest ściśle z ilością przyjmowanych kalorii. Insulina wydzielana jest przez komór-
ki beta wysp trzustkowych po dostarczeniu pokarmu do organizmu, IGF-1 nato-
miast jest uwalniany z komórek wątroby pod wpływem hormonu wzrostu. Szlaki 
sygnałowe uruchamiane przez te czynniki są wysoce konserwatywne i zbieżne. 
Obniżenie poziomu insuliny we krwi powoduje, że z tkanki tłuszczowej zwięk-
sza się uwalnianie tłuszczu i wydzielanie adiponektyny będącej m.in. czynnikiem 
uwrażliwiającym komórki na insulinę. Co z kolei skutkuje dalszym obniżaniem 
poziomu insuliny we krwi [11]. Z molekularnego punktu widzenia wiadomym 
jest fakt, że na skutek aktywacji szlaku IIS przez hormon wzrostu, czynnik tran-
skrypcyjny FoxO ulega fosforylacji i translokacji z jądra do cytoplazmy, co skut-
kuje jego unieczynnieniem. W okresie zmniejszonej podaży pożywienia obniża 
się sygnałowanie szlaku IIS w wyniku czego, czynnik transkrypcyjny FoxO ulega 
aktywacji przez deacylację w obecności sirtuin, przemieszcza się do jądra gdzie 
promuje ekspresję genów związanych z długowiecznością [24].

mTOR A OGRANICZENIE KALORYCZNE
Kinaza serynowo – treoninowa (ang. mammalian target of rapamycin, mTOR) 

jest białkiem regulującym tempo wielu istotnych procesów wewnątrzkomórko-
wych. Występuje w postaci dwóch funkcjonalnie odrębnych kompleksów biał-
kowych: mTORCl (ang. mammalian target of rapamycin complex 1) i mTORC2 
(ang. mammalian target of rapamycin complex 2). W warunkach fizjologicznych 
mTOR jest głównym regulatorem wzrostu i podziału komórek eukariotycznych 
w odpowiedzi na czynniki odżywcze (glukozę i aminokwasy), insuinę i czynniki 
wzrostowe. Poczynając od drożdży a na ssakach kończąc białka TOR są kolejny-
mi wysoce konserwatywnymi czynnikami. Kompleks mTORCl poprzez fosfory-
lację dwóch najlepiej scharakteryzowanych substratów – kinazy rybosomalnej S6 
(ang. ribosomal protein S6 kinase 1, S6K1) oraz białka wiążącego eukariotycz-
ny czynnik inicjacji translacji 4E (ang. Eukaryotic translation initiation factor 
4E-binding protein 1, 4E-BP1) – kontroluje syntezę białek kluczowych dla cy-
klu komórkowego. Kompleks ten stymuluje również biosyntezę lipidów, hamuje 
degradację na drodze autofagii i reguluje metabolizm glukozy [41]. Podstawo-
wą funkcją kompleksu TORC2 jest organizacja cytoszkieletu [46], jak również 
udział w aktywacji kinazy Akt – głównego stymulatora kompleksu TORC1 [56]. 
Pierwsze doniesienia pokazujące, że mTOR może regulować procesy starzenia, 
pochodzą z badań przeprowadzonych na drożdżach, u których wykazano, że de-
lecja pojedynczego genu kodującego SCH9 (drożdżowy ontolog S6K,) powodu-
je wydłużenie życie tych organizmów o 50% [15, 34]. Ponadto farmakologiczne 
zablokowanie szlaku rapamycyną lub sulfaksyminą metioniny znacznie wydłuża 
chronologiczną długość życia (CLS) czyli czas przeżywalności komórek drożdży 
w fazie stacjonarnej. Zmniejszone sygnałwanie sprzyja również zwiększeniu od-
porności na stres organizmów modelowych. U drożdży, nicieni i ssaków mTOR 
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uznawany jest za negatywny regulator procesu autofagii [23]. W nawiązaniu do 
badań przeprowadzonych z udziałem myszy stwierdzono, że stosowanie restryk-
cji kalorycznej znacznie obniża sygnałowanie szlaku mTOR i korzystnie wpływa 
na wydłużenie długość życia. Warto wspomnieć, że oprócz aminokwasów szlak 
mTOR jest również regulowany przez stan energetyczny komórki w sposób zależ-
ny od kinazy białkowej aktywowanej przez AMP (AMPK). 

AMPK A RESTRYKCJA KALORYCZNA
AMPK kinaza białkowa aktywowana przez AMP (ang. AMP-activated protein 

kinase) to enzym biorący udział w procesach odpowiedzialnych za utrzymanie 
homeostazy energetycznej zarówno na poziomie komórkowym jak i całego or-
ganizmu u eukariotów. AMPK działa jak czujnik wewnętrznego poziomu fosfo-
ranów adenozyny. Jeśli w komórce nie ma niedoboru ATP, stosunek ATP/ADP 
pozostaje wysoki, a reakcja przebiega z wytworzeniem ADP i obniżeniem pozio-
mu AMP. W takim przypadku wysokie stężenie ATP zapobiega aktywacji AMPK. 
W przypadku restrykcji kalorycznej stosunek AMP/ATP zmienia się znacznie 
szybciej niż stosunek ADP/ATP, stąd AMP staje się głównym czynnikiem ak-
tywacji AMPK [33]. U C.elegans znaczne ograniczenie podaży glukozy powo-
duje wydłużenie życia tego organizmu poprzez indukcję oddychania tlenowego 
w mitochondriach. Co ciekawe wykazano, że zastosowanie restrykcji kalorycznej 
u nicienia z mutacją w genie aaak-2, homologu AMPK, nie wydłuża życia orga-
nizmu. Fakt ten świadczy o niezaprzeczalnej roli AMPK w zastosowaniu ograni-
czenia kalorycznego u C. elegans. 

U ssaków wykazano, że poprzez ograniczenie spożycia kalorii aktywacji ule-
ga wątrobowa AMPK w wyniku czego znacznie spowalnia glukoneogeneza, na-
tomiast w mięśniach dochodzi do stymulacji wychwytu glukozy poprzez wzrost 
syntezy jednego z jej transporterów GLUT4 [39]. 

Jak wspomniano powyżej, kinaza ta jest również znana jako czynnik negatyw-
nie regulujący kompleks mTORC1. Przypuszcza się, że regulacja ta odbywa się 
na zasadzie co najmniej dwóch odrębnych mechanizmów. Jeden z nich związany 
jest z pośrednim udziałem AMPK, która aktywuje białko TSC2 (ang. Tuberous 
Sclerosis Complex 2) przez fosforylację jego reszt serynowych. W konsekwencji 
tego procesu dochodzi do zahamowania szlaku sygnałowania mTOR. Drugi ro-
dzaj reakcji odbywa się na zasadzie bezpośredniego wpływu kinazy na fosforyla-
cję składnika kompleksu mTORC1- białka Raptor, co w konsekwencji upośledza 
przekazywanie sygnały w obrębie szlaku [62] (Ryc. 2).

Warto również nadmienić, że indukcja aktywności AMPK pośredniczy w syn-
tezie cytokin przeciwzapalnych. Nadmierna podaż energii promuje przewlekły 
stan zapalny, który przyczynia się do przyspieszenia procesów związanych ze 
starzeniem się organizmu, czy też do wystąpienia chorób związanych z wie-
kiem podeszłym: otyłości, insulinooporności, cukrzycy typu II, miażdżycy [45]. 
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W licznych badaniach dowiedziono, że AMPK jest istotnym, choć pośrednim, 
regulatorem ścieżki sygnałowej NF-kβ zaangażowanej w odpowiedź immunolo-
giczną organizmu [51].W komórkach mięśni szkieletowych wykazano, że na sku-
tek wzrostu ilości glukozy dochodzi do wzrostu wytwarzania reaktywnych form 
tlenu (ROS), które z klei promują sygnałowanie szlaku NF-kβ. Dowiedziono tym 

RYCINA 2. Wpływ restrykcji kalorycznej na szlaki sygnałowania komórkowego i czynniki z nimi 
związane. Niebieskimi strzałkami zaznaczono działanie aktywujące, czerwonymi regulację negaty-
wną. CR – ang. calorie restriction; IGF-1R – ang. insulin-like growth factor 1 receptor; AMPK – ang. 
AMP-activated protein kinase; SIRTS – ang. sirtuins; mTOR – ang. mammalian target of rapamycin 
kinase; AGT – ang. autophagy-related proteins; PGC1α – ang. peroxisome proliferator-activated re-
ceptor gamma coactivator 1α; NF-ӄB – ang. nuclear factor kappa-light-chain- enhancer of activated 
B cells, FoxO – ang. Forkhead box protein O
FIGURE 2. Effect of caloric restriction on cell signaling pathways and factors associated with them. 
Activating action is marked with blue arrows, negative adjustment with red. CR – calorie restriction; 
IGF-1R – insulin-like growth factor 1 receptor; AMPK – AMP-activated protein kinase; SIRTS – 
sirtuins; mTOR – ang. mammalian target of rapamycin kinase; AGT – autophagy-related proteins; 
PGC1α- peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1α; NF-ӄB – nuclear factor 
kappa-light-chain- enhancer of activated B cells, FoxO – Forkhead box protein O
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samym, że NF-kβ upośledza homeostazę mitochondrialną. Podjednostki budujące 
ten czynnik transkrypcyjny są regulowane przez m.in.: SIRT1, PGC-1α, p53 czy 
FoxO czyli białka regulowane przez AMPK [41] (Ryc. 2). Co ciekawe, wiado-
mo, że kinaza ta ma kluczowe znaczenie dla mitofagii – procesu niezbędnego do 
utrzymania prawidłowej homeostazy energetycznej na poziomie komórkowym. 
Dzięki mitofagii możliwe jest systematyczne i wydajne usuwanie niesprawnych 
bądź uszkodzonych mitochondriów. Wiele badań wskazuje, że szybkość usuwa-
nia wadliwych mitochondriów obniża szybkość procesów prowadzących do sta-
rzenia się komórek [16]. W warunkach stresu energetycznego AMPK reguluje 
kształt sieci mitochondrialnej. Dzięki AMPK, białko MFF (ang. mitochondrial 
fission factor) będące składnikiem zewnętrznej błony mitochondrialnej, rekrutu-
je białko DRP1 (ang. dynamin related protein 1) pośredniczące we fragmentacji 
mitochondriów i peroksysomów [25, 42]. Ponadto wykazano, że u ssaków brak 
AMPK powoduje nadmierną akumulację białka adaptorowego p62/SQSTM1 
i wadliwą mitofagię [13]. AMPK jest również niezbędna do rekrutacji kinazy 
ULK1 do mitochondriów, gdzie dochodzi do fosforylacji białka FUNDC1 będą-
cego receptorem mitofagicznym w zewnętrznej błonie mitochondrialnej. Dzięki 
temu procesowi możliwa jest interakcja FUNDC1 i LC3 (białko związane z mi-
krotubulami (ang. microtubule -associated protein light chain 3), prowadząca do 
mitofagii [61]. Ponadto, AMPK jest niezbędna do aktywacji kompleksu kinazy 
3-fosfatydyloinozytolu- PIK3 i kaskady białek ATG, które odgrywają istotną rolę 
w wydłużaniu i dojrzewaniu autofagosomu. Jednakże, mimo tych wszystkich do-
niesień, nasza wiedza dotycząca efektu restrykcji kalorycznych na sam proces 
mitofagii jest ograniczona. Priece i współ. zaobserwowali, że po zastosowaniu re-
strykcji kalorycznych u myszy, czas połowicznego rozpadu białek mitochondrial-
nych hepatocytów uległ znacznemu wydłużeniu [47]. Cui odnotował, że ekspresja 
PINK1 (kinaza indukowana przez fosfatazę PTEN ang. PTEN induced putative 
kinase) w nerkach u szczurów poddanych restrykcji kalorycznej była znacząco 
obniżona, co może wskazywać na to, że restrykcja łagodzi uszkodzenia mitochon-
driów. Ponadto, w tym samym badaniu zaobserwowano wzrost ekspresji białka 
BNIP3 (ang. Bcl-2/adenovirus E1B-19kDa interacting protein 3, wcześniej Nip3) 
inicjującego pierwsze etapy autofagii [40]. Zhao stwierdził, u 8 tygodniowych 
myszy poddanych restrykcji kalorycznych, znaczny wzrost mitofagii w obszarze 
serca na skutek wzrostu ekspresji białka DRP1 [63]. Na podstawie nielicznych 
doniesień można wysunąć jednak wniosek, że interwencje związane z ogranicze-
niem kalorycznym wpływają na autofagię mitochondriów poprzez wzrost ekspre-
sji markerów tego procesu. Jak widać, powyższe przykłady wskazują, że AMPK 
jest istotnym czynnikiem związanym z mechanizmami uruchamianymi podczas 
restrykcji kalorycznych. Wydaje się, że AMPK stanowi kluczowe ogniwo łączą-
ce ze sobą szlaki sygnałowania ściśle powiązane z ograniczeniem kalorycznym 
i długowiecznością. 
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PODSUMOWANIE

Starzenie, czyli utrata fizjologicznej integralności organizmu prowadząca 
do upośledzenia funkcji życiowych i znacznej zapadalności na różnego rodza-
ju schorzenia, jest obecnie jednym z najistotniejszych wyzwań dla świata nauk 
biologicznych i medycznych. Przytoczone powyżej przykłady po raz kolejny 
przedstawiają restrykcję kaloryczną jako działanie sprzyjające poprawie zdrowia. 
Jednakże należy pamiętać, że kolejne badania są niezbędne aby opracować mo-
del najbardziej efektywny i w miarę możliwości uniwersalny. Obecne doniesienia 
pokazują, jak duże znaczenie ma czas, rodzaj interwencji jak również populacja 
poddana ograniczeniu kalorycznemu. Rycina 2 przedstawia zbiorcze zestawie-
nie omówionych powyżej czynników, które modulowane są przez ograniczenie 
kalorii. Wnikliwsze poznanie ich mechanizmów molekularnych, jak również in-
terakcji jakim ulegają wzajemnie mogłoby okazać się przełomem w medycynie, 
gerontologii i istotnie wpłynąć na poprawę jakości i długości życia.
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