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Wykaz skr·t·w i skr·towc·w 

WHO  ï Ŝwiatowa organizacja zdrowia 

(ang. World Health Organization) 

HPV ï wirus ludzkiego brodawczaka 

(ang. human papilloma virus) 

HSV ï wirus opryszczki (ang. herpes 

simplex virus) 

EBV ï wirus Ebsteina-Barr (ang. 

Ebstein-Barr virus) 

HTLV -1 ï ludzki wirus biağaczki  

z kom·rek T typu 1 (human T-cell 

leukemia type 1 virus) 

HBV  ï wirusy zapalenia wŃtroby B 

(ang. hepatitis B virus) 

HCV  ï wirusy zapalenia wŃtroby C 

(ang. hepatitis C virus) 

p53 ï biağko supresorowe, tzw. 

ñstraŨnik genomuò (kodowane przez 

gen TP53) 

pRb ï biağko retinoblastomy  

(ang. retinoblastoma protein), biağko 

supresorowe (kodowane przez gen pRB) 

APC ï biağko gruczolakowatej 

polipowatoŜci okrňŨnicy (ang. 

adenomatous polyposis coli), biağko 

supresorowe (kodowane przez gen 

APC) 

Ras ï biağko onkogenne (nazwa 

pochodzi od rat sarcoma, czyli miňsak 

szczurzy) 

Raf ï kinaza biağkowa, biağko 

onkogenne 

Myc ï biağko onkogenne 

Wnt  ï biağko onkogenne, regulujŃce 

szlaki kancerogenezy (nazwa pochodzi 

od gen·w Wn (wingless) i Int  

u Drosophila melanogaster) 

MMR  ï naprawa nieprawidğowo 

sparowanych zasad (ang. mis-match 

repair), system naprawy DNA 

NER ï naprawa przez wycinanie 

nukleotydu (ang. nucleotide-excision 

repair), system naprawy DNA 

BER ï naprawa przez wycinanie 

zasady (ang. base-excision repair), 

system naprawy DNA 

NK ï kom·rka immunologiczna NK, 

naturalny zab·jca (ang. natural killer) 

VEGF ï czynnik wzrostu Ŝr·dbğonka 

naczyŒ (ang. vascular endothelial 

growth factor) 

iNOS ï indukowalna syntaza tlenku 

azotu (ang. inducible nitric oxide 

synthase); synonim: NOS2 

NOS2 ï syntaza tlenku azotu 2 (ang. 

nitric oxide synthase 2); synonim: iNOS 

COX-2 ï cyklooksygenaza-2 (ang. 

cyclooxygenase-2); synonim: PTGS-2 

TME  ï mikroŜrodowisko guza 

nowotworowego (ang. tumour 

microenvironment) 

CAF ï fibroblast zwiŃzany  

z nowotworem (ang. cancer associated 

fibroblast) 

TAM  ï makrofag zwiŃzany  

z nowotworem (TAM, ang. tumour 

associated macrophage) 

MSC ï kom·rki mezenchymalne 

zwiŃzane z mikroŜrodowiskiem (ang. 

mesenchymal stromal cells) 

MDSC ï kom·rka supresorowa 

pochodzŃca z mezenchymalnych 

(MDSC, mesenchymal-derived 

suppressor cell) 

IL  ï interleukina (ang. interleukin) 

TNF-Ŭ ï czynnik martwicy nowotworu 

Ŭ (ang. tumour necrosis factor Ŭ) 

EGF ï czynnik wzrostu nask·rka (ang. 

epidermal growth factor) 

HGF ï czynnik wzrostu hepatocyt·w 

(ang. hepatocyte growth factor) 

IGF-1 ï insulinopodobny czynnik 

wzrostu 1 (ang. insulin-like growth 

factor 1) 

FGF ï czynnik wzrostu fibroblast·w 

(ang. fibroblast growth factor) 

PDGF ï pğytkopochodny czynnik 

wzrostu (ang. platelet-derived growth 

factor) 
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TGF-ɓ ï transformujŃcy czynnik 

wzrostu ɓ (ang. transforming growth 

factor) 

Ŭ-SMA ï Ŭ-aktyna miňŜni gğadkich 

(ang. Ŭ smooth muscle actin) 

HIF -1 ï czynnik indukowany hipoksjŃ 

1 (ang. hipoxia-inducible factor) 

PHD ï zaleŨne od tlenu biağko 

posiadajŃce domeny hydroksylazy 

prolinowej (ang. prolyl hydroxylase 

domain-containing protein) 

VHL  ï biağko Von Hippel-Lindaua 

FIH  ï czynnik hamujŃcy HIF (ang. 

factor inhibiting HIF) 

BNIP3 ï biağko antyapoptotyczne 

EPO ï erytropoetyna 

uPA ï urokinazowy aktywator 

plazminogenu (ang. urokinase 

plasminogen activator) 

CTGF ï czynnik wzrostu tkanki 

ğŃcznej (ang. connective tissue growth 

factor) 

ECM  ï macierz zewnŃtrzkom·rkowa 

(ang. extracellular matrix) 

ZEB1 ï homeoboks 1 wiŃŨŃcy kasetň E 

palca cynkowego (ang. zinc finger  

E-box binding homeobox 1), szlak 

molekularny zaangaŨowany w indukcjň 

EMT 

CDH1 ï kadheryna 1 (ang. cadherin 1); 

synonim: E-kadheryna 

CDH2 ï kadheryna 2 (ang. cadherin 2); 

synonim: N-kadheryna 

ZO-1 ï zonula occludens 1; biağko 

tworzŃce poğŃczenia miňdzykom·rkowe 

typu zwierajŃcego 

PTEN ï homolog fosfatazy i tensyny 

(ang. phosphatase and tensin homolog), 

inhibitor szlaku PI3K/Akt 

Shh ï szlak molekularny (ang. Sonic 

hedgehog) 

Rho ï rodzina biağek bňdŃcych 

homologiem Ras (ang. Ras homolog 

gene family) 

miRNA ï mikroRNA (ang. microRNA) 

CAT ï przejŜcie kolektywno-

ameboidalne (ang. collective to 

ameboid transition) 

MAT ï przejŜcie mezenchymalno-

ameboidialne (MAT, mesenchymal to 

ameboid transition) 

CXCL ï grupa chemokin (ang. C-X-C 

motif chemokine ligand) 

GM-CSF ï czynnik stymulujŃcy 

tworzenie kolonii granulocyt·w i 

makrofag·w (ang. granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor) 

CXCR1 ï receptor chemokin (ang.  

C-X-C motif chemokine receptor) 

CCL ï grupa chemokin (ang. C-C 

motif chemokine ligand) 

ADAM ï metaloproteinaza (ang.  

a disintegrin and metalloproteinase), 

inaczej adamlizyna 

PI3K ï kinaza-3 fosfatydyloinozytolu 

(ang. phosphatidylinositol 3-kinase) 

Akt ï kinaza biağkowa, regulowana 

przez PI3K 

MAPK ï kinaza biağkowa aktywowana 

mitogenem (ang. mitogen-activated 

protein kinase) 

ERK ï kinaza regulowana sygnağem 

zewnŃtrzkom·rkowym (ang. 

extracellular signal-regulated kinase) 

FAK ï kinaza kontakt·w ogniskowych 

(ang. focal adhesion kinase) 

Bcl-XL ï biağko antyapoptotyczne 

Bim ï biağko proapoptotyczne 

BM ï bğona podstawna (ang. basement 

membrane) 

CD44 ï glikoproteina, receptor  

dla kwasu hialuronowego 

MET ï przejŜcie mezenchymalno-

epitelialne (ang. mesenchymal-

epithelial transition) 

KLKs  ï rodzina peptydaz zwiŃzanych  

z kalikreinŃ (ang. kallikrein-related 

peptidases) 

uPAR ï receptor uPA (urokinazowego 

aktywatora plazminogenu) (ang. 

urokinase plasminogen activator 

receptor) 
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tPA ï tkankowy aktywator 

plazminogenu (ang. tissue plasminogen 

activator) 

ROS ï reaktywne formy tlenu (ang. 

reactive oxygen species) 

JNK  ï c-Jun N-terminalnŃ kinaza (ang. 

c-Jun N-terminal kinase) 

PLAU ï gen kodujŃcy urokinazowy 

aktywator plazminogenu (uPA) 

GPI ï glikozylofosfatydyloinozytol, 

czŃsteczka kotwiczŃca 

PAI  ï inhibitor aktywatora 

plazminogenu (ang. plasminogen 

activator inhibitor) 

MMP  ï metaloproteinaza macierzy 

zewnŃtrzkom·rkowej (ang. matrix 

metalloproteinase) 

MT -MMP  ï bğonowa metaloproteinaza 

macierzy zewnŃtrzkom·rkowej (ang. 

membrane-type matrix 

metalloproteinase) 

TIMP  ï tkankowy inhibitor 

metaloproteinaz macierzy 

zewnŃtrzkom·rkowej (ang. tissue 

inhibitor of matrix metalloproteinases) 

RECK  ï biağko bogate w cysteinň 

indukujŃce powr·t do postaci 

pierwotnej (ang. reversion-inducing 

cysteine-rich protein), inhibitor 

metaloproteinaz macierzy 

zewnŃtrzkom·rkowej 

GAP ï biağko stymulujŃce aktywnoŜĺ 

GTPazowŃ mağych biağek G (ang.  

GTP-ase activating protein), inhibitor 

biağek Rho 

GEF ï czynnik wymiany nukelotyd·w 

guanylowych (ang. guanine nucleotide 

exchange factor), aktywator biağek Rho 

GDI  ï biağko hamujŃce spontanicznŃ 

dysocjacjň nukleotyd·w guaninowych 

(GDIs, ang. guanine nucleotide 

dissociation inhibitor), inhibitor biağek 

Rho 

PIP2 ï fosfatydyloinozytolo-4,5-

bisfosforan 

PIP3 ï fosfatydyloinozytolo-3,4,5-

trifosforanu 

RTK  ï receptorowa kinaza tyrozynowa 

(ang. receptor tyrosine kinase) 

ROCK  ï kinaza biağkowa zwiŃzana  

z biağkami Rho (ang. Rho-associated 

protein kinase) 

mDia ï ssaczy homolog genu 

diaphanous (ang. mammalian homolog 

of diaphanous), efektor biağek Rho 

LIMK  ï kinaza LIM 

FA ï kontakt ogniskowy (ang. focal 

adhesion) 

FITC  ï izotiocyjanian fluoresceiny 

(ang. fluorescein isothiocyanate), 

fluorofor 

CDK  ï kinaza zaleŨna od cyklin (ang. 

cyclin-dependent kinase) 

YAP ï biağko towarzyszŃce kinazie Yes 

(ang. Yes-associated protein) 

TEAD  ï czynnik transkrypcyjny 

wiŃŨŃcy YAP (ang. TEA domain family 

members) 

GLUT  ï transporter glukozy (ang. 

glucose transporter) 

CSC ï nowotworowa kom·rka 

macierzysta (ang. cancer stem cell) 

5-LOX  ï 5-lipooksygenaza (ang.  

5-lipooxygenase) 

NF-əB ï czynnik jŃdrowy əB (ang. 

nuclear factor əB) 

STAT ï czynnik transkrypcyjny 

PGE2 ï prostaglandyna E2 (ang. 

prostaglandin E2) 

RNS ï reaktywne formy azotu (ang. 

reactive nitrogen species) 

RONS ï reaktywne formy tlenu I azotu 

(ang. reactive oxygen and nitrogen 

species) 

PTGS ï syntaza prostaglandin (ang. 

prostaglandin-endoperoxidase 

synthase), synonim: COX 

LPS ï lipopolisacharyd (ang. 

lipopolysaccharide) 

DCA, DOX ï kwas deoksycholowy 

(ang. deoxycholic acid), wt·rny kwas 

Ũ·ğciowy 

PLC ï fosfolipaza C (ang. 

phospholipase C) 
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IP3 ï trifosforan inozytolu (ang. 

inositol triphosphate) 

EP ï receptor PGE2 

cAMP ï cykliczny 

adenozynomonofosforan 

PKA  ï kinaza biağkowa A (ang. protein 

kinase A) 

EGR ï biağko odpowiedzi wczesnego 

wzrostu (ang. early growth response 

protein) 

Bcl-2 ï biağko antyapoptotyczne  

EGFR ï receptor dla czynnika wzrostu 

nask·rka (ang. epidermal growth factor 

receptor) 

NLPZ  ï niesteroidowe leki 

przeciwzapalne  

AC ï cyklaza adenylowa (ang. adenylyl 

cyclase) 

IAP  ï biağko hamujŃce apoptozň (ang. 

inhibitor of apoptosis protein) 

Tcf-4 ï czynnik transkrypcyjny 

wiŃŨŃcy ɓ-aktynň 

MDR  ï opornoŜĺ wielolekowa (ang. 

multidrug resistance) 

EV ï pňcherzyk pozakom·rkowy (ang. 

extracellular vesicle) 

ABC ï transportery wiŃŨŃce ATP (ang. 

ATP-binding cassetes) 

mtDNA  ï DNA mitochondrialne 

P-gp ï glikoproteina P (ang. 

glicoprotein P); biağko opornoŜci 

wielolekowej (MDR) 

BCRP ï biağko opornoŜci raka piersi, 

ang. breast cancer resistance protein; 

biağko opornoŜci wielolekowej (MDR) 

TMD  ï domena transmembranowa 

biağka MRP (ang. transmembrane 

domain; inna nazwa: MSD, ang. 

membrane-spanning domain) 

NBD ï domena wiŃŨŃca nukleotydy 

(ang. nucleotide-binding domain); 

domena biağka MRP 

ABCC ï podrodzina C biağek ABC; 

inna nazwa: MRP 

MRP ï biağko zwiŃzane z opornoŜciŃ 

wielolekowŃ (multidrug resistance-

associated protein) 

IARC  ï Miňdzynarodowa Agencja 

BadaŒ nad Rakiem (ang.  International 

Agency for Research on Cancer) 

ESMO ï Europejskie Towarzystwo 

Onkologii Medycznej (ang. European 

Society for Medical Oncology) 

CRC ï rak jelita grubego (ang. 

colorectal cancer) 

CIMP  ï kom·rek o fenotypie metylacji 

w obrňbie wysp CpG (ang. CpG island 

methylator phenotype) 

TNM  ï klasyfikacja stadi·w 

nowotworu 

IBD  ï niespecyficzne zapalenie jelit 

(ang. inflammatory bowel disease) 

CIN  ï niestabilnoŜci chromosomalnej 

(ang. chromosomal instability) 

MGMT  ï metylotransferazy 

metyloguaninowa DNA (ang. 

methylguanine DNA methyltransferase) 

LTA  ï kwas litocholowy (ang. 

litocholic acid) 

Neu5Gc ï kwas N-

glikoliloneuraminowy (ang.  

N-glycolylneuraminic acid), pochodna 

kwasu sjalowego 

gFOBT ï enzymatyczny test na krew 

utajonŃ w stolcu 

FIT  ï immunochemiczny test na krew 

utajonŃ w stolcu 

MSI  ï niestabilnoŜĺ mikrosatelitarna 

(ang. microsatellite instability) 

UGT ï UDP-glukuronylotransferaza 

(ang. UDP-glucunoryltransferase) 

mAb ï przeciwciağo monoklonalne 

(ang. monoclonal antibody) 

TKI  ï inhibitory kinaz tyrozynowych 

(ang. tyrosine kinase inhibitors) 

PDT ï terapia fotodynamiczna (ang. 

photodynamic therapy) 

UA ï kwas ursolowy (ang. ursolic acid) 

OA ï kwas oleanolowy (ang. oleanolic 

acid) 

CPT-11 ï kamptotecyna-11 (ang. 

camptothecin-11) 

FBS ï pğodowa surowica bydlňca (ang. 

fetal bovine serum) 
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NR ï barwnik czerwieŒ obojňtna (ang. 

neutral red); metoda NR ï metoda  

z wykorzystaniem barwnika NR w celu 

oceny ŨywotnoŜci kom·rek (badanie 

efektu cytotoksycznego) 

MTT  ï bromek 3-(4,5-

dwumetylotiazylo-2-yl)-2,5-

dwufenylotetrazolu, s·l tetrazoliowa; 

metoda MTT ï metoda z 

wykorzystaniem soli terazoliowej MTT 

w celu oznaczenia ŨywotnoŜci lub 

tempa proliferacji kom·rek 

DMSO ï dimetylosulfotlenek (ang. 

dimethyl sulfoxide) 

PBS ï roztw·r soli fizjologicznej 

buforowany fosforanami (ang. 

phosphate buffered saline)  

DT ï czas podwojenia generacji, ang. 

doubling time 

ELISA  ï metoda 

immunoenzymatyczna (ang. enzyme-

linked immunosorbent assay) 

PIC ï koktajl inhibitor·w proteaz (ang. 

protease inhibitor cocktail) 

NBT ï chlorek 2,2ǋ-bis(4-nitrofenylo)-

5,5ǋ-difenylo-3,3ǋ-(3,3ǋ-dimethoksy-

4,4ǋ-difenyleno)ditetrazolu) 

(Nitrotetrazolium Blue chloride) 

BCIP ï fosforan 5-bromo-4-chloro-3-

indolilu (5-bromo-4-chloro-3-indolyl 

phosphate) 

HRP ï peroksydaza chrzanowa (ang. 

horseradish peroxidase) 

AP ï fosfataza alkaliczna (ang. alkaline 

phosphatase) 

CI  ï combination index 

IF  ï immunofluorescencja, metoda 

immunofluorescencyjna (ang. 

immunofluorescence) 

WB ï metoda Western Blotting 

NOX2 ï oksydaza NADPH 2 (ang. 

NADPH oxidase 2) 

TNBS ï kwas trinitrobenzosulfonowym 

(ang. trinitrobenzenesulfonic acid) 

TLR  ï receptor Toll-podobny (ang. 

Toll-like receptor) 

GEM  ï gemcytabina, cytostatyk 

mTOR ï ssaczy cel rapamycyny (ang. 

mammalian target of rapamycin), 

kinaza uczestniczŃca w wielu szlakach 

molekularnych 

Bax ï biağko proapoptotyczne 

p21 ï inhibitor kinaz zaleŨnych  

od cyklin 

p38 ï kinaza MAPK 

Twist ï szlak molekularny 

zaangaŨowany w indukcjň EMT 

Snail ï szlak molekularny 

zaangaŨowany w indukcjň EMT 

Slug ï szlak molekularny 

zaangaŨowany w indukcjň EMT 

MEK  ï kinaza aktywujŃca ERK  

(ang. MAPK/ERK kinase) 

5-FU ï 5 fluorouracyl, cytostatyk 

CHX  ï cykloheksymid, cytostatyk 

OXL  ï oksaliplatyna, cytostatyk 

Top1 ï topoizomeraza I 

EMT  ï przejŜcie epitelialno-

mezenchymalne (epithelial-

mesenchyma transduction) 

TAN  ï neutrofil zwiŃzany z 

nowotworem (ang. tumour associated 

neutrophil) 

DC ï kom·rka dendrytyczna (ang. 

dendritic cell) 

PAR ï receptor aktywowany 

proteazami (ang. protease activated 

receptor) 

Serpina ï inhibitor proteaz serynowych 

(ang. serine protease inhibitor) 

HA  ï kwas hialuronowy (ang. 

hyaluronic acid) 

FAP ï rodzinna polipowatoŜĺ 

gruczolakowata (ang. familial 

adenomatous polyposis) 

CE ï karboksyloesteraza (ang. 

carboxylesterase)
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1. Wprowadzenie 

 Nowotwory zğoŜliwe sŃ jednŃ z gğ·wnych, obok chor·b krŃŨenia, przyczyn 

zgon·w pacjent·w w Polsce i na Ŝwiecie. Mimo szeroko zakrojonych badaŒ 

dotyczŃcych etiologii, diagnostyki i leczenia chor·b nowotworowych, jak r·wnieŨ 

prowadzonymi strategiami profilaktycznymi, kaŨdego roku na Ŝwiecie odnotowuje siň 

coraz wiňcej zachorowaŒ i zgon·w wywoğanych tŃ chorobŃ. Wedğug danych WHO 

(światowej Organizacji Zdrowia, ang. World Health Organization) w roku 2018 

przewidziano okoğo 18 milion·w nowych przypadk·w i ponad 9 milion·w zgon·w 

[http://www.who.int/cancer/en/]. Nowoczesne terapie dajŃ nadziejň na powodzenie  

w walce z nowotworami, czňsto jednak nie sŃ one wystarczajŃco skuteczne lub ich 

swoistoŜĺ obejmuje niewielkŃ grupň nowotwor·w lub pacjent·w. ObiecujŃcym 

podejŜciem leczniczym jest prowadzenie terapii skojarzonej, czyli takiej, w kt·rej 

wykorzystywana jest wiňcej, niŨ jedna substancja czynna. Wiele czynnik·w 

pochodzenia naturalnego oraz ich naturalne, syntetyczne czy p·ğsyntetyczne pochodne 

wykazujŃ wğaŜciwoŜci przeciwnowotworowe. MogŃ one ingerowaĺ w okreŜlone szlaki 

molekularne zwiŃzane z nowotworzeniem, powodujŃc zahamowanie rozwoju  

lub wrňcz remisjň guza. Ponadto, substancje takie mogŃ zwiňkszaĺ efektywnoŜĺ 

rutynowych terapii przeciwnowotworowych, a nawet wykazywaĺ dziağanie ochronne 

na prawidğowe tkanki pacjenta.  

 

1.1.  Nowotw·r 

1.1.1. Informacje og·lne 

 Nowotw·r jest chorobŃ znanŃ juŨ od staroŨytnoŜci. Grecka nazwa, 

neoplasma, zaproponowana zostağa przez Hipokratesa. PodstawŃ choroby jest 

zaistnienie zmian w materiale genetycznym. MogŃ one byĺ wywoğane przez czynniki 

zwane kancerogenami. Podzieliĺ je moŨna na:  

a) czynniki fizyczne (promieniowanie elektromagnetyczne, ɔ, X, UV); 

b) czynniki chemiczne (azbest, arsen, N-nitrozozwiŃzki, skğadniki dymu 

tytoniowego); 

c) czynniki biologiczne (wewnňtrzne, takie jak nieprawidğowe funkcjonownie ukğadu 

hormonalnego oraz zewnňtrzne: leki hormonalne oraz patogeny: wirusy (wirus 

ludzkiego brodawczaka (HPV, ang. human papilloma virus), wirus opryszczki 
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(HSV, ang. herpes simplex virus), wirus Ebsteina-Barr (EBV, ang. Ebstein-Barr 

virus), ludzki wirus biağaczki z kom·rek T typu 1 (HTLV-1, ang. human T-cell 

leukemia type 1 virus) czy wirusy zapalenia wŃtroby B i C (HBV, HCV, ang. 

hepatitis B(C) virus)), bakterie (Helicobacter pylori) oraz pasoŨyty (przywry  

z rodzaju Schistosoma, Opisthorchis, Clonorchis, pierwotniaki takie jak zarodŦce 

(Malaria spp) czy Ŝwidrowiec amerykaŒski (Trypanosoma cruzi)) [Kordek i in., 

2007; Goğa┐b i in., 2015; Collier i in., 2001; Strickertsson i in., 2017; Botelho i in., 

2013; van Tong i in., 2017]. 

 Nowotwory moŨna podzieliĺ na ğagodne i zğoŜliwe. Nowotwory ğagodne 

zwykle nie zagraŨajŃ Ũyciu, relatywnie ğatwo moŨna je usunŃĺ chirurgicznie ï czňsto 

majŃ regularny ksztağt, otoczone sŃ torebkŃ ğŃcznotkankowŃ, nie ulegajŃ one 

unaczynieniu, przez co osiŃgnŃĺ mogŃ tylko okreŜlonŃ wielkoŜĺ. Z kolei, nowotwory 

zğoŜliwe sŃ jednŃ z gğ·wnych przyczyn zgon·w. MogŃ one powstawaĺ z ğagodnych 

zmian lub de novo. WykazujŃ one nieregularnŃ budowň, dziňki ich unaczynieniu mogŃ 

osiŃgaĺ praktycznie nieograniczonŃ wielkoŜĺ, gdyŨ wymiana tlenu, metabolit·w  

i substancji odŨywczych zachodzi juŨ nie tylko na drodze dyfuzji prostej, lecz takŨe  

z wykorzystaniem naczyŒ krwionoŜnych. Ponadto, nowotwory zğoŜliwe majŃ zdolnoŜĺ 

naciekania pobliskich tkanek, a takŨe przerzutowania, czyli przemieszczania siň  

do czňsto odlegğych organ·w. Do tego rodzaju nowotwor·w naleŨŃ: 

a) rak (carcinoma), inaczej nabğoniak, pochodzŃcy z tkanki nabğonkowej (stanowi  

ok. 80% nowotwor·w zğoŜliwych); 

b) miňsak (sarcoma), w tym kostniakomiňsak (osteosarcoma), pochodzŃcy z tkanki 

pozanabğonkowej, ğŃcznej, gğ·wnie tkanek miňkkich czy koŜci; 

c) nowotwory zğoŜliwe ukğadu nerwowego, gğ·wnie glejak (glioma), pochodzŃcy  

z tkanki nerwowej; 

d) chğoniak (lymphoma), wywodzŃcy siň z tkanki chğonnej;  

e) biağaczka (lymphoma), kt·rej kom·rki powstajŃ z ukğadu krwiotw·rczego; 

f) czerniak (melanoma), wywodzŃcy siň z tkanki barwnikotw·rczej;  

g) potworniak (teratoma), powstağy z kom·rek zarodkowych [Ye, Weinberg, 2015; 

Kordek i in., 2007]. 
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 Cechy nowotworu 

 Kom·rki nowotwor·w zğoŜliwych wykazujŃ zestaw charakterystycznych 

cech (Ryc. 1). Aby nowotw·r m·gğ siň rozwinŃĺ, musi zajŜĺ szereg okreŜlonych zmian 

w materiale genetycznym podatnej kom·rki. Nowotwory zğoŜliwe charakteryzujŃ siň 

wobec tego niestabilnoŜciŃ genetycznŃ. ZachodzŃ w nich kolejne mutacje, kt·re mogŃ 

prowadziĺ do ich Ŝmierci, jak r·wnieŨ do nabycia nowych cech lub wzmocnienia tych 

juŨ istniejŃcych. Zmiany takie w konsekwencji przyspieszajŃ rozw·j (progresjň) 

choroby. Ponadto, w kom·rkach nowotworowych inaktywacji ulegajŃ systemy 

naprawy DNA [Hanahan, Weinberg, 2011]. 

W wyniku zaburzenia szlak·w regulacji cyklu kom·rkowego, dochodzi  

do przyspieszenia podziağ·w kom·rkowych (proliferacji kom·rek) poprzez 

nadekspresjň czynnik·w promujŃcych ten proces i zmniejszonŃ ekspresjň lub wrňcz 

inaktywacjň czynnik·w ograniczajŃcych. Ponadto, kom·rki nowotworowe tracŃ cechň 

zahamowania kontaktowego. Proces ten wystňpuje w kom·rkach prawidğowych  

i zwiŃzany jest z istotnym ograniczeniem podziağ·w kom·rkowych w wyniku braku 

dostňpnej powierzchni wzrostowej lub uformowania ostatecznej postaci tkanki. 

Dochodzi wtedy do wysyğania sygnağ·w hamujŃcych proliferacjň. W przypadku 

kom·rek nowotworowych cecha ta zostaje utracona, a kom·rki niezaleŨnie  

od uzyskiwanych sygnağ·w bňdŃ dalej proliferowaĺ. Prowadziĺ to moŨe do zaburzenia 

architektury tkanki i narzŃdu, a w konsekwencji do powstawania guz·w 

nowotworowych, bňdŃcych strukturami patologicznymi zaburzajŃcymi 

funkcjonowanie cağego organizmu. W nowotworze dochodzi do dw·ch kluczowych 

zjawisk ï hiperplazji, czyli zwiňkszonej proliferacji (niekiedy uŨywa siň wrňcz 

stwierdzenia hiperproliferacja) oraz dyspalzji, czyli nieregularnych podziağ·w 

kom·rkowych w wyniku zaburzenia mechanizm·w kontroli cyklu kom·rkowego 

[Hanahan, Weinberg, 2011]. 

Jednym z kluczowych mechanizm·w zachowania homeostazy w organizmie jest 

proces apoptozy, czyli programowanej Ŝmierci. Kom·rki, w kt·rych doszğo  

do powaŨnych uszkodzeŒ, ulegğy infekcji wirusowej lub po prostu Ăzestarzağy siňò, 

wchodzŃ na szlak apoptozy. Ich DNA ulega fragmentacji, elementy kom·rkowe 

zamykane sŃ w pňcherzyki ï ciağka apoptotyczne ï i trawione. Kom·rka umiera,  

nie czyniŃc szkody pobliskim tkankom, a jej miejsce zajmowane jest przez ĂnowŃò 

kom·rkň. Szlak apoptozy moŨe byĺ indukowany przez samŃ kom·rkň w wyniku 
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aktywacji okreŜlonych szlak·w molekularnych. Kom·rka moŨe teŨ byĺ Ăzmuszanaò 

do aktywacji apoptozy, np. poprzez aktywnoŜĺ limfocyt·w T. Limfocyt wytwarza 

czynniki, kt·re indukujŃ programowanŃ Ŝmierĺ kom·rki docelowej: granzym  

i perforyny, dochodzi teŨ do wiŃzania czynnika FasL obecnego na powierzchni bğony 

limfocytu z jego receptorem na kom·rce docelowej [Goğa┐b i in., 2015]. Apoptoza jest 

regulowana miňdzy innymi przez biağka pro- i anty-apoptotyczne. Przewaga tych 

pierwszych skutkuje ŜmierciŃ kom·rki, natomiast tych drugich ï przeŨyciem.  

W przypadku kom·rek nowotworowych, dochodzi do zmniejszenia iloŜci i ekspresji 

biağek pro-, a zwiňkszenia ï biağek anty-apoptotycznych. Z tego wzglňdu, nawet 

otrzymanie sygnağu do Ŝmierci nie zapoczŃtkuje w kom·rce nowotworowej procesu 

apoptozy.  

 KaŨda kom·rka posiada okreŜlony czas Ũycia. Na starzenie siň samych 

kom·rek, jak i cağego organizmu wpğyw ma kilka mechanizm·w. Jednym z nich jest 

skracanie telomer·w. Telomery to element zbudowany z zasad nukleinowych, 

znajdujŃcy siň na koŒcu chromosomu i zabezpieczajŃcy przed jego uszkodzeniem.  

Z kaŨdym podziağem kom·rkowym dochodzi do ich skracania. Kom·rki 

nowotworowe odtwarzajŃ telomery w wyniku aktywnoŜci enzymu ï telomerazy. 

Dziňki temu uzyskujŃ one ĂnieŜmiertelnoŜĺò czyli teoretycznie, w sprzyjajŃcych 

warunkach, mogŃ one przechodziĺ podziağy w nieskoŒczonoŜĺ [Hanahan, Weinberg, 

2011]. 

CharakterystycznŃ cechŃ rozwijajŃcego siň guza nowotworowego jest wzrost 

zapotrzebowania na tlen i substancje odŨywcze, jak r·wnieŨ zintensyfikowane 

uwalnianie produkt·w przemiany materii zakwaszajŃcych mikroŜrodowisko 

patologicznej masy. JeŨeli tlen i substancje odŨywcze nie bňdŃ doprowadzane,  

a metabolity odprowadzane, spowoduje to czňŜciowe obumarcie guza. Jest to jedna  

z istotniejszych przyczyn, dla kt·rej guz zğoŜliwy ulega unaczynieniu. W wyniku 

produkcji okreŜlonych czynnik·w, moŨe on przejmowaĺ istniejŃce naczynia 

krwionoŜne lub indukowaĺ powstawanie nowych z juŨ istniejŃcych. Proces ten nosi 

nazwň neoangiogenezy, a czynniki go indukujŃce proangiogennymi. Unaczynienie 

guza nie tylko powoduje wzrost jego objňtoŜci wynikajŃcej z przyspieszonej 

proliferacji kom·rek go tworzŃcych, lecz takŨe kreuje nowe drogi jego rozsiania 

[Hanahan, Weinberg, 2011].  

Nowotw·r zmienia swoje Ŝrodowisko, zakwaszajŃc je, w wyniku nagromadzania siň 

w nim ostatecznych jak i poŜrednich metabolit·w. środowisko takie sprzyja 
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pojawianiu siň mutacji, prowadzŃcych do nabycia przez kom·rki nowotworowe 

nowych cech. Dziňki temu sŃ one zdolne naciekaĺ pobliskie tkanki, tworzŃc miejsce 

dla rozrastajŃcego siň guza, a takŨe migrowaĺ. Po wnikniňciu do naczyŒ krwionoŜnych 

czy limfatycznych, kom·rki nowotworowe osiŃgajŃ nowe miejsca w organizmie  

i zasiedlajŃc je, tworzŃ tzw. przerzuty. Przerzutowanie wiŃŨe siň zawsze z gorszym 

rokowaniem dla pacjenta, mniejszŃ skutecznoŜciŃ terapii oraz kr·tszym czasem 

przeŨycia [Hanahan, Weinberg, 2011].  

Transformacja nowotworowa, przy braku skutecznoŜci system·w 

wewnŃtrzkom·rkowego usuwania kom·rek zmienionych, nie oznacza jeszcze 

pewnoŜci rozwiniňcia siň nowotworu. WaŨnŃ liniŃ obrony jest aktywnoŜĺ ukğadu 

immunologicznego. Ma on za zadanie rozpoznawaĺ i niszczyĺ kom·rki 

nieprawidğowe, w tym kom·rki nowotworowe, kt·re jednak broniŃ siň przed 

odpowiedziŃ gospodarza, gğ·wnie poprzez produkcjň okreŜlonych czynnik·w oraz 

rekrutacjň do swojego Ŝrodowiska kom·rek produkujŃcych te czynniki. Ma to na celu 

supresjň ukğadu immunologicznego. Ponadto, kom·rki nowotworowe produkujŃ duŨŃ 

iloŜĺ zr·Ũnicowanych antygen·w lub zmieniajŃ swoje antygeny powierzchniowe. 

Proces ten, nazwany ucieczkŃ spod nadzoru immunologicznego, umoŨliwia rozw·j 

choroby do postaci wykrywalnej klinicznie [Kordek i in., 2007; Hanahan, Weinberg, 

2011; Robey i in., 2015]. 

Kom·rki nowotworowe charakteryzuje takŨe zmieniony metabolizm. Intensywny 

wzrost guza oraz hiperproliferacja kom·rek wymagajŃ wiňkszych zasob·w energii  

i makroczŃsteczek budulcowych, takich jak biağka, lipidy czy cukry. Nowotwory 

preferujŃ metabolizm beztlenowy, glikolizň, kt·ra dostarcza okoğo 15-18 razy mniej 

energii niŨ oddychanie tlenowe, ale zachodzi okoğo 100-krotnie szybciej. Ponadto,  

w kom·rkach nowotworowych dochodzi do nadekspresji enzym·w metabolicznych 

czy transporter·w, m.in. glukozy (GLUTs, ang. glucose transporters), tak aby 

zapotrzebowanie metaboliczne kom·rek zostağo speğnione. Zmiany metaboliczne  

w kom·rkach nowotworowych powiŃzane sŃ ze wszystkimi opisanymi wczeŜniej 

cechami nowotworu [Hanahan, Weinberg, 2011; Robey i in., 2015]. 

 Nadmierny rozrost guza moŨe powodowaĺ upoŜledzenie dziağania organu. 

Ponadto, u pacjent·w nowotworowych dochodzi do kacheksji: wyniszczenia 

organizmu, przewlekğego stan zapalnego oraz upoŜledzenia dziağania ukğadu 

odpornoŜciowego, co w rezultacie prowadzi do Ŝmierci [Kordek; Hanahan, 2011; 

Robey, 2015]. 



15 
 

 

Ryc. 1. Cechy kom·rek nowotworowych [opracowanie wğasne] 

 

 Nowotworowe kom·rki macierzyste  

 IstniejŃ dwie hipotezy wyjaŜniajŃce mechanizm powstawania guza 

nowotworowego oraz jego niejednorodnoŜĺ, czyli wystňpowanie r·Ũnych klon·w 

kom·rek pod wzglňdem morfologicznym, antygenowym i funkcjonalnym. SŃ to: 

model stochastyczny (ewolucji klonalnej) i model hierarchiczny (nowotworowych 

kom·rek macierzystych). Pierwsza hipoteza zakğada, iŨ kaŨda kom·rka moŨe staĺ siň 

kom·rkŃ nowotworowŃ, dajŃcŃ poczŃtek guzowi pierwotnemu oraz wt·rnemu. 

Innymi sğowy, kaŨda kom·rka nowotworowa ma taki sam potencjağ do odtworzenia 

guza. Drugi model zakğada, iŨ wystňpuje hierarchia wŜr·d populacji klon·w kom·rek 

w guzie, a najwyŨej postawione sŃ nowotworowe kom·rki macierzyste (CSCs,  

ang. cancer stem cells). One jako jedyne uczestniczŃ w progresji nowotworu  

i przyczyniajŃ siň do jego inwazji i przerzutowania. Prowadzone badania potwierdzajŃ 

zbliŨone prawdopodobieŒstwo rozwoju nowotworu na drodze obu modeli. Aktualnie 

uwaŨa siň zatem, iŨ najbliŨszŃ prawdy jest hipoteza ğŃczŃca oba modele [Wang i in., 

2014; Lathia, Liu, 2017]. 

 CSCs odkryte zostağy na przeğomie XX i XXI w. Przez ostatnie dwie dekady 

prowadzono intensywne badania nad pochodzeniem nowotworowych kom·rek 

macierzystych, ich charakterystycznych cech i antygen·w, udziağu w kancerogenezie, 
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a takŨe moŨliwoŜciŃ skierowania terapii przeciwko nim. Udowodniono,  

iŨ CSC odgrywajŃ kluczowŃ rolň w rozwoju i progresji nowotworu, inwazji  

i przerzutowaniu, jak r·wnieŨ lekoopornoŜci. OdpowiadajŃ takŨe za nawroty choroby. 

Prowadzone badania potwierdziğy, iŨ zniszczenie kom·rek zejŜciowych nowotworu 

nie jest wystarczajŃce i dop·ki CSCs nie ulegnŃ eliminacji, dochodziĺ moŨe do wzn·w 

choroby (Ryc. 2) [Lathia, Liu, 2017; Schulenburg i in., 2010].  

 

 

Ryc. 2. Por·wnanie terapii standardowej oraz celujŃcej w CSCs [opracowanie wğasne] 

 

Nowotworowe kom·rki macierzyste wystňpujŃ w stanie uŜpienia, przez co oporne sŃ 

na dziağanie cytostatyk·w. PosiadajŃ takŨe wysoko aktywne i skuteczne mechanizmy 

opornoŜci lekowej. Po zniszczeniu guza na drodze chemio- czy radioterapii, CSCs 

przechodzŃ cykl kom·rkowy, dajŃc poczŃtek nowej generacji kom·rek, co powoduje 

nawr·t. PosiadajŃ one charakterystyczne markery powierzchniowe, kt·re potencjalnie 

mogğyby staĺ siň celem terapeutycznym. Na drodze syntezy chemicznej opracowano 

kilka potencjalnych lek·w, kt·re wykazujŃ aktywnoŜĺ w eliminowaniu CSCs. Odkryto 

takŨe substancje pochodzenia naturalnego, kt·re r·wnieŨ wykazujŃ takie wğaŜciwoŜci 

[Lathia, Liu, 2017; Schulenburg i in., 2010; Schulenburg i in., 2015; Taylor, 

Jabbarzadeh, 2017].  

 

 MikroŜrodowisko nowotworu  

 WaŨnym elementem guza nowotworowego jest jego nisza,  

tzw. mikroŜrodowisko (TME, ang. tumour microenvironment). Jest to Ŝrodowisko 

otaczajŃce guz, zasobne w czynniki sprzyjajŃce rozwojowi nowotworu, jak r·wnieŨ 
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ochraniajŃce go przed aktywnoŜciŃ ukğadu immunologicznego. TME skğada siň  

z element·w kom·rkowych i pozakom·rkowych. Do tych pierwszych naleŨŃ 

perycyty, kom·rki endotelialne (Ŝr·dbğonkowe), fibroblasty, jak r·wnieŨ kom·rki 

ukğadu immunologicznego: neutrofile czy makrofagi [Gould, Courtneidge, 2014; 

Senthebane i in., 2017]. Kom·rki te sŃ nierzadko odpowiednio zmodyfikowane  

w wyniku oddziağywania guza, mikroŜrodowiska, czy wydzielanych przez nie 

czynnik·w. I tak w Ŝrodowisku guza obecne sŃ fibroblasty zwiŃzane z nowotworem 

(CAFs, ang. cancer associated fibroblasts), makrofagi zwiŃzane z nowotworem 

(TAMs, ang. tumour associated macrophages), kom·rki mezenchymalne zwiŃzane  

z mikroŜrodowiskiem (MSC, ang. mesenchymal stromal cells) czy kom·rki 

supresorowe pochodzŃce z mezenchymalnych (MDSCs, mesenchymal-derived 

suppressor cells) [Scharping, Delgoffe, 2016; Singel, Segal, 2016; Poggi, Giuliani, 

2016; Melzer i in., 2016]. Kom·rki mikroŜrodowiska mogŃ wydzielaĺ szereg 

czynnik·w, tworzŃcych pozakom·rkowy element niszy nowotworowej, takich jak: 

cytokiny (IL-1ɓ (interleukina 1ɓ), IL-8, IL-10, czynnik martwicy nowotworu Ŭ  

(TNF-Ŭ, ang. tumour necrosis factor Ŭ), chemokiny, czynniki wzrostowe (czynnik 

wzrostu nask·rka (EGF, ang. epidermal growth factor), czynnik wzrostu hepatocyt·w 

(HGF, ang. hepatocyte growth factor), insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (IGF-1, 

ang. insulin-like growth factor 1), czynnik wzrostu fibroblast·w (FGF, ang. fibroblast 

growth factor), czynnik wzrostu Ŝr·dbğonka naczyŒ (VEGF, ang. vascular endothelial 

growth factor), pğytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF, ang. platelet-derived growth 

factor), transformujŃcy czynnik wzrostu ɓ (TGF-ɓ, ang. transforming growth factor)), 

biağka macierzy zewnŃtrzkom·rkowej (fibronektyna, kolagen, proteoglikany, 

glikoproteiny, periostyna, Ŭ-aktyna miňŜni gğadkich (Ŭ-SMA, ang. Ŭ smooth muscle 

actin) czy proteazy, w tym metaloproteinazy macierzy zewnŃtrzkom·rkowej (MMPs, 

ang. matrix metalloproteinases). Czynniki te uğatwiajŃ i przyspieszajŃ wzrost, 

proliferacjň, r·Ũnicowanie, przeŨywalnoŜĺ, migracjň kom·rek nowotworowych, 

wzmagajŃ stan zapalny, aktywujŃ szereg proces·w prowadzŃcych do inwazji  

i przerzutowania, hamowania apoptozy, indukucji angiogenezy, jak r·wnieŨ 

wzmagajŃ lekoopornoŜĺ i immunotolerancjň (Ryc. 3) [Gould, Courtneidge, 2014; 

Senthebane i in., 2017; Scharping, Delgoffe, 2016; Singel, Segal, 2016; Poggi, 

Giuliani, 2016; Melzer i in., 2016]. 
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Ryc. 3. Skğadniki mikroŜrodowsika nowotworu i ich udziağ w kancerogenezie [opracowanie 

wğasne] 

 

 Charaktetystycznym dla Ŝrodowiska guza nowotworowego jest jego 

zakwaszenie oraz hipoksja, czyli niedotlenienie. Takie Ŝrodowisko jest wynikiem 

wytwarzania kwaŜnych metabolit·w, takich jak kwas mlekowy, powstağych  

z pirogronianiu podczas glikolizy. Nowotwory ĂpreferujŃò glikolizň nad oddychaniem 

tlenowym. Zjawisko to nosi nazwň efektu Warburga lub glikolizy tlenowej  

i charakteryzuje siň prowadzeniem glikolizy nawet w warunkach zasobnych w tlen. 

Fosforylacja oksydatywna jest procesem bardziej ekonomicznym dla kom·rki, 

jednakŨe glikoliza zachodzi szybciej, tym samym generujŃc wiňcej energii w tym 

samym czasie. Ponadto, kom·rka nowotworowa prowadzŃc proces glikolizy,  

nie wykorzystuje potencjağu mitochondri·w, kt·ry przeznaczony moŨe byĺ  

do produkcji biomolekuğ, budujŃcych nowe kom·rki. Jest to niezmiernie waŨne  
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dla guza, biorŃc pod uwagň tempo jego wzrostu [Kato i in., 2013; Gould, Courtneidge, 

2014; Scharping, Delgoffe, 2016]. Zakwaszone Ŝrodowisko sprzyja mutacjom, 

umoŨliwiajŃcym kom·rkom nabywanie nowych cech, przyspieszajŃcych rozw·j 

nowotworu. W takich warunkach indukowana jest inwazyjnoŜĺ, angiogeneza,  

oraz promowana migracja kom·rek guza. Czňsto takŨe kwaŜne Ŝrodowisko moŨe 

zmniejszaĺ efektywnoŜĺ chemioterapeutyk·w, jak r·wnieŨ ograniczaĺ aktywnoŜĺ 

limfocyt·w T [Kato i in., 2013; Senthebane i in., 2017; Scharping, Delgoffe, 2016]. 

 Zakwaszenie Ŝrodowiska wywoğane jest nie tylko efektem Warburga,  

ale takŨe hipoksjŃ. W warunkach niedotlenienia aktywowane sŃ miňdzy innymi geny 

kodujŃce enzymy glikolityczne,  w wyniku czego produkowany jest kwas mlekowy. 

Z drugiej strony, zakwaszone Ŝrodowisko sprzyja przeğŃczeniu metabolizmu 

tlenowego na beztlenowy. Pojawia siň zatem pňtla wzajemnej aktywacji. 

 Hipoksja powstaje w wyniku aktywnoŜci enzym·w glikolitycznych, jednak 

gğ·wnym jej induktorem jest niedostateczna iloŜĺ tlenu docierajŃca do guza. MoŨe  

to byĺ spowodowane chaotycznym wytwarzaniem naczyŒ krwionoŜnych, kt·rych 

powstawanie w warunkach fizjologicznych jest ŜciŜle regulowane. W przypadku 

nowotworu, wytwarzana jest duŨa iloŜĺ czynnik·w proangiogennych, w wyniku czego 

wiele nowopowstağych naczyŒ jest nieprawidğowo wyksztağcona czy Ŝlepo zamkniňta. 

MoŨe takŨe dochodziĺ do sytuacji, gdy guz roŜnie zbyt szybko, aby umoŨliwiĺ 

ukrwienie cağej jego objňtoŜci [Scharping, Delgoffe, 2016; Otrock i in., 2009; Geiger, 

Peeper, 2009]. 

W warunkach hipoksji aktywacji ulega wiele czynnik·w. Jednym z najwaŨniejszych 

jest czynnik indukowany hipoksjŃ 1 (HIF-1, ang. hipoxia-inducible factor). 

Zbudowany jest on z dw·ch podjednostek, Ŭ o kr·tkim czasie p·ğtrwania oraz 

konstytutywnie aktywnej ɓ. AktywnoŜĺ HIF-1Ŭ w warunkach normoksji jest 

hamowana przez zaleŨne od tlenu biağko posiadajŃce domeny hydroksylazy 

prolinowej (PHD, ang. prolyl hydroxylase domain-containing protein), biağko Von 

Hippel-Lindaua (VHL) czy czynnik hamujŃcy HIF (FIH, ang. factor inhibiting HIF). 

Nastňpnie, HIF-1Ŭ ulega ubikwitynacji i jest degradowany w proteasomie (Ryc. 4). W 

warunkach hipoksji aktywnoŜĺ PHD i VHL zostaje zahamowana, umoŨliwiajŃc 

powstanie stabilnego dimeru HIF-1. Podjednostka Ŭ moŨe byĺ r·wnieŨ stabilizowana 

przez czynniki wydzielane przez kom·rki mikroŜrodowiska, takie jak czynniki 

wzrostowe, cytokiny oraz onkogeny, np. MYC [Otrock i in., 2009; Dondajewska, 

Suchorska, 2011; Muz i in., 2015]. Stabilny dimer podjednostek Ŭ i ɓ trafia do jŃdra 
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kom·rkowego, gdzie poprzez odpowiednie czynniki transkrypcyjne i kofaktory 

aktywuje geny pronowotworowe, kodujŃce biağka lub regulujŃce czynniki takie jak: 

BNIP3, erytropoetynň, VEGF, iNOS czy enzymy glikolityczne. WywoğujŃ one dalsze 

zakwaszenie Ŝrodowiska, indukujŃ angiogenezň oraz hamujŃ apoptozň (Ryc. 4). 

Ponadto, HIF-1 reguluje szlaki molekularne zwiŃzane z proliferacjŃ, apoptozŃ, 

inwazjŃ, migracjŃ czy metabolizmem kom·rkowym, przyspieszajŃc pogresjň 

nowotworu. Czynnik ten uczestniczy takŨe w immunosupresji czy nabywaniu przez 

kom·rki nowotworowe chemio- i radioopornoŜci [Otrock i in., 2009; Dondajewska, 

Suchorska, 2011; Muz i in., 2015; Masson, Ratcliffe, 2014; Noman i in., 2015].  

 

 

Ryc. 4. Regulacja aktywnoŜci HIF-1 w warunkach normoksji i hipoksji [opracowanie wğasne] 

W Ŝrodowisku hipoksyjnym podjednostka Ŭ ulega ubikwitynacji i degradacji w proteasomie. 

Podczas hipoksji aktywnoŜĺ czynnik·w inhibujŃcych HIF-1 (VHL, FIH i PHD) zostaje 

zahamowana, przez co powstaĺ moŨe stabilny dimer podjednostek Ŭ i ɓ. Stabilny czynnik HIF-1 

ulega translokacji do jŃdra kom·rkowego, gdzie poprzez okreŜlone czynniki transkrypcyjne 

indukuje ekspresjň gen·w zwiŃzanych z progresjŃ nowotworu  

 

Hipoksja mikroŜrodowiska nowotworu sprzyja jego progresji. Do Ŝrodowiska takiego 

ŜciŃgane sŃ makrofagi (w szczeg·lnoŜci TAMs) oraz neutrofile zwiŃzane  

z nowotworem (TANs, ang. tumour associated neutrophils). WytwarzajŃ one czynniki 

indukujŃce angiogenezň, wnikanie kom·rek nowotworowych do Ŝwiatğa naczyŒ 

krwionoŜnych czy stan zapalny [Senthebane i in., 2017; Singel, Segal, 2016]. 

Niedotlenienie uniemoŨliwia takŨe wytwarzanie poprzez kom·rki 

immunokompetentne reaktywnych form tlenu i wolnych rodnik·w mogŃcych niszczyĺ 

kom·rki nowotworowe. Ponadto, ograniczeniu ulega aktywnoŜĺ niekt·rych 

cytostatyk·w r·wnieŨ bazujŃcych na reaktywnoŜci wolnych rodnik·w tlenowych 
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[Senthebane i in., 2017; Scharping, Delgoffe, 2016; Noman i in., 2015; Plaks  

i in., 2015].  

  

 Stan zapalny 

 Chorobie nowotworowej nierozğŃcznie towarzyszy stan zapalny. W takim 

Ŝrodowisku dochodzi do uszkodzeŒ DNA, inaktywacji gen·w supresorowych, a takŨe 

aktywacji lub zwiňkszenia ekspresji szeregu czynnik·w i szlak·w o charakterze 

pronowotworowym.  

W warunkach fizjologicznych stan zapalny jest zjawiskiem pozytywnym i ma na celu 

pobudzenie i ukierunkowanie odpowiedzi immunologicznej. Powstaje na skutek 

infekcji, uszkodzeŒ tkanek, dziağania alergen·w i toksyn czy reakcji 

autoimmunologicznej. UmoŨliwia on zwalczenie infekcji czy eliminacjň kom·rek 

transformowanych. PoczŃtkowo pojawia siň lokalnie, obejmujŃc obszar w kt·rym 

zostağ zainicjowany. W miejsce odczynu zapalnego przyciŃgane sŃ neutroflie,  

a nastňpnie makrofagi i kom·rki dendrytyczne (DCs, ang. dendritic cells). WytwarzajŃ 

one szereg czynnik·w prozapalnych i chemotaktycznych powodujŃc rozszerzenie 

stanu zapalnego na poziom ukğadowy. Dochodzi do podwyŨszenia temperatury ciağa, 

b·lu, zaczerwienienia miejsca odczynu zapalnego. Stan ten nazywa siň ostrym stanem 

zapalnym lub ostrŃ reakcjŃ zapalnŃ [Goğa┐b i in., 2015; Schetter i in., 2010; Foug¯re  

i in., 2016]. Aby w organizmie zachowana zostağa r·wnowaga, musi byĺ on 

wygaszony. Gdy wskutek zmian patologicznych, zespoğ·w chorobowych  

czy zaburzenia funkcjonowania okreŜlonych czynnik·w nie dochodzi do jego 

wygaszenia, pojawia siň chroniczny stan zapalny. Niesie ono za sobŃ szereg zmian  

w funkcjonowaniu okreŜlonych biağek, kom·rek, a w rezultacie cağego organizmu. 

Podczas chronicznego stanu zapalnego pojawia siň konstytutywna produkcja szeregu 

mediator·w pronowotworowych. Dlatego teŨ prowadziĺ on moŨe do rozwoju  

i progresji nowotworu poprzez aktywacjň zğoŨonej grupy czynnik·w umoŨliwiajŃcych 

rozw·j i przetrwanie zmiany patologicznej w organizmie [Schetter i in., 2010; Samadi 

i in., 2015]. 
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Ryc. 5. Molekularny mechanizm kancerogenezy indukowany chronicznym stanem zapalnym 

[opracowanie wğasne] 

NF-əB ï czynnik jŃdrowy əB; COX-2 ï cyklooksygenaza-2; PGE2 ï prostaglandyna E2; iNOS ï 

indukowalna syntaza tlenku azoru; RONS ï reaktywne formy tlenu i azotu; NO ï tlenek azotu; 

PI3K/Akt ï szlak kinazy-3 fosfatydyloinozytolu i kinazy Akt; PTEN ï homolog tensyny i 

fosfatazy, inhibitor PI3K/Akt; VHL ï biağko Von Hippel-Lindau, inhibitor EMT; EMT ï 

przejŜcie epitelialno-mezenchymalne, proces nabycia przez kom·rki zdolnoŜci do migracji; 

Twist/Snail/ZEB ï szlaki molekularne indukujŃce EMT; TNF-Ŭ ï czynnik martwicy nowotworu 

Ŭ, cytokina pro-zapalna; MMPs ï metaloproteinazy macierzy zewnŃtrzkom·rkowej; HIF-1Ŭ ï 

podjednostka Ŭ czynnika indukowanego hipoksjŃ; VEGF ï czynnik wzrostu Ŝr·dbğonka naczyŒ, 

czynnik proangiogenny 

 

 Podczas chronicznego stanu zapalnego dochodzi do przeksztağcenia 

protoonkogen·w w onkogeny oraz inaktywacji gen·w supresorowych. Ponadto, 

dochodzi do konstytutywnej aktywacji czynnik·w takich, jak: syntaza tlenku azotu 2, 

zwana teŨ indukowalnŃ (NOS2, iNOS, ang. inducible nitric oxide synthase), 

cyklooksygenaza-2 (COX-2, ang. cyclooxygenase-2) i prostaglandyny,  

5-lipooksygenaza (5-LOX, ang. 5-lipooxygenase), HIF-1Ŭ, czynnik jŃdrowy əB  

(NF-əB, ang. nuclear factor əB), STAT, kinaza biağkowa aktywowana mitogenem 

(MAPK, ang. mitogen-activated protein kinase), szlak kinazy-3 fosfatydyloinozytolu 

(PI3K, ang. phosphatidylinositol 3-kinase) i kinazy Akt, czynniki wzrostowe (TGF- ɓ, 

VEGF) czy cytokiny prozapalne (IL-1ɓ, -6, -11, TNF-Ŭ) i chemokiny (CXCR4, 

CXCL8 (IL-8)). PowodujŃ one z jednej strony pogğňbienie stanu zapalnego, z drugiej 
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zaŜ peğniŃ funkcje pronowotworowe poprzez tworzenie lokalnej immunosupresji (Ryc. 

5) [Schetter i in., 2010; Samadi i in., 2015; Hoesel, Schmid, 2013; Thompson i in., 

2015; Zimmers i in., 2016]. 

 Do indukcji onkogen·w i inhibicji gen·w supresorowych dochodzi w wyniku 

zmian epigenetycznych oraz uszkodzenia system·w naprawy DNA. WiŃŨe siň to 

gğ·wnie z wytwarzaniem podczas stanu zapalnego reaktywnych form tlenu (ROS, ang. 

reactive oxygen species) i wolnych rodnik·w. Indukcja onkogen·w (np. ras)  

z jednoczesnŃ inaktywacjŃ gen·w supresorowych (p53, APC, pRb, PTEN, VHL) 

prowadzi do inicjacji rozwoju nowotworu i jego progresji [Schetter i in., 2010; Samadi 

i in., 2015]. 

 Jednym z najwaŨniejszych czynnik·w indukowanych podczas chronicznego 

stanu zapalnego jest cyklooksygenaza-2. Jest to enzym zlokalizowany na retikulum 

endoplazmatycznym, kt·ry katalizuje powstawanie prostaglandyn. Zar·wno COX-2, 

jak i prostaglandyny, a w szczeg·lnoŜci prostaglandyna E2 (PGE2, ang. prostaglandin 

E2), sŃ kluczowymi czynnikami odgrywajŃcymi rolň w stanie zapalnym  

i kancerogenezie. COX-2 ulega nadekspresji w nowotworze, tym silniejszej, im 

wyŨsze stadium klinicznego zaawansowania nowotworu. Cyklooksygenaza-2  

i produkt jej aktywnoŜci, PGE2, indukujŃ mutacje w DNA, proliferacjň kom·rek 

nowotworowych, angiogenezň, przerzutowanie, a takŨe hamujŃ apoptozň kom·rek 

transformowanych nowotworowo. Wykazano r·wnieŨ, Ũe regulujŃ mikroŜrodowisko 

guza oraz uczestniczŃ w powstawaniu lokalnej immunosupresji. Do czynnik·w 

indukowanych przez COX-2 naleŨŃ NF-əB, STAT3 (uczestniczŃcy w progresji 

nowotworu, indukcji czynnik·w prozapalnych oraz kacheksji organizmu), 

Twist/Snail/ZEB, poŜrednio takŨe biağka Rho [Schetter i in., 2010; Samadi i in., 2015; 

Thompson i in., 2015; Zimmers i in., 2016].  

COX-2 ulega wzajemnej aktywacji z syntazŃ tlenku azotu 2, zwanej teŨ indukowalnŃ 

(NOS2, iNOS). Gğ·wnŃ rolŃ tego enzymu jest produkcja tlenku azotu (NO), bňdŃcego 

reaktywnŃ formŃ azotu (RNS, ang. reactive nitrogen species). Peğni on szereg funckji 

w kom·rce i organizmie. Przede wszystkim jest czŃsteczkŃ sygnağowŃ. W kontekŜcie 

nowotworu, NO moŨe peğniĺ fukncje sprzyjajŃce jego rozwojowi (uğatwiajĺ 

przerzutowanie, indukowaĺ czynniki zaangaŨowane w migracjň i inwazjň) lub 

ograniczajŃce go (indukcja odpowiedzi immunologicznej, apoptozy czy uszkadzanie 

kom·rek nowotworowych) [Schetter i in., 2010; Vannini i in., 2015]. Zar·wno NO, 

jak i inne reaktywne formy tlenu i azotu (RONS, ang. reactive oxygen and nitrogen 
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species), peğniŃ szereg funkcji w stanie zapalnym i rozwijajŃcym siň nowowotworze. 

Przede wszystkim powodujŃ peroksydacjň DNA, lipid·w i biağek, prowadzŃc  

do ograniczenia lub utraty ich funkcjonalnoŜci. Ponadto, peroksydacja DNA moŨe 

prowadziĺ do niestabilnoŜci i szeregu mutacji, kt·re z jednej strony mogŃ okazaĺ siň 

Ŝmiertelne dla kom·rek nowotworowych, z drugiej zaŜ promowaĺ progresjň  

i przerzutowanie. RONS wpğywajŃ takŨe na procesy kom·rkowe: indukujŃ lub hamujŃ 

proliferacjň, aktywujŃ szlak apoptozy oraz pobudzajŃ angiogenezň [Schetter i in., 

2010; Thompson i in., 2015; Brenner i in., 2014].  

 Podczas stanu zapalnego uwolniony zostaje szereg cytokin i chemokin. 

Cytokiny mogŃ dziağaĺ prozapalnie lub przeciwzapalnie, a r·wnowaga miňdzy nimi 

reguluje r·wnieŨ odpowiedŦ immunologicznŃ. Podczas chronicznego stanu zapalnego 

dochodzi do nadekspresji cytokin prozapalnych, w szczeg·lnoŜci TNF-Ŭ oraz IL-1ɓ  

i IL -6 [Samadi i in., 2015; Thompson i in., 2015]. Z kolei chemokiny, a szczeg·lnie 

CXCL8 (inaczej IL-8), CXCL1 czy CXCL6, powodujŃ ŜciŃganie neutrofil·w  

w miejsce odczynu zapalnego, kt·re w mikroŜrodowisku guza peğniŃ funkcje 

pronowotworowe poprzez wydzielanie szeregu czynnik·w, m. in. MMP-9 [Thompson 

i in., 2015]. Ponadto, chemokiny mogŃ indukowaĺ proliferacjň, przeŨycie i migracjň 

kom·rek, a takŨe regulowaĺ odpowiedŦ immunologicznŃ przeciwko nowotworowi 

[Samadi i in., 2015]. 

 Czynnikiem peğniŃcym szereg funkcji pronowotworowych, a indukowanym 

podczas chronicznego stanu zapalnego jest takŨe kinaza Akt. Aktywowana jest ona 

przez PI3K, kt·ra z kolei indukowana jest przez receptorowe kinazy tyrozynowe 

(RTKs, ang. receptor tyrosine kinase). Szlak PI3K/Akt uczestniczy w inhibicji 

apoptozy, indukcjŃ proliferacji czy migracji i czynnik·w je regulujŃcych [Samadi i in., 

2015; Brown, Banerji, 2017]. W Ŝrodowisku zapalnym Akt indukuje NF-əB, iNOS, 

TNF-Ŭ, IL-6 i -17 [Samadi i in., 2015]. 

 

1.1.2.  Proces kancerogenezy 

 Kancerogeneza jest to proces opisujŃcy rozw·j nowotworu. Podzielony zostağ 

na 3 etapy: inicjacjň, promocjň i progresjň. Niekiedy wyr·Ũniany jest takŨe etap 

preinicjacji, czyli naraŨenia kom·rek lub organizmu na dziağanie kancerogen·w (Ryc. 

6) [Kordek i in., 2007; Goğa┐b i in., 2015]. 
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Ryc. 6. Mechanizm kancerogenezy i przerzutowania [opracowanie wğasne] 

 

Podczas inicjacji procesu nowotworowego, w wyniku dziağania czynnika 

rakotw·rczego, dochodzi do zmian w materiale genetycznym kom·rki. Prowadzi to 

do powstania tzw. kom·rki zainicjowanej. Wskutek mutacji nastňpuje inaktywacja 

gen·w supresorowych, kt·rych produkty biağkowe, takie jak p53, pRb czy APC, 

przeciwdziağajŃ pojawieniu siň kom·rek zainicjowanych. Z drugiej strony, nadmiernie 

aktywowane sŃ protoonkogeny, stajŃc siň onkogenami. Biağka przez nie kodowane 

(np. biağka Ras, Raf, Wnt, Myc, czynniki wzrostowe) biorŃ udziağ w szeregu proces·w, 

takich jak proliferacja, apoptoza, angiogeneza oraz migracja [Kordek i in., 2007; 

Goğa┐b i in., 2015; Barrett, 1993; Croce, 2008; Markowitz, Bertagnolli, 2009; Siddiqui 
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i in., 2015]. Zmiany w materiale genetycznym kom·rki mogŃ przybieraĺ postaĺ 

zar·wno mutacji punktowych, jak r·wnieŨ aberracji chromosomalnych.  

Do transformacji nowotworowej prowadziĺ mogŃ takŨe zmiany epigenetyczne DNA 

[Kordek i in., 2007; Croce, 2008; Markowitz, Bertagnolli, 2009]. 

Na tym etapie dochodzi takŨe do zaburzenia r·wnowagi miňdzy biağkami pro-  

i antyapoptotycznymi. Skutkiem tego zjawiska moŨe byĺ zmniejszenie iloŜci lub 

aktywnoŜci biağek promujŃcych apoptozň, jak r·wnieŨ moŨe dojŜĺ do zwiňkszenia 

potencjağu biağek hamujŃcych ten proces [Kordek i in., 2007; Croce, 2008]. Ponadto, 

w kom·rkach nowotworowych dochodzi do inaktywacji gen·w stabilizujŃcych DNA, 

tzw. system·w naprawczych DNA. Do najwaŨniejszych z nich naleŨŃ: MMR 

(naprawa nieprawidğowo sparowanych zasad, ang. mis-match repair), NER (naprawa 

przez wycinanie nukleotydu, ang. nucleotide-excision repair) i BER (naprawa przez 

wycinanie zasady, ang. base-excision repair). W prawidğowej kom·rce systemy te 

odwracajŃ punktowe mutacje w materiale genetycznym, natomiast ich wyğŃczenie  

w kom·rkach nowotworowych umoŨliwia pojawienie siň aberracji prowadzŃcych  

do kancerogenezy [Kheirelseid i in., 2013].  

 PierwszŃ liniŃ obrony organizmu przed nowotworem jest aktywnoŜĺ gen·w 

supresorowych, gğ·wnie biağka p53 (Ryc. 7). Hamuje ono cykl kom·rkowy, indukuje 

systemy naprawy DNA, a w skrajnym przypadku promuje apoptozň [Kheirelseid i in., 

2013; Simabuco i in., 2018]. O tym, jak waŨne jest biağko p53 w ochronie przez 

kancerogenezŃ Ŝwiadczy fakt, iŨ w wiňkszoŜci nowotwor·w jest ono nieaktywne. 

Oznacza to, Ũe dopiero gdy zostanie inaktywowane, moŨe dojŜĺ do rozwoju 

nowotworu. Inaktywacja biağka p53 moŨe zachodziĺ poprzez mutacjň w genie TP53, 

jak r·wnieŨ poprzez zwiňkszenie aktywnoŜci biağka MDM2, degradujŃcego p53 

[Kheirelseid i in., 2013; Simabuco i in., 2018; Labuschagne i in., 2018].  

 OstatniŃ liniŃ obrony organizmu przed kancerogenezŃ jest aktywnoŜĺ ukğadu 

odpornoŜciowego. Wzajemne relacje Ŝrodowiska guza oraz ukğadu immunologicznego 

okreŜlono jako immunoredagowanie. Proces ten skğada siň z trzech etap·w.  

W pierwszym, nazwanym etapem eliminacji, kom·rki immunokompetentne, gğ·wnie 

limfocyty T i kom·rki NK (tzw. naturalni zab·jcy, ang. natural killers), zwalczajŃ 

nowotw·r. W kolejnym etapie, dochodzi do powstania stanu r·wnowagi miňdzy 

nowotworem i ukğadem odpornoŜciowym. W ostatnim, trzecim, etapie, przewagň 

nabywa proces nowotworowy, prowadzŃc do ucieczki spod nadzoru 

immunologicznego [Goğa┐b i in., 2015; Swann, Smyth, 2007]. 
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Ryc. 7. Mechanizm aktywnoŜci biağka p53 [opracowanie wğasne] 

W wyniku zajŜcia uszkodzeŒ DNA dochodzi do aktywacji biağka p53. Jego aktywnoŜĺ skutkuje 

zahamowaniem cyklu kom·rkowego i proliferacji oraz aktywacjŃ system·w naprawy DNA (I). 

JeŨeli nie moŨe dojŜĺ do naprawy bğňd·w w DNA, biağko p53 powoduje aktywacjň biağek 

proapoptotycznych, indukujŃc tym samym programowanŃ Ŝmierĺ kom·rkowŃ (II). W sytuacji, 

gdy apoptoza nie moŨe zajŜĺ lub biağko p53 zostağo inaktywowane, dochodzi do zwalczania 

zmienionych kom·rek przez ukğad immunologiczny (III)  

Bad ï biağko proapoptotyczne; Bcl-2 ï biağko antyapoptotyczne; cyt. c ï cytochrom c, czynnik 

uwalniany z mitochondrium, indukujŃcy proces apoptozy 

 

 Nadaktywne onkogeny powodujŃ, iŨ kom·rka zainicjowana uzyskuje 

przewagň proliferacyjnŃ, tj. ulega podziağom szybciej, niŨ kom·rki prawidğowe. W ten 

spos·b powiela sw·j fenotyp, przerastajŃc tkanki prawidğowe. Nastňpuje kumulacja 

mutacji, a kom·rka zainicjowana staje siň kom·rkŃ nowotworowŃ. Etap ten nosi 

nazwň promocji i w trakcie jego trwania ksztağtuje siň struktura guza. Wraz  

z podziağami kom·rkowymi zwiňksza on swojŃ objňtoŜĺ oraz zaczyna naciekaĺ 

sŃsiednie tkanki. W wyniku ekspresji okreŜlonych czynnik·w: VEGF, erytropoetyny 

czy iNOS, dochodzi do powstawania nowych naczyŒ krwionoŜnych. Naczynia te  

z jednej strony odŨywiajŃ guz, z drugiej zaŜ stanowiŃ drogň ucieczki kom·rek  

z miejsca pierwotnego i utworzenia przerzut·w. Dochodzi do tego w etapie progresji, 

kiedy kom·rki nowotworowe nabywajŃ dodatkowe cechy, umoŨliwiajŃce okreŜlonej 

populacji kom·rek opuszczenie guza pierwotnego i migracjň wraz z krwiŃ lub limfŃ 

do narzŃd·w odlegğych [Kordek i in., 2007; Barrett, 1993; Siddiqui i in., 2015; 

Markowitz, Bertagnolli, 2009; Schetter i in., 2010]. 
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 Wraz z postňpem kancerogenezy, promowana jest nadmierna proliferacja 

kom·rek, zaŜ coraz silniejszej presji podlega apoptoza. Ponadto, kom·rki produkujŃ 

wysokie stňŨenia czynnik·w zwiŃzanych ze stanem zapalnym (np. COX-2), w wyniku 

czego nasila siň on. Wiňkszego niŨ dotychczas znaczenia nabywa immunosupresja 

mikroŜrodowiska guza, co zwiňksza jego opornoŜĺ na dziağanie ukğadu 

odpornoŜciowego [Kordek i in., 2007; Schetter i in., 2010]. 

 W ostatnim etapie kancerogenezy dochodzi do metastazy, czyli uwolnienia 

kom·rek z guza pierwotnego, wňdr·wka w pğynach ustrojowych, a nastňpnie 

utworzenie guza wt·rnego w odlegğym narzŃdzie. Przerzutowanie jest procesem 

wieloetapowym i skomplikowanym, kt·ry podlega wieloczynnikowej regulacji.  

Do powstania przerzutu odlegğego przyczyniajŃ siň takie czynniki, jak stan zapalny 

czy hipoksyjne, zakwaszone mikroŜrodowisko [van Zijl i in., 2011].  

 

1.1.3.  Mechanizm przerzutowania 

 IstniejŃ r·Ũne hipotezy wyjaŜniajŃce powstanie przerzutu nowotworowego. 

Jedne z nich zakğadajŃ, iŨ kom·rki gotowe do przerzutowania wytwarzajŃ czynniki 

sygnalne, majŃce na celu uformowanie Ŝrodowiska do powstania guza wt·rnego. 

Wedğug innych to powstağe wczeŜniej Ŝrodowisko wysyğa czŃstki sygnalne, 

indukujŃce zmiany w kom·rkach, prowadzŃce do nabycia fenotypu migracyjnego. 

Niemniej jednak, istotnym jest wytworzenie odpowiedniej niszy wt·rnej by kom·rki 

nowotworowe mogğy zasiedliĺ odlegğy organ. Ponadto, kaŨdy typ nowotworu 

przerzutuje do okreŜlonych organ·w. W przypadku raka jelita grubego sŃ to wŃtroba, 

pğuca, rzadziej m·zg. Mechanizm odpowiadajŃcy za takŃ selektywnoŜĺ nie jest jeszcze 

do koŒca poznany. Podejrzewa siň, iŨ nowotwory przerzutujŃ do miejsc, w kt·rych 

powstağa nisza wt·rna bňdzie odpowiadaĺ wymaganiom kom·rek pochodzŃcych  

z guza pierwotnego pod kŃtem odpowiedniej anatomii, czynnik·w adhezyjnych  

(np. integryn), chemokin, cytokin czy czynnik·w wzrostu [Geiger, Peeper, 2009; 

Brooks i in., 2010; Jiang i in., 2015; van Zijl i in., 2011].  

 Przerzut nowotworowy jest procesem wieloetapowym. KluczowŃ rolň 

odgrywa mikroŜrodowisko nowotworu poprzez wytworzenie czynnik·w 

indukujŃcych okreŜlone zmiany w kom·rkach. W wyniku tego, dochodzi do przejŜcia 

epitelialno-mezenchymalnego (EMT, ang. epithelial-mesenchymal transition), 

procesu, podczas kt·rego kom·rki nowotworowe nabywajŃ fenotyp migracyjny. 



29 
 

Kom·rki takie zdolne sŃ opuŜciĺ guz pierwotny oraz dokonaĺ inwazji pobliskiej 

tkanki. WnikajŃ one do naczyŒ krwionoŜnych (intrawasacja), kt·rymi docierajŃ  

do innych organ·w, a nastňpnie opusczajŃ krwiobieg (ekstrawasacja). Dochodzi  

do lokalnej inwazji, kolonizacji tkanki, a nastňpnie zagnieŨdŨenia kom·rek  

w powstağej wczeŜniej niszy wt·rnej [Geiger, Peeper, 2009; van Zijl i in., 2011]. 

 

 MikroŜrodowisko a przerzut 

 Wpğyw niszy nowotworowej na kom·rki jest jednym z kluczowych etap·w 

kancerogenezy. Z jej udziağem dochodzi bowiem do inicjacji okreŜlonych szlak·w 

prowadzŃcych do nabycia przez kom·rki odpowiednich cech. MikroŜrodowisko 

oddziağywuje na kaŨdy z etap·w przerzutowania, od modulacji adhezji kom·rek,  

ich uwolnienia z guza, poprzez migracjň i inwazjň, aŨ do osiŃgniňcia niszy wt·rnej. 

Czynny udziağ w tych procesach biorŃ kom·rki mikroŜrodowiska, CAFs, TAMs oraz 

TANs, Tregs czy MDSCs, kt·re poprzez wytwarzane czynniki prometastatyczne:  

HIF-1, COX-2, czynniki wzrostowe (EGF, FGF, HGF, PDGF, VEGF, TGF-ɓ, czynnik 

wzrostu tkanki ğŃcznej (CTGF, ang. connective tissue growth factor)), proteazy 

(MMPs, proteazy cysteinowe (katepsyny) i serynowe (w tym czynnik biorŃcy udziağ 

w aktywacji MMPs, urokinazowy aktowator plazminogenu (uPA, ang. urokinase 

plasminogen activator)) czy cytokiny (IL-1Ŭ, IL-8, IL-10) oraz chemokiny (CXCL12) 

regulujŃ mobilnoŜĺ kom·rek transformowanych [Geiger, Peeper, 2009; van Zijl i in., 

2011; Guan, 2015; Jiang i in., 2015; Butera i in., 2018; Zhang D. i in., 2018]. 

 

 Stan zapalny a przerzut 

 Stan zapalny nie zawsze jest wyznacznikiem pojawienia siň zmiany 

patologicznej, lecz w praktycznie wszystkich guzach nowotworowych odnotowuje siň 

podwyŨszony odczyn zapalny. Ostry stan zapalny sprzyja zwalczaniu choroby,  

gdy jednak nie zostaje on wygaszony, rozwija siň w formň chronicznŃ. Do Ŝrodowiska 

zapalnego napğywajŃ kom·rki immunokompetentne (TAMs, TANs czy MDSCs), 

kt·re ulegajŃ modyfikacji w mikroŜrodowisku guza. Wraz z kom·rkami zrňbu guza 

wytwarzajŃ one szereg czynnik·w sprzyjajŃcych progresji nowotworu: cytokiny  

i chemokiny (TNF-Ŭ, IL-6 oraz IL-8 (CXCL8)), VEGF, uPA oraz MMPs,  

COX-2/PGE2, Wnt czy PI3K/Akt. Czynniki te sprzyjajŃ nabywaniu przez kom·rki 
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nowotworowe zdolnoŜci migracyjnych w procesie przejŜcia epitelialno-

mezenchymalnego. Ponadto, podczas chronicznego stanu zapalnego dochodzi  

do upoŜledzenia odpowiedzi immunologicznej, co dodatkowo sprzyja tworzeniu 

przerzut·w [Brooks i in., 2010; Dominguez i in., 2017; Qian, 2017].  

 

 PrzejŜcie epitelialno-mezenchymalne (EMT)  

 W pierwszym etapie przerzutowania, dochodzi do nabycia przez kom·rki 

zdolnoŜci do migracji. Proces ten nosi nazwň przejŜcia epitelialno-mezenchymalnego. 

Nieruchliwe, epitelialne kom·rki raka, poprzez zmianň ekspresji okreŜlonych biağek, 

osğabionej adhezji czy polarnoŜci kom·rki, nabywajŃ cech kom·rek mezenchymanych 

(Ryc. 8).  

 

 

Ryc. 8. PrzejŜcie epitelialno-mezenchymalne [opracowanie wğasne] 

 

 EMT indukowane jest przez szereg molekuğ, pochodzŃcych gğ·wnie z TME, 

do kt·rych naleŨŃ: czynniki wzrostowe (EGF, HGF, FGF, PDGF, VEGF, TGF-ɓ), 

MMPs, HIF-1, NF-əB, cytokiny (IL-6, IL-8, czynnik stymulujŃcy tworzenie kolonii 

granulocyt·w i makrofag·w (GM-CSF, ang. granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor), TNF-Ŭ), chemokiny (CXCR1, CCL2, CCL5, CCL17, CCL18)  

czy miRNA. PrzejŜcie epitelialno-mezenchymalne moŨe byĺ takŨe aktywowane 
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zakwaszeniem mikroŜrodowiska i hipoksji, a takŨe rozwijajŃcym siň stanem 

zapalnym. Do gğ·wnych szlak·w molekularnych regulujŃcych EMT naleŨŃ Twist, 

Snail, Slug oraz ZEB1 (homeoboks 1 wiŃŨŃcy kasetň E palca cynkowego),  

kt·re z kolei mogŃ podlegaĺ pozytywnej regulacji przez szlaki: brachyury, 

PI3K/Akt/mTOR, Ras, Myc, Wnt, Notch, Shh (ang. Sonic hedgehog), NF-əB czy 

COX-2 [Ye, Weinberg, 2015; Zhang D. i in., 2018; Tam, Weinberg, 2013; 

Kessenbrock i in., 2010; Fuxe, Karlsson, 2012; Dominguez i in., 2017; Suarez-

Carmona i in., 2017; Dalla Pozza i in., 2018; Singh i in., 2018]. Z kolei do czynnik·w 

hamujŃcych EMT naleŨŃ: biağko P53, E-kadheryna czy inhibitor szlaku PI3K/Akt ï 

PTEN (Ryc. 9) [Li, Li, 2015]. 

 Kom·rki nowotworowe na wczesnych etapach rowoju raka zachowujŃ cechy 

kom·rek epitelialnych: sŃ nieruchliwe, charakterystyczna jest dla nich ekspresja  

E-kadheryny (CDH1, ang. cadherin 1), cytokeratyn oraz ZO-1 (zonula occludens 1). 

CDH1 zakotwiczona jest w bğonie kom·rkowej; zewnŃtrzkom·rkowŃ domenŃ ğŃczy 

siň z kadherynŃ sŃsiedniej kom·rki, uczestniczŃc w tworzeniu poğŃczeŒ 

miňdzykom·rkowych typu zwierajŃcego. Domena wewnŃtrzkom·rkowa peğni zaŜ 

funkcje regulacyjne, posiada bowiem miejca wiŃzania gğ·wnie z kateninami, w tym  

ɓ-kateninŃ. W ten spos·b hamuje aktywnoŜĺ szlaku Wnt/ɓ-katenina, zaangaŨowanego 

w progresjň nowotworu i przerzutowanie. W wyniku EMT, epitelialne kom·rki 

nowotworowe nabywajŃ cech kom·rek mezenchymalnych, dla kt·rych 

charakterystyczna jest wysoka aktywnoŜĺ i iloŜĺ N-kadheryny (CDH2), wimentyny 

czy Ŭ-SMA. Zmniejszenie ekspresji CDH1 na rzecz CDH2 nosi nazwň przeğŃczenia 

kadherynowego. Prowadzi to do zmniejszenia adhezji miňdzy kom·rkami  

oraz kom·rkami a macierzŃ zewnŃtrzkom·rkowŃ (ECM, ang. extracellular matrix). 

Ponadto, nastňpuje zmiana polarnoŜci kom·rki, dziňki czemu nabywa ona zdolnoŜci 

do ruchu [Zeisberg, Neilson, 2009; Ye, Weinberg, 2015; Li, Li, 2015]. ObniŨona 

ekspresja CDH1 powoduje odğŃczenie ɓ-kateniny i jej translokacjň do jŃdra 

kom·rkowego, gdzie indukuje ekspresjň gen·w zaangaŨowanych w progresjň 

nowotworu. Z kolei, indukcja CDH2 prowadzi do przearanŨowania cytoszkieletu  

oraz tworzenia protruzji  czyli lamellipodi·w, umoŨliwiajŃcych ruch kom·rki, jak 

r·wnieŨ inwadiopodi·w, odpowiedzialnych za naciekanie podbliskich tkanek.  

W procesie tym, uczestniczŃ biağka z rodziny Rho, kt·rych zwiňkszenie ekspresji jest 

wynikiem EMT. Zatem kom·rki, kt·re przeszğy EMT, zdolne sŃ do ruchu, jak r·wnieŨ 

do uwolnienia z guza nowotworowego i migracji wgğŃb tkanki [van Zijl i in., 2011]. 
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 EMT w kancerogenezie jest oznakŃ progresji nowotworu. PrzejŜcie 

epitelialno-mezenchymalne moŨe byĺ r·wnieŨ przyczynŃ opornoŜci kom·rek 

nowotworowych na leczenie chemiczne i radiacyjne oraz skutkowaĺ nawrotami 

choroby [Ye, Weinberg, 2015]. EMT, poprzez szlak molekularny Snail, przyczynia 

siň do immunosupresji limfocyt·w T cytotoksycznych oraz, poprzez indukcjň zmiany 

ekspresji antygen·w zgodnoŜci tkankowej (MHC), ucieczki nowotworu spod nadzoru 

ukğadu immunologicznego [Kudo-Saito i in., 2009; Akalay i in., 2015; Terry i in., 

2017; Dominguez i in., 2017].  

 

 

Ryc. 9. Molekularny mechanizm regulacji EMT [opracowanie wğasne] 

PRC2, SET8 ï metyltransferazy histonowe  

 

 PrzejŜcie epitelialno-mezenchymalne zachodzi w warunkach fizjologicznych 

w Ũyciu zarodkowym oraz w regeneracji tkanek, uczestniczŃc w procesach organo-  

i morfogenezy. W nowotworach wykorzystywane jest jednak w celu zmiany fenotypu 
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kom·rek, co umoŨliwia progresjň i tworzenie przerzut·w [Zeisberg, Neilson, 2009; 

Ye, Weinberg, 2015].  

 Opr·cz EMT, zaobserwowano takŨe przejŜcie kolektywno-ameboidalne 

(CAT, ang. collective to ameboid transition) w przypadku miňsaka, czerniaka, 

chğoniaka, a takŨe raka piersi, pğuca czy prostaty oraz przejŜcie mezenchymalno-

ameboidialnego (MAT, mesenchymal to ameboid transition), wystňpujŃce w raku 

piersi, czerniaku czy wğ·kniakomiňsaku. Oba mechanizmy prowadzŃ do nabycia przez 

kom·rkň zdolnoŜci do ruchu ameboidalnego. Charakteryzuje siň on utrzymaniem 

stabilnego ksztağtu kom·rek, kt·rych mobilnoŜĺ opiera siň na przeciskaniu siň przez 

wğ·kna ECM bez proteolitycznego trawienia. Ruch ameboidalny jest bardziej 

pierwotny niŨ mezenchymalny, zachodzi jednak szybciej, a takŨe jest niezaleŨny  

od MMPs. Kluczowy udziağ w migracji, czy to w przypadku ruchu mezenchymalnego, 

zaleŨnego od EMT, czy ameboidalnego, odgrywajŃ biağka Rho [van Zijl i in., 2011; 

Guan, 2015; Simiczyjew i in., 2018]. Opr·cz mezenchymalnego i ameboidalnego, 

trzecim typem ruchu kom·rek jest mechanizm kolektywny. Kom·rki migrujŃ  

w postaci zgrupowaŒ, a poğŃczone sŃ ze sobŃ poprzez integryny [Geiger, Peeper, 2009; 

Friedl, Alexander, 2011; Guan, 2015]. 

 

 Uwolnienie kom·rek z guza, inwazja 

 W wyniku spadku ekspresji E-kadheryny i wzrostu N-kadheryny, jak r·wnieŨ 

innych marker·w kom·rek mezenchymalnych, takich jak Ŭ-SMA, wimentyna  

czy fibronektyna, dochodzi do zmiany polaryzacji kom·rki i osğabieniu jej poğŃczeŒ  

z kom·rkami sŃsiednimi oraz macierzŃ zewnŃtrzkom·rkowŃ. Ponadto, proteazy 

obecne w mikroŜrodowisku guza, gğ·wnie metaloproteinazy macierzy 

zewnŃtrzkom·rkowej i adamlizyny mogŃ wytrawiaĺ biağka powierzchniowe, 

dodatkowo osğabiajŃc adhezjň kom·rek [Friedl, Alexander, 2011]. W konsekwencji, 

kom·rki nowotworowe mogŃ uwolniĺ siň z guza pierwotnego i migrowaĺ w gğŃb 

tkanki wykorzystujŃc lub nie system proteazowy. Sam ruch moŨliwy jest dziňki 

aktywnoŜci biağek Rho, szczeg·lnie Rac i RhoA, kt·re dokonujŃ przeksztağcenia 

cytoszkieletu aktynowego [Friedl, Alexander, 2011].  

 W prawidğowych warunkach, gdy dochodzi do odğŃczenia siň kom·rki  

od macierzy zewnŃtrzkom·rkowej, aktywowane sŃ czynniki pro-apoptotyczne, 

gğ·wnie biağko Bcl-XL oraz ukğad Fas/FasL. KonsekwencjŃ tego zjawiska jest Ŝmierĺ 
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kom·rki na drodze apoptozy uwarunkowanej brakiem adhezji czyli anoikis. Kom·rki 

nowotworowe unikajŃ tego mechanizmu, a kluczowŃ rolň odgrywajŃ tutaj integryny, 

aktywujŃce kinazň kontakt·w ogniskowych (FAK, ang. focal adhesion kinase), kinazň 

Src oraz MAPK/ERK1/2 (kinaza 1/2 regulowana sygnağem zewnŃtrzkom·rkowym, 

ang. extracellular signal-regulated kinase 1 and 2). Dochodzi do fosforylacji kinazy 

PI3K, aktywujŃcej Akt i inhibicji kaspazy-3, tzw. wykonawczej (efektorowej), 

zapoczŃtkowujŃcej proces apoptozy [Geiger, Peeper, 2009; Guan, 2015; Ramesh i in., 

2009; Sakamoto, Kyprianou, 2010].  

 

 

Ryc. 10. Regulacja unikania przez kom·rki nowotworowe anoikis [opracowanie wğasne] 

FAK ï kinaza adhezji fokalnej; Src ï kinaza; Bim ï biağko pro-apoptotyczne; RTK ï 

receptorowa kinaza tyrozynowa 

 

 Kom·rki, kt·re uwolniğy siň z guza pierwotnego i uniknňğy anoikis mogŃ 

migrowaĺ w gğňbsze warstwy tkanki. W poruszaniu siň kom·rki kluczowŃ rolň 

odgrywajŃ biağka Rho, umoŨliwiajŃce przeksztağcanie cytoszkieletu na drodze 

regulacji wğ·kien aktynomiozyny.  

W procesie przerzutowania najczňŜciej wykorzystywany jest przez kom·rki 

mezenchymalny mechanizm ruchu [Simiczyjew i in., 2018; Friedl, Alexander, 2011; 

Guan, 2015]. 
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 W pierwszym etapie ruchu mezenchymalnego dochodzi do polaryzacji 

aktyny i jej polimeryzacji. TworzŃ siň lamellipodia na krawňdzi wiodŃcej kom·rki. 

Nastňpnie, w rejonie lamellipodi·w wyksztağcajŃ siň filopodia, rekrutujŃce czynniki 

adhezyjne oraz odbierajŃce bodŦce podczas migracji. W wyniku ich interakcji  

z biağkami macierzy zewnŃtrzkom·rkowej dochodzi do lokalnej adhezji. W czňŜci 

bazalnej kom·rki, wytworzone zostajŃ struktury przejŜciowe, inwadiopodia, zwiŃzane 

z aktywnoŜciŃ proteaz. Biağka macierzy ulegajŃ degradacji, a kom·rka przemieszcza 

siň. W wyniku skracania wğ·kien aktyny, z udziağem biağek Rho, dochodzi  

do wytworzenia wewnŃtrz kom·rki siğ, kt·re pozwolŃ na jej mobilnoŜĺ. Z kolei, 

zmniejszenie siğ adhezji na krawňdzi dystalnej kom·rki powoduje retrakcjň Ăogonaò. 

Kom·rka zostaje przygotowana do kolejnego cyklu ruchu (Ryc. 11) [Guan, 2015; 

Friedl, Alexander, 2011; Singh i in., 2018; Simiczyjew i in., 2018].  

  

 

Ryc. 11. Mechanizm mezenchymalnego ruchu kom·rki [opracowanie wğasne; zdjňcia wğasne] 

 

 Transport naczyniami krwionoŜnymi 

 PierwszŃ barierŃ dla migrujŃcych kom·rek nowotworowych jest bğona 

podstawna (BM, ang. basement membrane). Jest to struktura oddzielajŃca nabğonek  

od leŨŃcej pod nim tkanki ğŃcznej. Oddziela ona tkankň nabğonkowŃ pod kŃtem 

anatomicznym, fizjologicznym czy molekularnym, a takŨe zapewnia odpornoŜĺ 

mechanicznŃ. BM jest wyspecjalizowanŃ odmianŃ ECM, zbudowanŃ gğ·wnie  

z kolagenu, fibronektyny, witronektyny czy lamininy. MoŨe ona byĺ przekroczona 

przez kom·rki tylko w szczeg·lnych przypadkach. Jednym z nich jest proces 

metastazy przebiegajŃcy z udziağem enzym·w proteolitycznych, gğ·wnie MMPs 

[Brooks i in., 2010; Singh i in., 2018].  
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 MigrujŃce kom·rki nowotworowe, osiŃgajŃc naczynie krwionoŜne, ulegajŃ 

adhezji do jego Ŝciany wykorzystujŃc w tym celu czŃstki adhezyjne, gğ·wnie z grupy 

integryn. Nastňpnie, wydzielajŃ enzymy proteolityczne, gğ·wnie MMPs. Lokalnie 

wytrawiajŃ bğonň podstawnŃ Ŝciany naczynia i przenikajŃ do jego Ŝwiatğa [Brooks  

i in., 2010; Singh i in., 2018]. Proces ten nosi nazwň intrawasacji. Kom·rki mogŃ 

wnikaĺ do krwiobiegu takŨe z wczeŜniej zajňtego ukğadu chğonnego wykorzystujŃc 

zespolenia naczyniowo-limfatyczne kŃt·w Ũylnych utworzonych z poğŃczenia Ũyğ 

szyjnych i Ũyğ podobojczykowych. Infiltrowane mogŃ byĺ takŨe naczynia okalajŃce 

sam guz nowotworowy, a wytworzone podczas procesu angiogenezy [Geiger, Peeper, 

2009; Brooks i in., 2010; Singh i in., 2018]. Kom·rki nowotworowe mogŃ infiltrowaĺ 

do naczyŒ takŨe w wyniku mechanizmu niezaleŨnego od proteaz. Odbywa siň to  

na drodze aktywnoŜci biağek Rho, kt·re przeksztağcajŃc cytoszkielet, umoŨliwiajŃ 

kom·rkom nowotworowym przenikanie przez przestwory miňdzykom·rkowe [Singh 

i in., 2018]. 

W krwiobiegu, kom·rki nowotworowe sŃ bardziej niŨ w tkankach naraŨone  

na aktywnoŜĺ ukğadu immunologicznego oraz siğy mechaniczne. Okoğo 1 kom·rka  

na 1000 jest w stanie przeŨyĺ w krwiobiegu. JednakŨe okoğo milion kom·rek 

transformowanych nowotworowo moŨe wniknŃĺ do naczyŒ w ciŃgu doby. StŃd teŨ, 

mimo iŨ relatywnie niewielka liczba tych kom·rek przetrwa w krŃŨeniu to jest w stanie 

zainicjowaĺ powstanie guza wt·rnego. Do mechanizm·w obrony kom·rek 

nowotworowych przed ukğadem odpornoŜciowym gospodarza naleŨy agregacja  

ze sobŃ i z pğytkami krwi [Geiger, Peeper, 2009; Brooks i in., 2010; van Zijl i in., 2011; 

Singh i in., 2018; Blazejczyk i in., 2015; Vanharanta, Massagu®, 2013]. 

Po osiŃgniňciu miejsca docelowego, kom·rki nowotworowe ulegajŃ adhezji do Ŝciany 

naczynia krwionoŜnego, wytrawiajŃ jŃ, a nastňpnie opuszczajŃ krwiobieg. Jest to 

proces ekstrawasacji. Od tego momentu nastňpuje lokalna inwazja prawidğowej tkanki, 

odlegğej od pierwotnego miejsca rozwoju guza [Geiger, Peeper, 2009; Brooks i in., 

2010; Singh i in., 2018]. 

Do czynnik·w regulujŃcych intra- i ekstrawasacjň oraz przeŨycie kom·rek  

w krwiobiegu naleŨŃ miňdzy innymi: czynniki wzrostowe (EGF, VEGF, PDGF, FGF, 

TGF-ɓ), HIF-1, proteazy (uPA, MMPs), N-kadheryna czy integryny [Geiger, Peeper, 

2009; Brooks i in., 2010; Singh i in., 2018].  

 NajczňstszŃ drogŃ osiŃgania niszy wt·rnej przez kom·rki nowotworowe sŃ 

naczynia krwionoŜne. JednakŨe, wyr·Ũniĺ naleŨy takŨe szlak limfatyczny oraz 
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transcelomiczny poprzez jamy ciağa. Szlakiem transcelomicznym kom·rki raka jelita 

grubego naciekajŃ, ŨoğŃdek, nerki, prostatň, jajniki czy szyjkň macicy (Ryc. 12) 

[Geiger, Peeper, 2009; Jiang i in., 2015]. 

 

 

Ryc. 12. Transcelomiczny mechanizm przerzutowania (poprzez jamy ciağa) [opracowanie 

wğasne] 

Kom·rki uwolnione z guza pierwotnego ulegajŃ adhezji do mezotelium otrzewnej (tkanka 

nabğonkowa wyŜcielajŃca otrzewnŃ) za sprawŃ czynnik·w adhezyjnych: CD44 ze strony 

nowotworu i kwasu hialuronowego ze strony mezotelium. Tak utworzony guz moŨe naciekaĺ 

pobliskie tkanki i organy oraz przerzutowaĺ do nich 

 

 Lokalna inwazja, MET, utworzenie guza wt·rnego 

 Po osiŃgniňciu miejsca wt·rnego, kom·rki nowotworowe rozpoczynajŃ 

migracjň w gğňbsze warstwy tkanki. OsiŃgajŃc niszň wt·rnŃ, osiedlajŃ siň tam  

i przechodzŃ process odwrotny do EMT, czyli przejŜcie mezenchymalno-epitelialne 

(MET, ang. mesenchymal-epithelial transition). TracŃ wtedy zdolnoŜĺ do migracji  

na rzecz adhezji i proliferacji. Indukcja MET zachodzi poprzez zatrzymanie 

aktywnoŜci szlak·w indukujŃcych EMT, takich jak Snail czy Twist. Wynika to  

z ograniczonej iloŜci czynnik·w regulujŃcych lub aktywujŃcych te szlaki, kt·re  

w wysokich stňŨeniach wystňpowağy w niszy pierwotnej. Ponadto, dochodziĺ moŨe 
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nawet do cağkowitego zahamowania tych szlak·w poprzez czynniki obecne w niszy 

wt·rnej. W wyniku tego dochodzi do przywr·cenia kom·rkom fenotypu epitelialnego, 

z kluczowŃ rolŃ  integryn [Guan, 2015; Friedl, Alexander, 2011; Brooks i in., 2010; 

Singh i in., 2018]. 

  

 

Ryc. 13. Schemat klasycznego szlaku tworzenia przerzutu [opracowanie wğasne] 

(I) Proteoliza ECM i BM. (II) Intrawasacja. (IIa) Infiltracja naczyŒ krwionoŜnych okalajŃcych 

guz lub limfatycznych poprzez wňzğy chğonne. (III) Ekstrawasacja. (IV) Lokalna inwazja, 

utworzenie guza wt·rnego 

 

AktywnoŜĺ czynnik·w takich jak HIF-1, HER2, FAK, czynnik·w wzrostowych (EGF, 

VEGF, TGF-ɓ) ich receptor·w, chemokin (CXCR4, CCL2, CCL5) czy MMPs, 

prowadzi do finalnego uksztağtowania niszy wt·rnej [Brooks i in., 2010; Blazejczyk  

i in., 2015]. PoczŃtkowo, kom·rki tworzŃ tzw. mikroprzerzut  

(ang. micrometastasis), wchodzŃ w fazň G0 cyklu kom·rkowego i utrzymywane sŃ  
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w stanie uŜpienia, latencji, nawet przez wiele lat. W ten spos·b unikajŃ odpowiedzi 

gospodarza i mogŃ proliferowaĺ w odpowiednim dla wzrostu momencie,  

np. osğabionej odpornoŜci organizmu. Utworzony zostaje tzw. makroprzerzut  

(ang. macrometastasis) i ksztağtuje siň guz wt·rny [Geiger, Peeper, 2009; Brooks i in., 

2010; Vanharanta, Massagu®, 2013]. IstniejŃ takŨň doniesienia o utworzeniu guza 

wt·rnego w obrňbie naczynia krwionoŜnego, bez ekstrawasacji kom·rek. [Brooks  

i in., 2010]. 

 

1.1.4. Regulacja procesu przerzutowania 

 Przerzutowanie jest procesem wieloetapowym i skomplikowanym.  

Na kaŨdym etapie regulowane jest przez szereg czynnik·w. Do najwaŨniejszych  

z nich, bňdŃcych przedmiotem poniŨszych badaŒ, naleŨŃ: metaloproteinazy macierzy 

zewnŃtrzkom·rkowej, biağka Rho, jak r·wnieŨ cyklooksygenaza-2, bňdŃca 

kluczowym onkogenem, odgrywajŃcym rolň na kaŨdym etapie kancerogenezy. 

Czynniki te ulegajŃ wzajemnej regulacji. 

 

 Metaloproteinazy macierzy zewnŃtrzkom·rkowej (MMPs) 

 Proteazy odgrywajŃ ogromnŃ rolň w progresji nowotworu, a szczeg·lnie 

proteazy serynowe (kalikreiny, plazmina), cysteinowe (katepsyny) oraz 

metaloproteinazy (MMPs, ADAMs). Enzymy te peğniŃ r·Ũne funkcje  

w kancerogenezie. Przede wszystkim odpowiedzialne sŃ za degradacjň macierzy 

zewnŃtrzkom·rkowej. Pozwala to na Ăutorowanieò miejsca dla powiňkszajŃcego siň 

guza, utworzenie przestrzeni dla migrujŃcych kom·rek czy przeğamywanie barier, 

takich jak Ŝciany naczyŒ czy bğona podstawna. Ponadto, okreŜlone proteazy mogŃ 

aktywowaĺ inne proteazy, a takŨe biorŃ udziağ w aktywacji wielu czynnik·w ï w tym 

czynnik·w wzrostowych ï i szlak·w zwiŃzanych z kancerogenezŃ. Enzymy te 

odpowiedzialne sŃ takŨe za trawienie biağek i receptor·w powierzchniowych, dziňki 

czemu mogŃ zmniejszaĺ adhezjň miňdzy kom·rkami oraz kom·rkami a macierzŃ 

[Brooks i in., 2010; Friedl, Alexander, 2011; Mason, Joyce, 2011; Hersz®nyi i in., 

2012]. 

 Metaloproteinazy macierzy zewnŃtrzkom·rkowej naleŨŃ do grupy hydrolaz, 

podgrupy peptydaz (EC 3.4.24). SŃ to zaleŨne od jon·w cynku Zn2+ oraz wapnia Ca2+ 
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endopeptydazy, kt·rych gğ·wnŃ rolŃ jest proteolityczna obr·bka biağek macierzy 

zewnŃtrzkom·rkowej w celu przeksztağcania ECM. W warunkach fizjologicznych jest 

to potrzebne podczas owulacji, implantacji zarodka, organogenezy i morfogenezy, 

gojenia ran czy angiogenezy, a takŨe podczas stanu zapalnego. Kom·rki 

nowotworowe wykorzystujŃ aktywnoŜĺ proteolitycznŃ MMPs, a biağka te ulegajŃ  

w nich nadekspresji [Ulisse i in., 2009; Kessenbrock i in., 2010; Hersz®nyi i in., 2012]. 

Obecnie znanych jest 28 MMPs (w tym 22 wystňpujŃ u czğowieka), kt·re podzielono 

na grupy w zaleŨnoŜci od specyfiki aktywnoŜci proteolitycznej: kolagenazy, 

Ũelatynazy, matrylizyny, stromielizyny, enamielizyny, elastazy, metaloproteinazy 

bğonowe oraz metaloproteinazy niesklasyfikowane (Tab. 1). Najwiňkszy udziağ  

w kancerogenezie i progresji nowotworu odgrywajŃ MMP-2 i -9 (Ũelatynaza A i B) 

oraz poŜrednio MMP-14 (MT1-MMP), gğ·wnie poprzez interakcjň z MMP-2 [Krstic, 

Santibanez, 2014; Cathcart i in., 2015; Cui i in., 2017]. 

Tabela 1. Podziağ oraz specyfika aktywnoŜci metaloproteinaz macierzy zewnŃtrzkom·rkowej 

[opracowanie wğasne; na podstawie: Krstic, Santibanez, 2014; Cathcart i in., 2015; Cui i in., 

2017] 

Klasa MMP  Specyfika aktywnoŜci (substrat ECM) 

Kolagenazy 
MMP-1, MMP-8,  

MMP-13, MMP-18 

Kolagen typu I, II, III, IV, V, VII, VIII, X, Ũelatyna, 

agrekan, perlekan, laminina, fibronektyna, elastyna, 

nidogen, serpiny 

ŧelatynazy MMP-2, MMP-9 
Kolagen typu I, II, III, IV, V, VII, X, XIV, Ũelatyna, 

agrekan, laminina, fibronektyna, nidogen 

Matrylizyny MMP-7, MMP-26 

Kolagen typu IV, X, Ũelatyna, agrekan, laminina, 

fibronektyna, fibrynogen, witronektyna, elastyna, 

enaktyna 

Stromielizyny 
MMP-3, MMP-10, 

MMP-11 

Kolagen typu II, III, IV, V, IX, X, XI, Ũelatyna, 

agrekan, perlekan, laminina, fibronektyna, elastyna, 

nidogen 

Enamielizyny MMP-20 Kolagen typu V, agrekan, amelogenina 

Elastazy MMP-12 
Kolagen typu IV, Ũelatyna, laminina, fibronektyna, 

elastyna 

Metaloproteinazy 

bğonowe  

(MT-MMPs) 

MMP-14 (MT1-MMP), 

MMP-15 (MT2-MMP), 

MMP-16 (MT3-MMP), 

MMP-17 (MT4-MMP), 

MMP-24 (MT5-MMP), 

MMP-25 (MT6-MMP) 

Kolagen typu I, IV, Ũelatyna, agrekan, perlekan, 

laminina, fibronektyna, fibryna, witronektyna, 

elastyna, nidogen, N-kadheryna, siarczan 

chondroityny, siarczan dermatanu 

Metaloproteinazy 

niesklasyfikowane 

MMP-19, MMP-21, 

MMP-22, MMP-23, 

MMP-27, MMP-28 

Kolagen typu I, IV, Ũelatyna, agrekan, laminina, 

fibronektyna, nidogen 

 

 Metaloproteinazy wszystkich klas wykazujŃ podobnŃ budowň. Wsp·lna  

dla wszystkich MMPs struktura zawiera: sekwencjň sygnağowŃ na koŒcu  
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N-terminalnym, kt·ra decyduje o lokalizacji proteazy, pro-domenň oraz domenň 

katalitycznŃ na C-koŒcu. Ponadto, wszystkie MMPs z wyjŃtkiem matrylizyn (MMP-7 

i -26) posiadajŃ biağkowy ğŃcznik oraz doğŃczonŃ za jego sprawŃ domenň 

hemopeksyny, kt·ra odpowiada za interakcje miňdzy biağkami, dziňki czemu 

Ănakierowujeò MMPs na specyficzny substrat. Metaloproteinazy macierzy 

produkowane sŃ w formie zymogenu, a brak ich aktywnoŜci jest wynikiem interakcji 

reszty cysteinowej obecnej w pro-domenie z jonem cynku domeny katalitycznej, przez 

co dostňp do tej drugiej jest zablokowany. W wyniku proteolizy dochodzi do usuniňcia 

pro-domeny, dziňki czemu czŃsteczka zmienia swojŃ konformacjň i uzyskuje 

aktywnoŜĺ enzymatycznŃ (tzw. przeğŃczenie cysteinowe). Niekt·re metaloproteinazy 

macierzy mogŃ posiadaĺ dodatkowe elementy strukturalne, takie jak domena 

fibrynopodobna (MMP-2 i -9), domena witronektynopodobna czy domena 

immunoglobulinopodobna bogata w cysteinň i prolinň (MMP-23), kt·re mogŃ 

zmieniaĺ aktywnoŜĺ MMPs. Metaloproteinazy membranowe, z kolei, posiadajŃ 

domeny kotwiczŃce je w bğonie ï domenň transmembranowŃ (MMP-14, -15, i -16) lub 

GPI ï glikozylofosfatydyloinozytol (MMP-17 i -25) [Kessenbrock i in., 2010; 

Cathcart i in., 2015; Kessenbrock i in., 2015; Cui i in., 2017].  

 MMPs sŃ produkowane i wydzielane przez kom·rki w postaci zymogenu, 

pro-MMP. Do ich aktywacji dochodzi pod wpğywem proteaz (uPA, katepsyna B i G, 

rodziny peptydaz zwiŃzanych z kalikreinŃ (KLKs, ang. kallikrein-related peptidases), 

samych MMPs (aktywna MMP moŨe aktywowaĺ MMP innego typu)), w wyniku 

autoaktywacji oraz oksydacji przez reaktywne formy tlenu [Kessenbrock i in., 2010; 

Mason, Joyce, 2011; Sotiropoulou i in., 2009]. 

Klasycznym mechanizmem aktywacji MMPs jest odciňcie podjednostki pro-,  

co katalizowane jest przez przeksztağcenie plazminogenu do plazminy. To z kolei 

regulowane jest przez szereg czynnik·w, takich jak tkankowy aktywator 

plazminogenu (tPA, ang. tissue plasminogen activator), katepsyna B czy KLKs. 

NajczňŜciej jednak proces ten regulowany jest poprzez uPA, ğŃczŃcy siň do swojego 

bğonowego receptora, uPAR (Ryc. 14) [Mason, Joyce, 2011; Ulisse i in., 2009; Tang, 

Han, 2013; Jaiswal i in., 2018].  
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Ryc. 14. Aktywacja MMPs [opracowanie wğasne] 

 

 Aktywne metaloproteinazy macierzy zewnŃtrzkom·rkowej dokonujŃ przede 

wszystkim proteolizy biağek macierzy zewnŃtrzkom·rkowej. MogŃ byĺ wytwarzane  

i wydzielane zar·wno przez kom·rki nowotworowe, jak r·wnieŨ kom·rki 

mikroŜrodowiska, przede wszystkim makrofagi (TAMs) i neutrofile (TANs) [Krstic, 

Santibanez, 2014; Hersz®nyi i in., 2012; Cathcart i in., 2015]. Okazuje siň jednak,  

iŨ MMPs peğniŃ takŨe funkcje regulacyjne, poza-proteolityczne. Metaloproteinazy 

wydzielane przez kom·rki guza, jak i kom·rki mikroŜrodowiska dziağajŃ 

chemoatrakcyjnie na neutrofile. Te, ŜciŃgniňte w miejsce guza, peğniŃ funkcje 

ochronne dla nowotworu, jak r·wnieŨ wydzielajŃ pronowotworowe czynniki, takie jak 

VEGF czy MMPs. Metaloproteinazy macierzy indukujŃ takŨe czynniki zaangaŨowane 

w progresjň nowotworu, takie jak TGF-ɓ czy, poŜrednio, szlaki NF-əB, MAPK  

oraz PI3K/Akt. PeğniŃ takŨe rolň ligandu dla receptor·w aktywowanych proteazami 

(PARs, ang. protease activated receptors), zaangaŨowanych w indukcjň angiogenezy, 

inwazji oraz migracji kom·rek [Krstic, Santibanez, 2014; Kessenbrock i in., 2010; 

Kessenbrock i in., 2015; Cui i in., 2017; Shuman Moss i in., 2012]. 

 MMPs w ujňciu nowotworu kojarzone sŃ przede wszystkim z progresjŃ  

i przerzutowaniem. Okazuje siň jednak, iŨ odgrywajŃ one kluczowŃ rolň na kaŨdym 

etapie kancerogenezy. PodwyŨszona iloŜĺ i ekspresja MMPs w tkance nowotworowej 

sprzyja procesom takim, jak: (i) r·Ũnicowanie kom·rek poprzez modyfikacjň ich 
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mikroŜrodowiska czy indukcjň okreŜlonych szlak·w molekularnych, np. Notch,  

kt·re regulujŃ r·Ũnicowanie kom·rek do takich, kt·re sprzyjaĺ bňdŃ rozwojowi 

nowotworu [Kessenbrock i in., 2015]; (ii) proliferacja kom·rek i wzrost wielkoŜci 

guza, poprzez modulacjň dostňpnoŜci czynnik·w wzrostowych (EGF, IGF) oraz 

zaburzenie r·wnowagi miňdzy nimi i ich inhibitorami, a takŨe w wyniku wzajemnej 

regulacji z TGF-ɓ [Cathcart i in., 2015; Kessenbrock i in., 2015; Gialeli i in., 2011]; 

(iii) stan zapalny, w wyniku modulacji cytokin i chemokin [Krstic, Santibanez, 2014; 

Hersz®nyi i in., 2012]; (iv) inhibicja apoptozy, na skutek poŜredniej aktywacji szlaku 

PI3K/Akt, jak r·wnieŨ proteolitycznej degradacji ligandu Fas (FasL), kt·ry gdy 

poğŃczy siň ze swoim receptorem Fas (FasR), tzw. Ăreceptorem Ŝmierciò, aktywuje 

kaspazy, co prowadzi do programowanej Ŝmierci kom·rki [Goğa┐b i in., 2015; Krstic, 

Santibanez, 2014; Kessenbrock i in., 2010; Hersz®nyi i in., 2012; Guicciardi, Gores, 

2009; Gialeli i in., 2011]; (v) angiogeneza, kt·ra indukowana jest przez MMPs  

w wyniku zwiňkszenia iloŜci VEGF, wskutek uwolnienia go z bğony poprzez 

proteolizň i zwiňkszenia jego dostňpnoŜci dla receptora (VEGFR) (Ryc. 15A) [Singh  

i in., 2018; Krstic, Santibanez, 2014; Kessenbrock i in., 2010; Hersz®nyi i in., 2012]. 

Udziağ MMPs w unikaniu odpowiedzi immunologicznej nastňpuje poprzez degradacjň 

FasL obecnego na limfocytach T, co uniemoŨliwia niszczenie przez nie kom·rek 

nowotworowych. Ponadto, proteazy ADAMs oraz MMPs chroniŃ nowotw·r przed 

aktywnoŜciŃ kom·rek NK [Kessenbrock i in., 2010; Gialeli i in., 2011]. MMPs 

inaktywujŃ takŨe, w wyniku proteolizy, czynniki chemotaktyczne,  

kt·re powodowağyby ŜciŃganie w miejsce guza kom·rek immunokompetentnych  

o aktywnoŜci przeciwnowotworowej (makrofag·w czy limfocyt·w T), jak r·wnieŨ 

wchodzŃ w interakcje ze skğadnikami dopeğniacza, inaktywujŃc go. Degradacja ECM 

przez MMPs powoduje uwolnienie czynnik·w dziağajŃcych chemoatrakcyjnie  

dla neutrofil·w. Te z kolei indukujŃ progresjň nowotworu, wydzielajŃ czynniki 

pronowotworowe, w tym MMP-9. Wystňpuje zatem sprzňŨenie zwrotne dodatnie: 

MMPs przyciŃgajŃ neutrofile, kt·re wydzielajŃ MMPs; ich obecnoŜĺ  

w mikroŜrodowisku guza wiŃŨe siň ze zğym rokowaniem [Kessenbrock i in., 2010; 

Hersz®nyi i in., 2012; Shuman Moss i in., 2012]. Ochrona nowotworu przed 

odpowiedziŃ gospodarza jest takŨe osiŃgana na drodze degradacji przez MMPs 

receptora obecnego na limfocytach T, co hamuje ich proliferacjň, jak r·wnieŨ indukcji 

TGF-ɓ, co skutkuje ograniczeniem odpowiedzi limfocyt·w T przeciwko kom·rkom 

nowotworowym (Ryc. 15B) [Shuman Moss i in., 2012; Gialeli i in., 2011]. 
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Ryc. 15. Udziağ MMPs w kancerogenezie [opracowanie wğasne] 

 

 Jak juŨ zostağo wspomniane, MMPs uczestniczŃ przede wszystkim  

w progresji nowotworu. RegulujŃ i aktywujŃ procesy zaangaŨowane w przerzutowanie 

na kaŨdym jego etapie: EMT, inwazjň, migracjň, intra- i ekstrawasacjň, adhezjň  

w miejscu wt·rnym oraz przygotowanie niszy wt·rnej. 

Indukcja przejŜcia epitelialno-mezenchymalnego z udziağem MMPs przebiega 

dwojako: (i) aktywujŃ one TGF-ɓ w wyniku proteolitycznego ciňcia, kt·ry nastňpnie 

indukuje EMT; (ii) metaloproteinazy macierzy dokonujŃ proteolizy E-kadheryny, 

bňdŃcej inhibitorem EMT oraz odgrywajŃcej kluczowŃ rolň w adhezji kom·rek [Fuxe, 

Karlsson, 2012; Krstic, Santibanez, 2014; Shuman Moss i in., 2012; Gialeli i in., 
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2011]. Ponadto, degradacja E-kadheryny powoduje uwolnienie ɓ-kateniny, w wyniku 

czego dochodzi do aktywacji szeregu czynnik·w i szlak·w (np. Wnt) 

zapoczŃtkowujŃcych EMT oraz proces progresji nowotworu [Singh i in., 2018; Friedl, 

Alexander, 2011]. 

MMPs uczestniczŃ w przeğamywaniu barier przez kom·rki podczas przerzutu. SŃ 

takŨe produkowane przez inwadiopodia podczas migracji kom·rek [Singh i in., 2018; 

Kessenbrock i in., 2010; Kessenbrock i in., 2015; Shuman Moss i in., 2012; Gialeli  

i in., 2011; Isaacson i in., 2017]. W wyniku zaleŨnej od MMPs proteolizy lamininy, 

dochodzi do powstania czynnik·w indukujŃcych ruch kom·rek. Ponadto, uczestniczŃ 

w powstawaniu niszy wt·rnej. Do czynnik·w tworzŃcych mikroŜrodowisko 

przerzutowe naleŨŃ VEGF, TGF-ɓ oraz TNF-Ŭ, kt·re wraz z fibronektynŃ powodujŃ 

ŜciŃgniňcie do niszy i zakotwiczenie w niej kom·rek macierzystych progenitorowych, 

pochodzŃcych ze szpiku kostnego. Wszystkie te czynniki aktywowane sŃ przez 

metaloproteinazy macierzy zewnŃtrzkom·rkowej [Kessenbrock i in., 2010; Shuman 

Moss i in., 2012; Gialeli i in., 2011].  

MMPs mogŃ wykazywaĺ takŨe aktywnoŜĺ przeciwnowotworowŃ ï promowaĺ 

programowanŃ Ŝmierĺ kom·rki oraz hamowaĺ angiogenezň, na skutek uwolnienia 

czynnik·w antyangiogennych (np. angiostatyna, endostatyna, tumstatyna) podczas 

proteolizy skğadnik·w ECM (np. kolagenu typu IV, XVIII). Niemniej jednak, MMPs 

peğniŃ funkcje przede wszystkim pronowotworowe, a ich podwyŨszona ekspresja 

koreluje z progresjŃ nowotworu, nawrotem choroby oraz zwykle zğym rokowaniem 

dla pacjenta. ZaleŨnoŜĺ ta uwarunkowana jest jednak od typu nowotworu,  

jego stadium, jak r·wnieŨ miejsca produkcji MMPs [Krstic, Santibanez, 2014; 

Kessenbrock i in., 2010; Hersz®nyi i in., 2012; Kessenbrock i in., 2015; Gialeli i in., 

2011; Isaacson i in., 2017; Hadler-Olsen i in., 2013]. 

 Regulacja aktywnoŜci metaloproteinaz macierzy zewnŃtrzkom·rkowej 

przeprowadzana jest na poziomie transkrypcji, aktywacji (przeksztağcenie zymogenu 

do aktywnej formy), a takŨe poprzez modulacjň aktywnoŜci enzymu. Do pozytywnych 

regulator·w MMPs naleŨŃ czynniki takie, jak: czynniki wzrostowe (TGF-ɓ, EGF, 

VEGF, PDGF), cytokiny (TNF-Ŭ, IL-1ɓ, IL-6), NF-əB, MAPK/ERK, biağka Rho, 

ROS, prostaglandyna E2 (PGE2), inne metaloproteinazy macierzy, a takŨe produkty 

degradacji ECM. MMPs indukowane sŃ takŨe w wyniku EMT, jak r·wnieŨ przez 

hipoksjň [Krstic, Santibanez, 2014; Cui i in., 2017; Gaffney i in., 2015]. 
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MMPs podlegajŃ takŨe negatywnej regulacji, a ich gğ·wnymi inhibitorami sŃ 

tkankowe inhibitory metaloproteinaz macierzy (TIMPs, ang. tissue inhibitor of matrix 

metalloproteinases), kt·re wiŃŨŃ metaloproteinazy i blokujŃ ich miejsce aktywne.  

Do inhibitor·w MMPs naleŨŃ takŨe Ŭ2-makroglobulina oraz biağko bogate w cysteinň 

indukujŃce powr·t do postaci pierwotnej (RECK, ang. reversion-inducing cysteine-

rich protein) [Hersz®nyi i in., 2012; Gaffney i in., 2015; Affara i in., 2009]. 

 

 Ukğad uPA/uPAR  

 Gğ·wnym mechanizmem aktywacji i zarazem regulacji MMPs jest szlak 

uPA/uPAR. W wyniku poğŃczenia siň urokinazowego aktywatora plazminogenu 

(uPA) z jego receptorem, dochodzi do katalizacji przeksztağcenia plazminogenu  

do plazminy, kt·ra z kolei aktywuje pro-MMP do MMP. Ponadto, sama plazmina 

takŨe moŨe degradowaĺ ECM [Brooks i in., 2010; Mason, Joyce, 2011; Ulisse i in., 

2009; Tang, Han, 2013; Jaiswal i in., 2018]. 

Urokinazowy aktywator plazminogenu wydzielany jest zar·wno przez kom·rki 

nowotworowe, jak i kom·rki mikroŜrodowiska. Uwalniany jest w formie 

jednoğaŒcuchowego zymogenu, kt·ry aktywowany jest w wyniku proteolitycznego 

ciňcia prowadzonego przez proteazy takie jak plazmina, katepsyny (B, G czy L)  

czy kalikreina. W wyniku tych proces·w utworzona zostaje dwuğaŒcuchowa 

czŃsteczka. Posiada ona trzy domeny: domenň katalitycznŃ o aktywnoŜci proteazy 

serynowej na koŒcu C-terminalnym, domenň kringle oraz domenň dla czynnik·w 

wzrostu na koŒcu N, kt·rŃ wiŃŨe siň do uPAR [Ulisse i in., 2009; Tang, Han, 2013; 

Jaiswal i in., 2018]. Gğ·wnym substratem dla uPA jest plazmina. Pomiňdzy uPA  

i plazminŃ wystňpuje pňtla wzajemnej aktywacji, tj. plazmina moŨe katalizowaĺ 

aktywacjň pro-uPA do aktywnej czŃsteczki, z kolei uPA katalizuje przeksztağcanie 

plazminogenu do plazminy. Urokinazowy aktywator plazminogenu moŨe 

samodzielnie aktywowaĺ plazminň, jednakŨe w formie zwiŃzanej z receptorem 

aktywnoŜĺ ta wzrasta kilkudziesiňciokrotnie [Mason, Joyce, 2011; Tang, Han, 2013; 

Jaiswal i in., 2018]  

Regulacja uPA ma miejsce (Ryc. 15A): (i) na poziomie genetycznym ï gen PLAU, 

kodujŃcy uPA, regulowany moŨe byĺ przez MAPK/ERK, c-Jun N-terminalnŃ kinazň 

(JNK, ang. c-Jun N-terminal kinase), czynniki wzrostowe, kinazy FAK i Src, jak 

r·wnieŨ NF- əB; (ii) na poziomie epigenetycznym, w wyniku metylacji i demetylacji 
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DNA, acetylacji i deacetylacji histon·w, a takŨe posttranslacyjnej obr·bki biağek 

histonowych; (iii) poprzez regulacjň wydzielania ï czynniki wzrostowe, takie jak EGF 

czy VEGF, jak r·wnieŨ TNF-Ŭ indukujŃ wydzielanie uPA; (iv) poprzez proteolizň 

sekwencji pro- zymogenu (trypsyna, termolizyna, katepsyny, kalikreina, plazmina); 

(v) zahamowanie aktywnoŜci przez inhibitory aktywatora plazminogenu (PAIs, ang. 

plasminogen activator inhibitors) [Ulisse i in., 2009; Tang, Han, 2013; Jaiswal i in., 

2018]. 

WiňkszoŜĺ czŃsteczek uPA wystňpuje w organizmie w formie zymogenu  

lub zwiŃzanych jest z PAI-1. W Ŝrodowisku nowotworu, poziom uPA jest znacznie 

podwyŨszony, gdyŨ produkowany jest r·wnieŨ przez kom·rki mikroŜrodowiska. 

Biağko to uczestniczy w nabywaniu fenotypu migracyjnego przez kom·rki, uğatwia 

takŨe i umoŨliwia ich inwazjň, migracjň oraz przebieg procesu angiogenezy [Ulisse  

i in., 2009; Tang, Han, 2013; Jaiswal i in., 2018]. 

Receptor uPA (uPAR) jest biağkiem zakotwiczonym w bğonie kom·rkowej.  

Nie posiada on domeny transmembranowej, zakotwiczony jest poprzez GPI, 

doğŃczony do ğaŒcucha C-terminalnego. uPAR posiada trzy domeny: D1, D2 i D3 

uczestniczŃce w wiŃzaniu uPA, przy czym najwaŨniejszŃ rolň peğni domena D1. 

Opr·cz uPA, uPAR moŨe wiŃzaĺ siň takŨe z witronektynŃ oraz integrynami, a takŨe 

oddziağywaĺ z innymi powierzchniowymi receptorami, uczestniczŃc w wielu 

procesach zwiŃzanych z kancerogenezŃ i przerzutowaniem [Ulisse i in., 2009; Tang, 

Han, 2013; Jaiswal i in., 2018]. 

Ukğad uPA/uPAR podlega negatywnej regulacji przez swoiste inhibitory, naleŨŃce  

do rodziny serpin (inhibitor·w proteaz serynowych, ang. serine protease inhibitor), 

PAI-1 i PAI-2, przy czym ten pierwszy odgrywa waŨniejszŃ rolň. Biağka te nazywane 

sŃ Ăinhibitorami samob·jczymiò, jako Ũe zahamowanie aktywnoŜci proteazy przebiega 

z degradacjŃ inhibitora. PAI-1 i PAI-2 mogŃ takŨe hamowaĺ aktywnoŜĺ tPA, z kolei 

inny inhibitor z rodziny serpin, Ŭ2-antyplazmina (A2AP), uczestniczy w inaktywacji 

plazminy [Brooks i in., 2010; Ulisse i in., 2009; Tang, Han, 2013; Jaiswal i in., 2018; 

Li i in., 2018]. 

 Gğ·wnŃ rolŃ ukğadu uPA-uPAR jest indukcja aktywnoŜci proteaz,  

w szczeg·lnoŜci plazminy i metaloproteinaz, kt·re dokonujŃc degradacji skğadnik·w 

macierzy zewnŃtrzkom·rkowej tkanek sŃsiadujŃcych z guzem, naczyŒ krwionoŜnych 

czy bğony podstawnej, umoŨliwiajŃ inwazjň, migracjň i przerzutowanie. Ponadto,  

jako Ũe uPAR nie posiada domeny transmembranowej, jest w stanie poruszaĺ siň 
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wzdğuŨ bğony kom·rkowej i docieraĺ do miejsc, w kt·rych obecne sŃ biağka tworzŃce 

poğŃczenia miňdzykom·rkowe oraz miňdzy kom·rkami i ECM. Nastňpnie 

przeprowadzajŃ proteolizň biağek zaangaŨowanych w adhezjň. Ukğad uPA/uPAR, 

poprzez indukcjň wytwarzania czynnik·w wzrostowych (TGF-ɓ, EGF, VEGF, HGF, 

FGF, IGF), aktywacjň okreŜlonych szlak·w molekularnych (FAK, Src, Ras/Raf,  

NF-əB, PI3K/Akt), jak r·wnieŨ interakcjň z integrynami moŨe stymulowaĺ 

proliferacjň, angiogenezň, inwazjň, migracjň i przerzutowanie kom·rek raka. Obecne 

sŃ takŨe interakcje uPA/uPAR ze szlakami zaangaŨowanymi w indukcjň EMT,  

jak r·wnieŨ biağkami Rho. Dochodzi wtedy do indukcji nabywania przez kom·rki 

fenotypu migracyjnego i stymulacjň ich poruszania siň (Ryc. 15A) [Brooks i in., 2010; 

Ulisse i in., 2009; Tang, Han, 2013; Jaiswal i in., 2018]. 

 

 Biağka podrodziny Rho 

 Rho to nadrodzina kilkudziesiňciu biağek o aktywnoŜci GTP-az, zwanych 

takŨe ze wzglňdu na swojŃ niewielkŃ masň, wahajŃcŃ siň miňdzy 20 a 40 kDa, mağymi 

biağkami G lub mağymi GTP-azami. Do najwaŨniejszych podrodzin naleŨŃ: Rac (Rac1, 

Rac2, Rac3, RhoG), Rho (RhoA, RhoC, RhoB) oraz Cdc42 (Cdc42, RhoJ, RhoQ). 

Gğ·wnŃ funkcjŃ biağek Rho jest interakcja z cytoszkieletem aktynowym poprzez jego 

polimeryzacjň i depolimeryzacjň. UmoŨliwia to zmianň polaryzacji kom·rki, 

tworzenie wypustek, migracjň, a takŨe znoszenie siğ dziağajŃcych na i wewnŃtrz 

kom·rki. Biağka Rho odgrywajŃ takŨe rolň w modyfikacji cytoszkieletu podczas 

mitozy i cytokinezy, jak r·wnieŨ w hamowaniu kontaktowym, gdzie na skutek ich 

aktywnoŜci kom·rka, kt·ra natrafiğa na innŃ kom·rkň, zmienia sw·j kierunek ruchu. 

Biağka Rho wchodzŃ w Ŝcisğe interakcje z kateninami, a poprzez nie z kadherynami, 

uczestniczŃc zar·wno w regulacji adhezji kom·rkowej, jak r·wnieŨ proces·w 

zwiŃzanych z migracjŃ i przerzutowaniem kom·rek nowotworowych [Klimaszewska 

i in., 2011; Batson i in., 2013; Jansen i in., 2018; Malinova, Huveneers, 2018]. 

Szczeg·lnŃ rolň w raku jelita grubego odgrywajŃ biağka RhoA i RhoC, kt·re ulegajŃ 

nadekspresji w tym nowotworze. Z kolei, poziom RhoB wykazujŃcego aktywnoŜĺ 

przeciwnowotworowŃ, ulega zmniejszeniu [Jansen i in., 2018].  

 Biağka Rho wykazujŃ r·Ũnice w budowie. Wsp·lna dla wszystkich 

przedstawicieli rodziny jest obecnoŜĺ domen wiŃŨŃcych nukelotydy guanylowe  

na koŒcu N oraz domena efektorowa o powinowactwie do lipid·w, zlokalizowana  
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w czňŜci C-terminalnej. Domena ta powstaje w wyniku obr·bki posttranslacyjnej 

poprzez dobudowanie do jej struktury reszt lipidowych farnezylu, geranylogeranylu, 

palmitylu czy mirystylu. Biağka podrodziny Rho (RhoA, RhoC, RhoB) modyfikowane 

sŃ geranylogeranylem, przy czym RhoB w swojej domenie posiada takŨe resztň 

farnezylu. Dziňki lipidowemu Ăogonowiò biağka Rho mogŃ byĺ kotwiczone w bğonie, 

odpowiednio lokalizowane w kom·rce (w konkretnym kompartmencie), jak r·wnieŨ 

oddziağywaĺ z okreŜlonymi czynnikami, regulujŃc ich aktywnoŜĺ [Jansen i in., 2018; 

Wertheimer i in., 2012; Hanna, El-Sibai, 2013; Warner i in., 2019; Ridley, 2015].  

 Biağka Rho mogŃ wystňpowaĺ w formie aktywnej lub nieaktywnej. 

PrzeğŃczenie miňdzy nimi regulowane jest przez  proteiny stymulujŃce aktywnoŜĺ 

GTPazowŃ mağych biağek G (GAPs, ang. GTP-ase activating proteins) oraz czynniki 

wymiany nukelotyd·w guanylowych (GEFs, ang. guanine nucleotide exchange 

factors). GAPs indukujŃ hydrolizň GTP przez biağka Rho, co prowadzi do ich inhibicji. 

Z kolei GEFs katalizujŃ przeksztağcenie GDP do GTP, co skutkuje aktywacjŃ Rho. 

Tym samym, forma aktywna zwiŃzana jest z GTP, natomiast nieaktywna ï z GDP. 

Ponadto, w regulacjň mağych GTP-az zaangaŨowane sŃ  biağka hamujŃce spontanicznŃ 

dysocjacjň nukleotyd·w guaninowych (GDIs, ang. guanine nucleotide dissociation 

inhibitors), kt·re wiŃŨŃ domenň GTP-azowŃ biağek Rho, zapobiegajŃc ich aktywacji  

i utrzymujŃc je w stanie nieaktywnym (Ryc. 16) [Klimaszewska i in., 2011; Jansen  

i in., 2018; Wertheimer i in., 2012].  

 Biağka Rho aktywujŃ okreŜlone efektory, co prowadzi do przeksztağcenia 

cytoszkieletu. Przedstawiciele podrodziny Rho aktywujŃ kinazň zaleŨnŃ od biağek Rho 

(ROCK, ang. Rho-associated protein kinase) oraz ssaczy homolog genu diaphanous 

(mDia, ang. mammalian homolog of diaphanous) [Hanna, El-Sibai, 2013]. Ich 

indukcja skutkuje stabilizacjŃ wğ·kien aktyny, kurczeniem aktynomiozyny  

i polimeryzacjŃ aktyny [Jansen i in., 2018; Wertheimer i in., 2012; Hanna, El-Sibai, 

2013; Warner i in., 2019].  
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Ryc. 16. Regulacja aktywnoŜci biağek podrodziny Rho i ich efektor·w w procesie 

przeksztağcania aktyny [opracowanie wğasne] 

RTK ï receptorowa kinaza tyrozynowa; PIP2 ï fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan; PIP3 ï 

fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan ; DH, PH ï domeny GEF; GEF ï aktywator biağek Rho; 

GAP ï inhibitor biağek Rho; mDIA, ROCK ï efektory biağek Rho; LIMK ï kinaza LIM; MLC ï 

ğaŒcuch lekki miozyny 
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Dziňki aktywnoŜci efektor·w indukowanych przez biağka Rho, kom·rka jest zdolna 

do tworzenia protruzji ï lamellipodi·w, filopodi·w czy inwadiopodi·w. SŃ one 

nastňpstwem polimeryzacji F-aktyny i jej kurczenia wskutek depolimeryzacji aktyny. 

Ponadto, w wyniku przesuwania siň miozyny wzglňdem aktyny, kom·rka zdolna jest 

do ruchu. Na skutek polimeryzacji i depolimeryzacji wğ·kien F-aktyny dochodzi takŨe 

do skracania Ăogonaò podczas ruchu, a aktywnoŜĺ RhoA umoŨliwia lokalnŃ adhezjň 

kom·rki do ECM. RhoA i RhoC uczestniczŃ r·wnieŨ w tworzeniu wğ·kien 

naprňŨeniowych i kontakt·w ogniskowych (FAs, ang. focal adhesions),  

kt·re zapewniajŃ odpowiednie naprňŨenia i siğy mechaniczne potrzebne  

do przemieszczenia siň, wydğuŨania oraz skracania kom·rki [Jansen i in., 2018; 

Wertheimer i in., 2012; Hanna, El-Sibai, 2013; Warner i in., 2019; Pellegrin, Mellor, 

2007; Burridge, Guilluy, 2016]. Ponadto, GTP-azy Rho, szczeg·lnie z rodziny Cdc42, 

uczestniczŃ w wyznaczaniu kierunku migrujŃcej kom·rki oraz odgrywajŃ kluczowŃ 

rolň w tworzeniu wypustek sensorycznych ï filopodi·w [Warner i in., 2019; Ridley, 

2015; Karlsson i in., 2009]. 

Biağka Rho uczestniczŃ nie tylko w klasycznym mechanizmie ruchu kom·rek raka 

(ruchu mezenchymalnym), ale teŨ podczas ruchu ameboidalnego oraz kolektywnego. 

Szczeg·lnŃ rolň odgrywajŃ tutaj RhoA i RhoC [Jansen i in., 2018].  

 OdgrywajŃ one kluczowŃ rolň w migracji i przerzutowaniu kom·rek raka 

dziňki modyfikacji cytoszkieletu. Okazuje siň jednak, iŨ peğniŃ one takŨe funkcje 

pronowotworowe niezaleŨne od przeksztağcania cytoszkieletu, bňdŃc regulatorami 

licznych szlak·w molekularnych. Ich zwiňkszona aktywnoŜĺ w nowotworze zwykle 

jest wynikiem nadekspresji GEFs i czynnik·w je indukujŃcych. Biağka Rho 

pozytywnie regulujŃ procesy takie, jak: (i) proliferacja kom·rek nowotworowych  

i wzrost guza ï poprzez indukcjň cyklin (np. D1) i kinaz zaleŨnych od cyklin (CDKs, 

ang. cyclin-dependent kinases) oraz hamowanie inhibitor·w proliferacji (np. produkt 

genu supresorowego, biağko p21); (ii) przeŨycie kom·rek i inhibicja apoptozy ï 

poprzez szlaki MAPK/ERK, ROCK/LIMK2 oraz zmniejszenie ekspresji biağka 

proaptotycznego Bax oraz biağka RhoB; (iii) angiogenezň ï w wyniku indukcji HIF-1 

i VEGF; (iv) progresjň i przerzutowanie ï poprzez szlak PI3K/Akt, stabilizacjň  

HIF-1Ŭ z jednoczesnŃ inhibicjŃ VHL, indukcjň EMT poprzez szlak Snail oraz biağko 

towarzyszŃce kinazie Yes (YAP, ang. Yes-associated protein), kt·re zwiňksza 

ekspresjň ɓ-kateniny [Jansen i in., 2018; Wertheimer i in., 2012; Hanna, El-Sibai, 

2013; Karlsson i in., 2009; Croft, Olson, 2011].  
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 Biağko RhoB wykazuje aktywnoŜĺ przeciwnowotworowŃ, gğ·wnie poprzez 

zaleŨnŃ od JNK indukcjň biağka proapoptotycznego Bim. Z tego wzglňdu bardzo 

czňsto dochodzi do supresji RhoB w nowotworach [Jansen i in., 2018; Croft, Olson, 

2011]. IstniejŃ doniesienia o pronowotworowym charakterze biağka RhoB. Nie jest to 

jednak potwierdzone, a wiňkszoŜĺ Ŧr·değ wskazuje jednak na indukcjň apoptozy  

i funkcje przeciwnowotworowe.  

 Regulacja biağek Rho podlega przede wszystkim za sprawŃ GEFs i GAPs. 

MogŃ one ulegaĺ indukcji pod wpğywem kinaz tyrozynowych, MAPK czy PI3K, 

indukowanych przez RTKs. Okazuje siň, iŨ szlak MAPK moŨe bezpoŜrednio 

aktywowaĺ Rho. Ponadto, ulegajŃ one regulacji pod wpğywem GPCRs oraz integryn. 

Te drugie mogŃ byĺ indukowane do aktywacji biağek Rho przez receptor uPA [Jansen 

i in., 2018; Wertheimer i in., 2012; Hanna, El-Sibai, 2013; Warner i in., 2019]. 

Ponadto, aktywnoŜĺ biağek Rho, w szczeg·lnoŜci RhoA, moŨe byĺ regulowana przez 

kinazň FAK; moŨe to byĺ regulacja pozytywna, jak i negatywna. Prawdopodobnym 

jest, iŨ proces aktywacji i inaktywacji RhoA przez FAK zachodzi cyklicznie.  

Na poczŃtku cyklu ruchu kom·rki zachodzi inhibicja, natomiast w p·Ŧniejszym etapie 

indukcja RhoA [Tomar, Schlaepfer, 2009]. IstniejŃ takŨe doniesienia o indukcji 

aktywnoŜci biağek Rho przez same MMPs lub na skutek ich aktywnoŜci (poprzez 

proteolizň E-kadheryny) [Lynch i in., 2010; Orgaz i in., 2014]. Podejrzewa siň,  

iŨ za integracjň MMPs i biağek Rho odpowiada glikoproteina CD44, bňdŃca 

receptorem dla kwasu hialuronowego (HA, ang. hyaluronic acid). Biağko to po 

zwiŃzaniu ligandu, HA, przekazuje sygnağ do wnňtrza kom·rki, co skutkuje 

zwiňkszeniem proliferacji, inwazyjnoŜci i migracji kom·rek nowotworowych. 

Proponowanym mechanizmem odpowiedzialnym za takŃ aktywnoŜĺ jest indukcja 

szlak·w Twist, biağek RhoA i RhoC oraz szlaku PI3K/Akt w wyniku zwiŃzania HA  

z CD44. Okazuje siň r·wnieŨ, iŨ receptor ten moŨe wiŃzaĺ aktywne metaloproteinazy 

macierzy (gğ·wnie MMP-9) [Bourguignon i in., 2010; Torre i in., 2010; Chen i in., 

2018]. 

 

 Cyklooksygenaza-2 

 Cyklooksygenazy (COXs), czyli syntazy prostaglandyn (PTGS,  

ang. prostaglandin-endoperoxidase synthase), to rodzina enzym·w naleŨŃcych do 

grupy oksydoreduktaz (1.14.99.1) o aktywnoŜci mieloperoksydaz. Zlokalizowane sŃ 
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na retikulum endoplazmatycznym i bğonie jŃdrowej. Cyklooksygenazy katalizujŃ 

przeksztağcenie kwasu arachidonowego, uwolnionego z bğony kom·rkowej,  

do prostaglandyn (D2, E2, F2Ŭ, I2) oraz tromboksanu A2. Poznano 3 izoformy tego 

enzymu, przy czym cyklooksygenaza-2, zwana indukowalnŃ, odgrywa kluczowŃ rolň 

w stanie zapalnym i kancerogenezie. COX-2 moŨe byĺ produkowana zar·wno przez 

kom·rki guza, jak i mikroŜrodowiska [Sobolewski i in., 2010; Liu i in., 2015; Benelli 

i in., 2018; Su i in., 2016]. 

 COX-2 ulega indukcji wskutek przerwania ciŃgğoŜci tkanki lub rozwijajŃcego 

siň stanu zapalnego. Zatem w kom·rkach prawidğowych nabğonka jelita grubego  

czy wczesnych polipach jej ekspresja jest niŨsza, w nowotworze zaŜ dochodzi do jej 

nadekspresji. Do czynnik·w indukujŃcych aktywnoŜĺ PTGS-2 naleŨŃ cytokiny  

(TNF-Ŭ, IL-1ɓ, IL-6), czynniki wzrostowe, lipopolisacharyd (LPS) oraz wt·rny kwas 

Ũ·ğciowy ï deoksycholowy (DCA, ang. deoxycholic acid). Ponadto, ulega ona 

wzajemnej regulacji z NF-əB oraz iNOS [Samadi i in., 2015; Vannini i in., 2015; 

Sobolewski i in., 2010; Liu i in., 2015; Benelli i in., 2018]. Wykazano takŨe, iŨ COX-

2 moŨe ulegaĺ zaleŨnej od NF-əB aktywacji przez biağka RhoA, RhoC oraz kinazň 

ROCK [Benitah i in., 2003; Lang i in., 2017].   

 Gğ·wnym produktem aktywnoŜci COX-2 zwiŃzanym z nowotworzeniem jest 

prostaglandyna E2. Powstağa PGE2 szybko oddysocjowuje i wiŃŨe siň ze swoim 

receptorem (EP1, EP2, EP3 lub EP4), aktywujŃc okreŜlone szlaki sygnağowe  

w kom·rce, w zaleŨnoŜci od tego, kt·ry receptor zostağ pobudzony. W przypadku 

pobudzenia EP1 dochodzi do nagromadzenia jon·w wapnia w kom·rce wskutek 

pobudzenia fosfolipazy C (PLC, ang. phospholipase C) oraz trifosforanu inozytolu 

(IP3, ang. inositol triphosphate). ZwiŃzanie siň PGE2 z EP2 lub EP4 prowadzi  

do kaskady aktywacji biağka G oraz cyklazy adenylowej (AC, ang. adenylyl cyclase), 

co skutkuje zwiňkszeniem iloŜci cAMP (cyklicznego adenozynotrifosforanu)  

w kom·rce. Prowadzi to do indukcji okreŜlonych szlak·w molekularnych, takich jak 

kinaza biağkowa A (PKA, ang. protein kinase A) oraz PI3K/Akt, co w nastňpstwie 

prowadzi do aktywacji ɓ-kateniny. Dochodzi wtedy do zwiňkszenia ekspresji gen·w 

zaangaŨowanych w unikanie apoptozy czy zwiňkszenie potencjağu inwazyjnego  

i migracyjnego kom·rek. Ponadto, indukcji moŨe ulegaĺ szlak ERK, co skutkuje 

pobudzeniem cykliny i wzmoŨeniem proliferacji, a takŨe jeden z GEFs, co prowadzi 

do aktywacji biağek Rho (Rac1). Receptor EP3 wykazuje dziağanie antagonistyczne  

do EP2 i EP4, a jego aktywacja skutkuje inhibicjŃ cyklazy adenylowej i zmniejszeniem 
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iloŜci cAMP [Samadi i in., 2015; Jansen i in., 2018; Sobolewski i in., 2010; Liu i in., 

2015].  

 Cyklooksygenaza-2 odgrywa kluczowŃ rolň w indukcji i utrzymaniu stanu 

zapalnego oraz w kancerogenezie. Zar·wno COX-2, jak i PGE2 sŃ w Ŝcisğej relacji  

z mikroŜrodowiskiem nowotworu. Ich aktywnoŜĺ wzmagana jest przez 

pozakom·rkowe skğadniki TME, gğ·wnie cytokiny, indukujŃce ŜciŃganie  

i dojrzewanie skğadnik·w kom·rkowych  (MDSCs, Tregs czy TAMs) oraz 

wydzielanie pozakom·rkowych (IL-17, PD-1, CTLA4). Te z kolei nasilajŃ 

immunosupresjň oraz ucieczkň spod nadzoru immunologicznego. Ponadto, COX-2 

ulega wzajemnej regulacji z NF-əB oraz iNOS/NO, co wzmaga stan zapalny  

w Ŝrodowisku guza, jak i cağym organizmie (Ryc. 17) [Schetter i in., 2010; Samadi i 

in., 2015; Liu i in., 2015; Zelenay i in., 2015]. 

 

 

Ryc. 17. Udziağ COX-2/PGE2 wydzielanych przez kom·rki nowotworowe oraz 

mikroŜrodowiska w immunomodulacji i stanie zapalnym [opracowanie wğasne] 

 

Cyklooksygenaza-2 wraz z PGE2 oraz w mniejszym stopniu innymi 

prostaglandynami, odgrywa kluczowŃ rolň w inicjacji nowotworu. Odbywa siň to 

gğ·wnie poprzez inaktywacjň biağka supresorowego APC (Ryc. 18). COX-2/PGE2 

uczestniczy takŨe w indukcji proliferacji i migracji kom·rek, promocji angiogenezy 
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oraz inhibicji apoptozy. MoŨe takŨe, poprzez uPAR, indukowaĺ MMPs [Samadi i in., 

2015; Greenhough i in., 2009; Liu i in., 2017; Su i in., 2016]. Ponadto, podczas 

hipoksji COX-2/PGE2 mogŃ silniej wzmagaĺ aktywnoŜĺ HIF-1 niŨ dzieje siň to  

w warunkach normoksji [Greenhough i in., 2009]. 

Wykazano, iŨ zwiňkszona ekspresja cyklooksygenazy-2 jest zwiŃzana z gorszŃ 

prognozŃ dla pacjent·w i wiňkszŃ ŜmiertelnoŜciŃ z powodu raka jelita grubego [Ogino 

i in., 2008]. 

 

 

Ryc. 18. Udziağ COX-2/PGE2 w kancerogenezie [opracowanie wğasne] 

EP ï receptor PGE2; AC ï cyklaza adenylowa; PKA ï kinaza biağkowa A; Bcl-2 ï biağko anty-

apoptotyczne; IAP ï biağko hamujŃce apoptozň; EGR ï biağko odpowiedzi wczesnego wzrostu; 

Tcf-4 ï czynnik transkrypcyjny;  

 

 W farmakoterapii raka jelita grubego opartej na hamowaniu aktywnoŜci 

COX-2 wykorzystywane sŃ niespecyficzne i specyficzne inhibitory tego biağka, 

naleŨŃce do grupy niesteroidowych lek·w przeciwzapalnych (NLPZ). Do pierwszej 

grupy naleŨŃ gğ·wnie aspiryna, ibuprofen, czy naproksen, do drugiej zaŜ,  

np. celekoksyb (celecoxib) [Sobolewski i in., 2010; Greenhough i in., 2009; Liu i in., 

2017; Su i in., 2016; Gong i in., 2012; Salehifar, Hosseinimehr, 2016; Shaw i in., 

2017]. 
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1.1.5.  LekoopornoŜĺ nowotwor·w 

 Im wyŨsze jest stadium nowotworu, tym wyŨsza jego ŜmiertelnoŜĺ i opornoŜĺ 

na leczenie. Nowotwory stadium IV, przerzutowego, wykazujŃ te cechy  

w najwyŨszym stopniu. Odpowiedzialne za to sŃ duŨa masa guza pierwotnego, 

obecnoŜĺ wt·rnych ognisk choroby, upoŜledzenie ukğadu immunologicznego  

ze wzglňdu na dğugŃ, czňsto wieloletniŃ, walkň organizmu z nowotworem, ale takŨe 

podwyŨszona ekspresja system·w opornoŜci lekowej. Do sytem·w tych naleŨŃ 

miňdzy innymi biağka, kt·re w spos·b czynny usuwajŃ z kom·rki ksenobiotyki,  

w tym leki chemioterapeutyczne.  

OpornoŜĺ lekowa polega na zmniejszeniu efektywnoŜci leku wzglňdem kom·rek 

docelowych. W przypadku nowotwor·w wystňpuje zjawisko opornoŜci wielolekowej 

(MDR, ang. multi-drug resistance), zwiŃzane z opornoŜciŃ nie na jeden okreŜlony lek, 

a na cağŃ grupň. OpornoŜĺ wielolekowa moŨe byĺ pierwotna (wrodzona), kiedy to 

kom·rki nowotworowe wykazujŃ aktywnoŜĺ system·w opornoŜci zanim zastosowane 

zostanie leczenie oraz nabyta w przypadku kt·rej kom·rki poczŃtkowo sŃ wraŨliwe  

na dziağanie lek·w, uzyskujŃc opornoŜĺ wraz z prowadzonŃ terapiŃ [Hu i in., 2016; 

Namee, OôDriscoll, 2018]. 

Kom·rki nowotworowe wyksztağciğy wiele mechanizm·w opornoŜci na leczenie 

ujawniajŃcych siň na poziomie: 

a) molekularnym ï zmiany epigenetyczne, mechanizmy naprawy DNA, biağka 

czynnie usuwajŃce ksenobiotyki, inhibicja apoptozy; 

b) kom·rkowym ï mechanizmy mitochondrialne, zmiany w cyklu kom·rkowym,; 

c) pozakom·rkowym ï udziağ mikroŜrodowiska, czynniki wydzielane autokrynnie, 

pňcherzyki zewnŃtrzkom·rkowe, enzymy metabolizujŃce leki [Hu i in., 2016; 

Namee, OôDriscoll, 2018; Pathania i in., 2018; Li i in., 2016; Sakthivel, Hariharan, 

2017; Butera i in., 2018; Naci i in., 2015; Guerra i in., 2017; Velaei i in., 2016; 

Houthuijzen i in., 2014]. 

JednŃ z cech nowotworu jest inaktywacja system·w naprawy DNA. Okazuje siň 

jednak, iŨ kom·rki nowotworowe wyksztağciğy inne mechanizmy jego naprawy, takie 

jak biağko WRN, system HOTAIR czy kinaza Aurora A, kt·rych regulacja zachodzi 

w wyniku aktywnoŜci onkogen·w. Dziňki temu mogŃ byĺ oporne na dziağanie lek·w 

powodujŃcych powstawanie bğňd·w w materiale genetycznym [Sakthivel, Hariharan, 

2017]. Ponadto, charakterystycznŃ cechŃ nowotwor·w jest unikanie apoptozy.  
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W wyniku tego skutecznoŜĺ substancji i lek·w opartych na mechanizmie indukcji 

programowanej Ŝmierci jest ograniczona [Hu i in., 2016; Sakthivel, Hariharan, 2017; 

Butera i in., 2018; Naci i in., 2015]. Zmiany mitochondrialne, w tym mutacje  

w mitochonrialnym DNA (mtDNA), prowadzŃ do wzmocnienia opornoŜci  

na apoptozň, a takŨe indukcja szlak·w zaangaŨowanych w progresjň nowotworu. 

Ponadto, prowadzi to do promocji biağek zwiŃzanych z opornoŜciŃ lekowŃ [Guerra  

i in., 2017]. W kom·rkach nowotworowych czňsto dochodzi takŨe do nadekspresji 

enzym·w uczestniczŃcych w biotransformacji ksenobiotyk·w [Pathania i in., 2018]. 

Kom·rki nowotworowe zdolne sŃ wytwarzaĺ pňcherzyki pozakom·rkowe (EVs,  

ang. extracellular vesicles), za poŜrednictwem kt·rych transportowane sŃ miňdzy 

kom·rkami r·Ũne czynniki, takie jak miRNA, mRNA, fragmenty DNA czy biağka  

i enzymy. WŜr·d tych czynnik·w znajdowaĺ siň mogŃ biağka opornoŜci wielolekowej 

czy miRNA indukujŃce takŃ aktywnoŜĺ. Ponadto, EVs mogŃ byĺ wykorzystywane  

do opğaszczania i usuwania lek·w z wnňtrza kom·rki [Namee, OôDriscoll, 2018; 

Butera i in., 2018]. KluczowŃ rolň w lekoopornoŜci odgrywajŃ takŨe kom·rkowe  

i pozakom·rkowe skğadniki TME, w tym MMPs, jak r·wnieŨ moŨe ona byĺ 

promowana przez EMT oraz nowotworowe kom·rki macierzyste [Sakthivel, 

Hariharan, 2017; Butera i in., 2018; Velaei i in., 2016; Houthuijzen i in., 2014; Ween 

i in., 2015]. 

 

 Biağka opornoŜci wielolekowej (MDR) 

 Do najwaŨniejszych czynnik·w zaangaŨowanych w chemioopornoŜĺ naleŨŃ 

biağka opornoŜci wielolekowej, bňdŃce przedstawicielami rodziny transporter·w 

wiŃŨŃcych ATP (ABCs, ang. ATP-binding cassetes). SŃ to transmembranowe biağka 

o charakterze transporter·w, kt·re umoŨliwiajŃ transport r·Ũnych substancji przez 

bğonň, zar·wno z kom·rki, jak i do niej. Do transportowanych czŃstek naleŨŃ miňdzy 

innymi czŃstki sygnağowe, metabolity czy ksenobiotyki. Do tej pory u ludzi poznano 

48 przedstawicieli tej rodziny uszeregowanych w 7 podrodzin, ABCA-ABCG. Trzy 

najwaŨniejsze biağka zaangaŨowane w chemioopornoŜĺ to glikoproteina P (P-gp,  

ang. P-glicoprotein), MRP oraz biağko opornoŜci raka piersi (BCRP, ang. breast cancer 

resistance protein) [Hu i in., 2016; Ween i in., 2015; Fletcher i in., 2016].  

 Biağka MRP naleŨŃ do podrodziny ABCC, do tej pory poznano  

9 przedstawicieli. Biağka te zlokalizowane sŃ w bğonie kom·rkowej; zbudowane sŃ  
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z Ŭ-helis przenikajŃcych membranň, zgrupowanych w 2 lub 3 domeny 

transmembranowe TMD (ang. transmembrane domain, zwane takŨe MSDs,  

ang. membrane-spanning domain), kt·re z kolei poğŃczone sŃ domenami wiŃŨŃcymi 

nukleotydy (NBDs, ang. nucleotide-binding domains), odpowiedzialnymi za wiŃzanie 

ATP (Ryc. 19A). W peğni strukturalne MRP skğada siň z 4 domen, TMD1-NDB1  

i TMD2-NBD2, przy czym niekt·re MRP posiadajŃ dodatkowŃ domenň, TMD0. 

Transporter w stanie wolnym otwarty jest do wnňtrza kom·rki. W wyniku wiŃzania  

i hydrolizy ATP dochodzi do zmian konformacyjnych, kt·re prowadzŃ do otwarcia 

transportera na zewnŃtrz kom·rki i uwolnienie transportowanego substratu,  

a nastňpnie powr·t biağka do struktury pierwotnej (Ryc. 19B) [Zhang Y-K i in., 2015; 

Kryczka, Boncela, 2018; Robey i in., 2018]. 

 

 

Ryc. 19. Struktura biağek MDR podrodziny ABCC (MRPs) (A) oraz mechanizm transportu  

za ich poŜrednictwem (B) [opracowanie wğasne] 

W wyniku zwiŃzania substratu dochodzi do zmian konformacji biağka MRP, wskutek kt·rych 

domeny NBD1 i NBD2 ulegajŃ zbliŨeniu do siebie. UmoŨliwia to zwiŃzanie dw·ch czŃsteczek 

ATP, kt·re kolejno najpierw ulegajŃ hydrolizie, a nastňpnie uwolnieniu. Hydroliza pierwszej  

z nich powoduje zajŜcie zmian w konformacji biağka, co skutkuje otwarciem transportera  

na zewnŃtrz kom·rki i uwolnieniem transportowanego substratu. Hydroliza i uwolnienie 

drugiej czŃsteczki ATP powoduje kolejne zmiany konformacji i powr·t biağka do struktury 

pierwotnej ï otwarcia transportera do wewnŃtrz kom·rki 



59 
 

 

 Biağka MRP odpowiadajŃ za transport miňdzy innymi glutationu,  

kt·ry odgrywa rolň w regulacji transportu, jak r·wnieŨ siarczan·w, kwasu 

glukuronowego, fosfolipid·w, kwas·w Ũ·ğciowych, prostaglandyn i leukotrien·w, 

cyklicznych nukleotyd·w oraz cytostatyk·w, takich jak: irynotekan (kamptotecyna-

11), doksorubicyna, etopozyd czy winkrystyna [Hu i in., 2016; Fletcher i in., 2016; 

Domenichini i in., 2019]. W r·Ũnych nowotworach, w tym w raku jelita grubego, 

MRPs ulegajŃ nadekspresji, co zwiŃzane jest ze sğabŃ odpowiedziŃ pacjenta  

na chemioterapiň i zğym rokowaniem [Ween i in., 2015; Fletcher i in., 2016]. Biağka 

te, opr·cz usuwania z kom·rki lek·w, mogŃ takŨe odgrywaĺ rolň w rozwoju i progresji 

nowotworu. Za sprawŃ ABCC transportowane sŃ lipidy, kt·re z jednej strony mogŃ 

indukowaĺ szereg szlak·w molekularnych w kom·rce, z drugiej zaŜ odgrywajŃ rolň  

w procesach anabolicznych, dziňki czemu przyczyniajŃ siň do wzrostu proliferacji 

kom·rek. MRPs uczestniczŃ takŨe w transporcie prostaglandyn i leukotrien·w,  

co skutkuje nasileniem stanu zapalnego, immunomodulacjŃ, inhibicjŃ apoptozy  

oraz indukcjŃ angiogenezy, migracji i inwazji. Ponadto, leukotrien C4 ulega zaleŨnej 

do ABCC translokacji na zewnŃtrz kom·rki, gdzie indukuje szlaki zwiŃzane  

z proliferacjŃ i przeŨyciem kom·rek [Li i in., 2016; Kryczka, Boncela, 2018; 

Domenichini i in., 2019]. 

MRPs mogŃ ulegaĺ nadekspresji nie tylko w kom·rkach guza, ale takŨe 

mikroŜrodowiska. TakŃ cechň wykazujŃ miňdzy innymi TAMs, co przyczynia siň  

do progresji nowotworu i chemioopornoŜci. Ponadto, MRPs oraz inne biağka MDR 

mogŃ byĺ przekazywane miňdzy kom·rkami guza i mikroŜrodowiska, na przykğad  

za sprawŃ EVs [Li i in., 2016; Domenichini i in., 2019].  

 MRPs oraz pozostağe biağka MDR ulegajŃ w nowotworze nadekspresji, 

promujŃc progresjň oraz bňdŃc kluczowym czynnikiem zaangaŨowanym  

w chemioopornoŜĺ. Do czynnik·w promujŃcych ekspresjň MRPs naleŨŃ HIF-1  

czy cytokiny, jak na przykğad IL-1ɓ [Hu i in., 2016]. Wykazano takŨe, iŨ biağka MDR 

(gğ·wnie P-gp, ale takŨe MRP-1 i -4) ulegaĺ mogŃ indukcji pod wpğywem aktywnoŜci 

COX-2/PGE2 [Sobolewski i in., 2010; Saikawa i in., 2004; Surowiak i in., 2008; 

Maeng i in., 2014]. 
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1.1.6.  Wzajemna regulacja czynnik·w zaangaŨowanych w przerzutowanie 

 Do gğ·wnych czynnik·w regulujŃcych migracjň, inwazjň oraz 

przerzutowanie kom·rek nowotworowych, ze szczeg·lnym uwzglňdnieniem raka 

jelita grubego, naleŨŃ metaloproteinazy macierzy zewnŃtrzkom·rkowej, biağka 

rodziny Rho oraz cyklooksygenaza-2. Szczeg·lnŃ rolň w nowotworach 

przerzutujŃcych odgrywa takŨe opornoŜĺ kom·rek na leczenie, za kt·rŃ 

odpowiedzialne sŃ miňdzy innymi biağka opornoŜci wielolekowej. Wymienione 

czynniki sŃ przedmiotem badaŒ niniejszej pracy.  

Pomiňdzy COX-2, MMPs i biağkami Rho wystňpuje wzajemna sieĺ regulacji. 

Metaloproteinazy macierzy, poprzez zaleŨnŃ od czynnik·w wzrostowych aktywacjň 

RTKs, indukujŃ szlak aktywacji biağek Rho. Ponadto, uPAR moŨe indukowaĺ  

GTP-azy Rho poprzez integryny. Wykazano takŨe, iŨ MMP-9 moŨe wiŃzaĺ siň  

z receptorem dla kwasu hialuronowego, CD44, co skutkuje aktywacjŃ GEFs. Biağka 

podrodziny Rho mogŃ r·wnieŨ ulegaĺ aktywacji wskutek aktywnoŜci COX-2/PGE2 

poprzez szlak MAPK/ERK. MMPs mogŃ byĺ z kolei indukowane przez PGE2,  

a takŨe w wyniku zaleŨnej od COX-2/PGE2 aktywacji szlaku MAPK/ERK  

oraz TGF-ɓ i NF-əB. Ekspresja metaloproteinaz macierzy oraz biağek Rho ulega takŨe 

zwiňkszeniu w wyniku zajŜcia EMT. COX-2 stymulowana moŨe byĺ poprzez kinazň 

ROCK, natomiast szlak COX-2/PGE2 moŨe indukowaĺ biağka opornoŜci 

wielolekowej, gğ·wnie P-gp. Wykazano takŨe, iŨ cyklooksygenaza-2 moŨe wzmacniaĺ 

ekspresjň biağek MRP-1 oraz MRP-4.  

WzajemnŃ regulacjň opisanych czynnik·w przedstawiono na Ryc. 20. 

 

 

 

                    

  

 

 

 

 

 

 



61 
 

 

 

 

 

   

 

 

R
y
c
.
 
2
0
.
 
U
d
z
i
a
ğ
 
M
M
P
s
,
 
b
i
a
ğ
e
k
 
R
h
o
,
 
C
O
X

-2
 
o
r
a
z
 
M
R
P
s
 
w
 
k
a
n
c
e
r
o
g
e
n
e
z
i
e
 
o
r
a
z
 
i
c
h
 
w
z
a
j
e
m
n
a
 
r
e
g
u
l
a
c
j
a
 
(
o
z
n
a
c
z
o
n
a
 
n
i
e
b
i
e
s
k
i
m
i
 
s
t
r
z
a
ğ
k
a
m
i
)
 

[
o
p
r
a
c
o
w
a
n
i
e
 
w
ğ
a
s
n
e
]

 

 



62 
 

1.2. Rak jelita grubego 

 Rak jelita grubego (CRC, ang. colorectal cancer) jest jednym z najczňŜciej 

wystňpujŃcych i najbardziej Ŝmiertelnych nowotwor·w. Mimo dostňpnej diagnostyki, 

bardzo czňsto wykrywany jest w p·Ŧnym stadium, co zmniejsza szanse chorego  

na wyzdrowienie czy przeŨycie. Powodem tego mogŃ byĺ niespecyficzne objawy 

choroby oraz duŨe spektrum czynnik·w etiologicznych. 

 WiňkszoŜĺ nowotwor·w jelita grubego to gruczolakoraki (adenocarcinoma). 

MogŃ one powstawaĺ ze zmian ğagodnych, gruczolak·w (adenoma), jak r·wnieŨ  

z polip·w. 

 

1.2.1.  Epidemiologia 

 ZachorowalnoŜĺ i umieralnoŜĺ na raka jelita grubego wykazuje tendencjň 

wzrostowŃ. Wedğug danych przedstawionych w raporcie GLOBOCAN 2018 

(wykonywanym kaŨdego roku przez MiňdzynarodowŃ Agencjň BadaŒ nad Rakiem 

(IARC, ang.  International Agency for Research on Cancer), bňdŃcŃ oddziağem WHO) 

w roku 2018 liczba nowych przypadk·w CRC na Ŝwiecie wyniosğa ponad 1,8 miliona, 

z kolei liczba zgon·w ï  okoğo 880 tysiňcy. Ten typ nowotworu zajmuje wiňc trzecie 

miejsce pod wzglňdem zachorowaŒ i drugie w kontekŜcie ŜmiertelnoŜci [Bray i in., 

2018]. W Europie, liczba szacowanych zachorowaŒ w roku 2018 wyniosğa okoğo 500 

tysiňcy, zgon·w zaŜ okoğo 200 tysiňcy (wedğug raport·w Europejskiego Towarzystwa 

Onkologii Medycznej (ESMO, ang. European Society for Medical Oncology) oraz 

IARC). Najwiňkszy odsetek zachorowaŒ i zgon·w z powodu raka jelita grubego  

w Europie przypada na Norwegiň i Wňgry [Bray i in., 2018; Malvezzi i in., 2017].  

W Polsce, CRC w 2018 roku byğ na drugim miejscu pod wzglňdem zachorowaŒ  

(ok. 61 tys. przypadk·w) i trzecim pod wzglňdem ŜmiertelnoŜci (okoğo 35 tys.)  

w przypadku mňŨczyzn oraz trzecim miejscu pod wzglňdem nowych przypadk·w 

(okoğo 33 tys.) i zgon·w (okoğo 18 tys.) w przypadku kobiet (Tab. 2) [Ferlay i in., 

2018]. 
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Tabela 2. Szacowana zachorowalnoŜĺ i umieralnoŜĺ na raka jelita grubego (w tysiŃcach) w 

Polsce, Europie i na Ŝwiecie [opracowanie wğasne; na podstawie: Bray i in., 2018; Malvezzi i in., 

2017; Ferlay i in., 2018] 

M ï mňŨczyŨni; K ï kobiety; R ï razem obie pğcie 

   ZachorowalnoŜĺ (tysiňcy) śmiertelnoŜĺ (tysiňcy) 

   M K R M K R 

świat 1000 800 1800 480 400 880 

Europa 270 230 500 130 110 240 

Polska 61 33 94 35 18 53 

 

1.2.2.  Patogeneza  

 Rak jelita grubego rozwija siň z tkanki nabğonkowej wyŜcielajŃcej okrňŨnicň 

lub odbytnicň. Guz rozwija siň z kom·rek znajdujŃcych siň w tzw. kryptach jelita. 

Krypty to swoiste wgğňbienia Ŝciany jelita, otwarte do Ŝwiatğa narzŃdu. W kaŨdej 

krypcie, u jej podstawy, znajduje siň kilka kom·rek macierzystych. Gdy dojdzie  

do zaburzenia regulacji proliferacji i migracji tych kom·rek, gğ·wnie na skutek mutacji 

w genie APC, w·wczas rozwinŃĺ siň moŨe nowotw·r [Wright, 2000; Barker i in., 

2009; Tan i in., 2015; Testa i in., 2018]. Mutacje mogŃ zachodziĺ takŨe w innych 

genach, takich jak gen supresorowy TP53, gen kodujŃcy ɓ-kateninň (w wyniku czego 

staje siň ona oporna na fosforylacjň, prowadzŃcŃ do ubikwitynacji i degradacji)  

czy proto-onkogen KRAS. Dochodzi takŨe do niestabilnoŜci chromosomalnej. Jest to 

mechanizm klasyczny, tzw. adenoma to carcinoma, czyli przeksztağcenie gruczolaka 

(nowotworu ğagodnego) do gruczolakoraka (zmiany zğoŜliwej). Zwykle proces ten 

trwa kilkanaŜcie lat. Drugim, charakterystycznym mechanizmem patogenezy CRC, 

jest przeksztağcenie polipa do raka poprzez tzw. zmiany zŃbkowane (ang. serrated 

pathway). W pierwszym etapie dochodzi do mutacji w protoonkogenach KRAS i BRAF 

i powstania kom·rek o fenotypie CIMP (ang. CpG island methylator phenotype),  

czyli takich, u kt·rych doszğo do metylacji w obrňbie wysp CpG. W innym, rzadziej 

wystňpujŃcym mechanizmie, dochodzi do uszkodzenia systemu MMR, co prowadzi 

do niestabilnoŜci mikrosatelitarnej. Mechanizm ten zwiŃzany jest z syndromem 

Lyncha [Testa i in., 2018; Mustafa i in., 2016; Kuipers i in., 2015].  

 

1.2.3.  Stadia nowotworu 

 Guz nowotworowy powstaje w najbardziej wewnňtrznej wartswie Ŝciany 

jelita. Wraz ze wzrostem, zajmuje kolejne warstwy, jednoczeŜnie coraz bardziej 

ograniczajŃc Ŝwiatğo jelita. Aby m·c charakeryzowaĺ postňp choroby, wprowadzono 
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klasyfikacje okreŜlajŃce tzw. stadium nowotworu. JednŃ z pierwszych klasyfikacji byğ 

system TNM. Obecnie czňŜciej siň stosuje jednak system liczbowy lub, w przypadku 

raka jelita grubego, klasyfikacjň literowŃ Dukesôa. Stadia rozwoju nowotworu zostağy 

przedstawione na ryc. 21. 

 

 

Ryc. 21. Stadia rozwoju raka jelita grubego; Tis ï carcinoma in situ ï nowotw·r nie tworzy 

jeszcze guza; T ï wielkoŜĺ guza; N ï iloŜĺ zajňtych wňzğ·w chğonnych (N0 ï brak) ; M ï obecnoŜĺ 

i iloŜĺ przerzut·w lub ich brak (M0) [opracowanie wğasne; na podstawie: Kordek i in., 2007; 

AJCC, 2017] 

 

1.2.4.  Etiologia 

 UwaŨa siň, iŨ niewielka tylko czňŜĺ (okoğo 20%) nowotwor·w jelita grubego 

ma podğoŨe genetyczne. Rak powstajŃcy w tym organie wykazuje duŨŃ zaleŨnoŜĺ  
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od czynnik·w takich, jak dieta, dziedziczne zespoğy chorobowe, skğad mikrobiomu 

czy historia rodzinna chor·b, w tym nowotwor·w. 

 Jednym z gğ·wnych czynnik·w ryzyka CRC sŃ dziedziczne i niedziedziczne 

choroby jelita. WŜr·d chor·b dziedzicznych najwiňkszŃ rolň odgrywajŃ zesp·ğ 

rodzinnej polipowatoŜci gruczolakowatej (FAP, ang. familial adenomatous polyposis), 

zesp·ğ Lyncha i inne, np. zesp·ğ Peutza-Jeghersa, polipowatoŜĺ mğodzieŒcza  

czy polipowatoŜĺ zwiŃzana z genem MUTYH. Choroby niedziedziczone, a zwiŃzane 

z ryzykiem zachorowania na raka jelita grubego to przede wszystkim niespecyficzne 

zapalenia jelit (IBDs, ang. inflammatory bowel diseases), w tym choroba 

LeŜniowskiego-Crohna czy wrzodziejŃce zapalenie jelit [Testa i in., 2018; Mustafa  

i in., 2016; Haggar, Boushey, 2009].  

 Do genetycznych i epigenetycznych czynnik·w etiologicznych naleŨŃ przede 

wszystkim mutacje w genach supresorowych TP53 i APC oraz protoonkogenach 

KRAS, BRAF, SMAD4, HER2 czy PI3KCA. Ponadto, dochodzi do aberracji 

chromosomalnych i niestabilnoŜci chromosomalnej (CIN, ang. chromosomal 

instability), uszkodzenia lub inaktywacji system·w naprawy DNA (w tym metylacji 

metylotransferazy metyloguaninowej (MGMT, ang. methylguanine DNA 

methyltransferase), niestabilnoŜci mikrosatelitarnych, metylacji wysp CpG  

czy zmiany ekspresji okreŜlonych miRNA [Testa i in., 2018; Mustafa i in., 2016]. 

 KluczowŃ rolň w etiologii raka jelita grubego odgrywa takŨe skğad diety. 

SpoŨywanie duŨych iloŜci czerwonego miňsa oraz miňsa przetworzonego moŨe siň 

przyczyniĺ do rozwoju choroby, ze wzglňdu na powstawanie kancerogennych  

N-nitrozozwiŃzk·w, reaktywnych form tlenu oraz indukcji proces·w 

pronowotworowych [Haggar, Boushey, 2009; Corpet, 2011; Oostindjer i in., 2014; 

Helmus i in., 2013]. Obok spoŨywania czerwonego miňsa, czynnikiem ryzyka CRC 

jest dieta zasobna w tğuszcz. Przyjmowanie tğustych pokarm·w skutkuje 

przeksztağceniem przez bakterie jelitowe pierwotnych kwas·w Ũ·ğciowych (kwasy 

cholowy czy chenodeoksycholowy) do wt·rnych (kwasy deoksycholowy (DOC, 

DCA) czy litocholowy (LCA), kt·re powodujŃ indukcjň szlak·w i czynnik·w 

pronowotworowych [Liu i in., 2017; Ajouz i in., 2014]. Ponadto, tğusta dieta prowadzi 

do zwiňkszenia iloŜci brzusznej tkanki tğuszczowej oraz otyğoŜci. Dochodzi w wyniku 

tego do rozwiniňcia siň konstytuwnego stanu zapalnego, jak r·wnieŨ spadku iloŜci 

czynnik·w przeciwnowotworowych i wzrostu ï pronowotworowych [OôNeill i in., 

2016; Tarasiuk i in., 2018]. Okazuje siň jednak, iŨ dğugoğaŒcuchowe, 
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wielonienasycone kwasy tğuszczowe (np. omega-3), znane ze swojej aktywnoŜci 

prozdrowotnej, wykazujŃ dziağanie przeciwnowotworowe [Tarasiuk i in., 2018]. 

Do skğadnik·w diety, kt·re mogŃ dziağaĺ prewencyjnie w stosunku do raka jelita 

grubego naleŨŃ nabiağ, zboŨa, warzywa i owoce. Wynika to z obecnoŜci w nich 

witaminy D, jon·w wapnia, bğonnika, antyoksydant·w i substancji o charakterze 

przeciwnowotworowym, takich jak apigenina, genisteina, rezweratrol, kurkumina, 

epigallokatechina czy triterpenoidy (w tym kwas ursolowy i oleanolowy) [Oostindjer 

i in., 2014; Ajouz i in., 2014; Campbell, Trump, 2017; Ferrer-Mayorga i in., 2019; 

Haggar, Boushey, 2009; Wang i in., 2012]. 

ściŜle zwiŃzany z rozwojem raka jelita grubego jest brak aktywnoŜci fizycznej. 

Regularne ĺwiczenia z jednej strony zmniejszajŃ tkankň tğuszczowŃ i zapobiegajŃ 

otyğoŜci, z drugiej zaŜ dochodzi do indukcji szeregu czynnik·w. Podczas aktywnoŜci 

fizycznej zmianie ulega charakter wydzielania hormon·w, zmniejszeniu ulega takŨe 

insulinoopornoŜĺ [Haggar, Boushey, 2009].  

Na zapoczŃtkowanie kancerogenezy w jelicie grubym moŨe takŨe wpğywaĺ regularne 

spoŨywanie alkoholu. Sam alkohol etylowy nie wykazuje aktywnoŜci 

pronowotworowej, odpowiedzialny za niŃ jest produkt metabolizmu etanolu, aldehyd 

octowy, kt·ry powoduje uszkodzenie struktury jelita, zmianň mikroflory  

oraz wzmoŨenie stanu zapalnego [Na, Lee, 2017]. 

ZasadniczŃ rolň w rozwoju i progresji CRC odgrywa mikrobiom ï zar·wno jego skğad, 

jak i funkcjonalnoŜĺ. Zar·wno bakterie patogenne, jak i komensale mogŃ powodowaĺ 

zmiany strukturalne i wydzielnicze w tkance jelita grubego oraz przyczyniaĺ siň  

do wydzielania cytokin i czynnik·w o charakterze pronowotworowym [Chen i in., 

2017; Sun, Kato, 2016; Wang i in., 2017]. Z drugiej strony, metabolity niekt·rych 

bakterii, na przykğad kr·tkoğaŒcuchowe kwasy tğuszczowe, w szczeg·lnoŜci maŜlan 

(powstağy w wyniku fermentacji bğonnika), zmniejszajŃ stan zapalny, dziağajŃ 

immunomodulacyjnie ograniczajŃc rozw·j raka jelita grubego [Chen i in., 2017; Sun, 

Kato, 2016]. WŜr·d bakterii zwiŃzanych z CRC wystňpujŃ te z rodzaj·w 

Enterococcus, Helicobacter, Streptococcus, Peptostreptococcus, Salmonella, 

Bacteroides, Parabacteroides, Fusobacterium, Akkermansia, a takŨe E. coli; efekt 

antynowotworowy wykazujŃ zaŜ: Bifidobacterium spp czy Propionibacteri spp [Chen 

i in., 2017; Sun, Kato, 2016; Wang i in., 2017].    

W rozwoju raka jelita grubego udziağ biorŃ takŨe czynniki psychologiczne, 

geograficzne czy socjo-ekonomiczne [Bray i in., 2018; Haggar, Boushey, 2009]. 
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Ryc. 22. Mechanizm aktywnoŜci wybranych czynnik·w etiologicznych i profilaktycznych w 

rozwoju lub hamowaniu raka jelita grubego [opracowanie wğasne] 

 

1.2.5. Objawy, diagnoza, biomarkery i leczenie 

 Objawy raka jelita grubego sŃ zwykle niespecyficzne. We wczesnych 

stadiach rozwoju choroby mogŃ nie wystňpowaĺ. PojawiajŃ siň natomiast w stadiach, 

kt·re sŃ trudne do leczenia. To, jakie objawy wystŃpiŃ, zaleŨy gğ·wnie  

od umiejscowienia nowotworu [Kordek i in., 2007].  

WŜr·d objaw·w CRC moŨna wyr·Ũniĺ zmianň rytmu wypr·ŨnieŒ, uczucie niepeğnego 

wypr·Ũnienia, wzdňcia, nietrzymanie gaz·w i stolca, zmňczenie, objawy zwiŃzane  

z anemiŃ, a takŨe objawy bňdŃce wynikiem obstrukcji jelita: b·l, nudnoŜci, wymioty, 

problem z oddawaniem stolca. Do bardziej typowych objaw·w naleŨŃ b·l w okolicy 

powstania guza czy krew w stolcu [Kordek i in., 2007; Kuipers i in., 2015]. 

 Diagnostyka raka jelita grubego wykorzystuje szeroki wachlarz badaŒ.  

Do najmniej inwazyjnych naleŨŃ test na krew utajonŃ w stolcu (enzymatyczny gFOBT 

czy immunochemiczny FIT) oraz badanie per rectum. MogŃ one jednak dawaĺ wynik 

fağszywie negatywny. Wiňksze prawdopodobieŒstwo wykrycia nowotworu dajŃ 

badania endoskopowe ï rektoskopia, sigmoidoskopia i kolonoskopia ï umoŨliwiajŃce 
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jednoczeŜnie usuniňcie polip·w czy wczesnych gruczolak·w. Ponadto, stosowaĺ 

moŨna diagnostykň opartŃ na badaniach radiologicznych, ultrasonografii, tomografii 

komputerowej, rezonansie magnetycznym czy, w ostatecznoŜci, biopsji [Kordek i in., 

2007; Kuipers i in., 2015; Das i in., 2017]. Obecnie, coraz czňŜciej stosowany jest 

takŨe test DNA, umoŨliwiajŃcy z wysokŃ dokğadnoŜciŃ wykrycie w stolcu gen·w 

zwiŃzanych z kancerogenezŃ [Kuipers i in., 2015]. 

 W skriningu CRC wysokŃ wartoŜĺ diagnostycznŃ niosŃ biomarkery.  

Do najczňŜciej wykorzystywanych biomarker·w diagnostycznych naleŨŃ: antygen 

karcinoembrionalny (CEA), kadheryna 17, geny septyny 9 (SEPT9), APC, KRAS, 

BRAF, PIK3CA, PTEN, a takŨe profil niestabilnoŜci mikrosatelitarnej (MSI). Ponadto, 

analizowaĺ moŨna markery prognostyczne, dajŃce rozeznanie w zaawansowaniu 

choroby i szansach przeŨycia pacjenta. Do marker·w prognostycznych naleŨŃ: MSI, 

BRAF, KRAS, APC, CA19-9, COX-2, MMPs, EGFR, VEGF czy SMAD4 [Kuipers  

i in., 2015; Das i in., 2017; Er i in., 2015; Berretta i in., 2017; Ronnekleiv-Kelly i in., 

2016]. 

 Do podstawowych metod leczenia raka jelita grubego naleŨŃ radioterapia, 

chemioterapia oraz resekcja chirurgiczna.  

 

1.3.  Terapie przeciwnowotworowe 

1.3.1.  Rutynowe terapie 

 Do rutynowych terapii nowotwor·w zğoŜliwych naleŨŃ resekcja chirurgiczna, 

radioterapia, chemioterapia oraz hormonoterapia. Czňsto bywa, iŨ terapia polega  

na zastosowaniu kilku r·Ũnych strategii ï na przykğad, czňsto przed operacjŃ dokonuje 

siň wstňpnej terapii cytostatykami lub radioterapii. MoŨliwe, iŨ podczas interwencji 

chirurgicznej konieczne bňdzie dokonanie kolektomii (usuniňcia czňŜci jelita)  

lub anastomozy (zespolenie jelitowe) oraz utworzenie stomii (poğŃczenia Ŝwiatğa jelita 

ze sk·rŃ w celu utworzenia nowego ujŜcia narzŃdu) [Kuipers i in., 2015]. Radioterapia, 

czyli wykorzystanie promieniowania jonizujŃcego (ɓ, ɔ lub X) w celu miejscowego 

leczenia nowotworu zğoŜliwego, stosowana jest gğ·wnie w przypadku raka odbytu 

[Kordek i in., 2007]. W chemioterapii CRC obecnie stosowane strategie terapeutyczne 

oparte sŃ na terapii adjuwantowej ï zastosowaniem dw·ch lub trzech cytostatyk·w. 

NajczňŜciej stosowane leki to: 5-fluorouracyl, oksaliplatyna, kapecytabina  
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czy irynotekan, kt·ry jest jednoczeŜnie gğ·wnym cytostatykiem stosowanym  

w przypadku terapii przerzutujŃcego CRC [Kuipers i in., 2015; Tsuji, Sugihara, 2016; 

Gustavsson i in., 2015]. Razem z chemioterapeutykami stosowane mogŃ byĺ 

inhibitory EGFR i VEGF oraz przeciwciağa monoklonalne [Kuipers i in., 2015; Vogel 

i in., 2017]. 

 Chemioterapia to zastosowanie cytostatyk·w, czyli substancji niszczŃcych 

kom·rki, w celu zwalczenia nowotworu. Eliminacja kom·rek nowotworowych przez 

cytostatyki moŨe zachodziĺ na drodze r·Ũnych mechanizm·w (Ryc. 23) [Kordek i in., 

2007; Li i in., 2016; Espinosa i in., 2003; Malhotra, Perry, 2003].  

 

 

Ryc. 23. Mechanizm aktywnoŜci gğ·wnych grup chemioterapeutyk·w [opracowanie wğasne] 

 

 Hormonoterapia stosowana jest w leczeniu nowotwor·w hormonozaleŨnych 

(np. rak tarczycy, gruczoğu krokowego, jŃdra czy jajnika), polega na podwyŨszeniu  

lub obniŨeniu stňŨenia okreŜlonych hormon·w [Kordek i in., 2007]. 

 Kamptotecyna-11 

 Gğ·wnym cytostatykiem stosowanym w terapii przerzutujŃcego raka jelita 

grubego jest kamptotecyna-11 (CPT-11), inaczej irynotekan. Lek ten jest analogiem 

kamptotecyny, alkaloidu izolowanego z kory drzewa Camptotheca acuminata. 

PoczŃtkowo w chemioterapii stosowano kamptotecynň, p·Ŧniej topotekan, ze wzglňdu 
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jednak na powaŨne skutki uboczne leki te zostağy wycofane i opracowano nowŃ 

pochodnŃ ï irynotekan. Mimo, iŨ w mniejszym stopniu niŨ czysta kamptotecyna czy 

topotekan, to CPT-11 r·wnieŨ wykazuje skutki uboczne [Mathijssen i in., 2001;  

de Man i in., 2018; Li i in., 2017; Martino i in., 2017].  

 

 

Ryc. 24. Por·wnanie struktury kamptotecyny (CPT), topotekanu i kamptotecyny-11 (CPT-11, 

irynotekanu) (A); metabolizm i mechanizm aktywnoŜci irynotekanu (CPT-11) (B) [opracowanie 

wğasne] 

SN-38 ï gğ·wna forma aktywna CPT-11; SN-38G ï glukuronidowa pochodna SN-38; CE ï 

karboksylesteraza; UGT ï UDP-glukuronylotransferaza 

 

CPT-11 jest prolekiem, zwykle podawanym doŨylnie, kt·ry w organizmie 

metabolizowany jest do kilku form, najwaŨniejszŃ spoŜr·d kt·rych jest SN-38, 

powstağa w wyniku hydrozylacji przez karboksylesterazy (CEs,  

ang. carboxylesterases). W mniejszym stopniu w metabolizmie CPT-11 rolň 

odgrywajŃ takŨe cytochrom P450, w wyniku czego powstajŃ inne, mniej aktywne, 
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formy (kt·re pod wpğywem CEs mogŃ byĺ przeksztağcone w SN-38). SN-38 

inaktywowany jest w wyniku przeksztağcenia do glukuronidu, SN-38G,  

co katalizowane jest przez UDP-glukuronylotransferazň (UGT, ang. UDP-

glucunoryltransferase). Reakcja ta moŨe zostaĺ odwr·cona przez ɓ-glukuronidazy 

produkowane przez bakterie jelitowe, co moŨe skutkowaĺ efektami ubocznymi  

u pacjent·w (Ryc. 24) [Mathijssen i in., 2001; de Man i in., 2018]. 

Przeciwnowotworowy mechanizm aktywnoŜci CPT-11 i SN-38 polega na inhibicji 

topoizomerazy I (Top1), enzymu zaangaŨowanego w replikacjň DNA.  

Kamptotecyna-11 wiŃŨe siň z DNA i Top1, tworzŃc trimer, kt·ry blokuje zar·wno 

aktywnoŜĺ topoizomerazy, jak i stanowi przeszkodň dla wideğek replikacyjnych. 

Skutkuje to powstaniem siğ naprňŨeniowych, w wyniku czego dochodzi do pňkniňcia 

podw·jnej nici DNA i Ŝmierci kom·rki. Ponadto, CPT-11 moŨe powodowaĺ zmianň 

ekspresji okreŜlonych gen·w zaangaŨowanych w kancerogenezň, a takŨe hamowaĺ 

angiogenezň [Li i in., 2017; Martino i in., 2017]. 

Zar·wno CPT-11, jak i SN-38, moŨe wystňpowaĺ w dw·ch formach, w zaleŨnoŜci  

od pH ï laktonu (niskie pH) o wysokiej aktywnoŜci lub karboksylanu  

(pH fizjologiczne i wyŨsze) o niskiej aktywnoŜci. Zatem w prawidğowych tkankach  

i krwiobiegu irynotekan bňdzie wykazywağ sğabszŃ aktywnoŜĺ, niŨ w zakwaszonym 

mikroŜrodowisku guza [Kato i in., 2013; de Man i in., 2018].   

 

1.3.2. Nowoczesne terapie przeciwnowotworowe 

 Poza rutynowymi terapiami, coraz wiňkszŃ popularnoŜciŃ cieszŃ siň 

nowoczesne terapie przeciwnowotworowe, zwane biologicznymi. W strategiach tych 

wykorzystywane sŃ narzňdzia inŨynierii genetycznej, cytokiny i przeciwciağa, 

specyficzne inhibitory hamujŃce okreŜlone czynniki lub szlaki zaangaŨowane  

w kancerogenezň czy teŨ substancje pochodzenia naturalnego, wykazujŃce 

wğaŜciwoŜci przeciwnowotworowe. Do najwaŨniejszych terapii tego typu naleŨŃ:  

(i) terapia genowa ï polega na zastŃpieniu uszkodzonego genu jego prawidğowŃ kopiŃ, 

wprowadzeniu gen·w kodujŃcych biağka proapoptotyczne, wyciszeniem gen·w 

zaangaŨowanych w kancerogenezň, przerzutowanie czy inhibicjň apoptozy 

[śliwiŒska-Hill, Trocha, 2011]; (ii) przeciwciağa monoklonalne (mAbs,  

ang. monoclonal antibodies) ï mogŃ przyczyniĺ siň do zniszczenia guza przez ukğad 

gospodarza, czy teŨ w wyniku zablokowania okreŜlonych szlak·w molekularnych. 
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Ponadto, mogŃ byĺ sprzňŨone z cytostatykiem, toksynŃ, radioizotopem, cytokinŃ  

czy enzymem [śliwiŒska-Hill, Trocha, 2011; ElBakri i in., 2010; Chiavenna i in., 

2017]; (iii) celowanie w CSC ï terapia oparta na wykorzystaniu czynnik·w 

(przeciwciağ monoklonalnych, lek·w drobnoczŃsteczkowych czy miRNA)  

lub substancji pochodzenia naturalnego (np. kwercetyna, rezweratrol, 

dihydrokapsaicyna czy kurkumina) specyficznie wiŃŨŃcych antygeny 

charaktetystyczne dla CSC czy ingerujŃcych w szlaki i procesy kom·rkowe 

prowadzone przez kom·rki macierzyste [Ciurea i in., 2014; Iqbal i in., 2016; Agliano 

i in., 2017; Taylor, Jabbarzadeh, 2017]; (iv) immunoterapia ï wykorzystanie 

czynnik·w i kom·rek immunologicznych stymulujŃcych ukğad gospodarza  

do zwalczania nowotworu lub blokujŃcych immunosupresjň i ucieczkň nowotworu 

spod nadzoru immunologicznego [Kaleta-Richter i in., 2019; Phung i in., 2019];  

(v) immunoszczepionki ï polegajŃ na podaniu pacjentowi antygen·w 

nowotworowych w celu wzmocnienia i skierowania przeciwko nim odpowiedzi 

immunologicznej; wykorzystywane sŃ modyfikowane genetycznie kom·rki 

nowotworowe pacjenta lub pobrane od pacjenta kom·rki immunologiczne  

(DC, limfocyty T), indukowane z antygenami nowotworowymi [śliwiŒska-Hill, 

Trocha, 2011; Agliano i in., 2017; Soiffer i in., 2003; Wolny, Lasek, 2010];  

(vi) inhibitory kinaz tyrozynowych (TKIs, ang. tyrosine kinase inhibitors)  

ï drobnoczŃsteczkowe leki, mAbs lub substancje pochodzenia naturalnego 

(rezweratrol, kwercetyna, kurkumina, apigenina, genisteina czy gallusan 

epigallokatechiny), kt·rych aktywnoŜĺ polega na hamowaniu aktywnoŜci kinaz 

tyrozynowych (EGFR, VEGFR, K-ras, B-raf, MET, CDKs, Src) wystňpujŃcych  

w nowotworze w nadekspresji i indukujŃcych procesy pronowotworowe [Du, Lovly, 

2018; Bhullar i in., 2018; Tan i in., 2018]; (vii) terapia fotodynamiczna (PDT,  

ang. photodynamic therapy) ï zastosowanie substancji, kt·re poddane dziağaniu 

okreŜlonego rodzaju Ŝwiatğa powodujŃ wytworzenie tlenu singletowego 1O2. Z jednej 

strony wywoğuje on efekt cytotoksyczny w kom·rkach nowotworowych, z drugiej zaŜ 

stymulacjň kom·rek immunologicznych gospodarza [Kaleta-Richter i in., 2019; 

Phung i in., 2019]. 

 Przeğomem w terapii nowotwor·w byğo zastosowanie tzw. terapii 

skojarzonej, czyli zastosowania wiňcej, niŨ jednej strategii terapeutycznej. MoŨe to 

dotyczyĺ zastosowania kilku terapii rutynowych (chirurgia, radio- i chemioterapia), 

kilku cytostatyk·w, jak r·wnieŨ poğŃczenia terapii rutynowych z biologicznymi  
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lub kilku r·Ũnych biologicznych [świeboda-Sadlej, 2011; Mokhtari i in., 2017]. 

Szczeg·lnym typem terapii skojarzonej jest wykorzystanie substancji pochodzenia 

naturalnego, wykazujŃcych potencjağ przeciwnowotworowy, w poğŃczeniu  

z cytostatykiem. PodejŜcie takie jest przedmiotem poniŨszych badaŒ.  

   

1.3.3.  Substancje o potencjale terapeutycznym 

 Dotychczas poznano ogromnŃ liczbň substancji pochodzenia naturalnego,  

ich pochodnych czy teŨ substancji syntetycznych o aktywnoŜci 

przeciwnowotworowej. ZwiŃzki te mogŃ samodzielnie wykazywaĺ potencjağ 

zmniejszania wzrostu guza, indukcji apoptozy czy inhibicji proliferacji, angiogenezy 

migracji i przerzutowania. Ponadto, wiele z tych zwiŃzk·w moŨe potňgowaĺ 

efektywnoŜĺ chemioterapii, a nawet dziağaĺ ochronnie na kom·rki prawidğowe.  

Do substancji naturalnych o aktywnoŜci przeciwnowotworowej naleŨŃ substancje 

pochodzenia roŜlinnego, takie jak: kwercetyna (obecna w kwiatach gğogu), rezweratrol 

(winogrona), apigenina (pietruszka), fisetyna (jabğka i truskawki), likopen (pomidory), 

genisteina (soja), gallusan epigallokatechiny (zielona herbata), kwas rozmarynowy 

(rozmaryn), kurkumina (kurkuma), dihydroksykapsaicyna (papryka chilli), berberyna 

(berberys) [Wang i in., 2012; Taylor, Jabbarzadeh, 2017] czy teŨ polisacharydy 

(gğ·wnie ɓ-glukany), proteoglikany, glikoproteiny, biağka, zwiŃzki fenolowe i inne 

substancje bioaktywne pochodzŃce z grzyb·w, takich jak: Lentinula edodes, 

Flammulina velutipes, Phelinus linteus, Ganoderma lucidum, Inonotus obliquus, 

Formitopsis betulina, Trametes versicolor, Cerrena unicolor, Cordyceps spp, 

Pleurotus spp i wielu innych [De Silva i in., 2012; Figueiredo, R®gis, 2017; 

Blagodatski i in., 2018]. IstniejŃ takŨe zwiŃzki o charakterze przeciwnowotworowym 

izolowane z organizm·w zwierzňcych. 

 

1.3.4.  Pentacykliczne triterpenoidy jako przykğad substancji o potencjale 

przeciwnowotworowym 

 Przykğadem grupy zwiŃzk·w o poŨŃdanych wğaŜciwoŜciach 

przeciwnowotworowych sŃ triterpenoidy (saponiny). ZwiŃzki te zbudowane sŃ  

ze szkieletu, bňdŃcego aglikonem, do kt·rego doğŃczone moŨe byĺ od jednej do trzech 

reszt cukrowych. Ponadto, triterpenoidy mogŃ r·Ũniĺ siň iloŜciŃ pierŜcieni. Najlepiej 
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poznane pod kŃtem potencjağu przeciwnowotworowego sŃ zwiŃzki cztero-  

i piňciopierŜcieniowe (odpowiednio tetra- lub pentacykliczne). Do najwaŨniejszych 

grup pentacyklicznych tritepen·w naleŨŃ ursany (kwas ursolowy, Ŭ-amyryna), oleany 

(kwas oleanolowy, kwas maslinowy, betulina, ɓ-amyryna) i lupany (kwas betulinowy) 

[Parmar i in., 2013; Yang, Laval, 2014]. 

Pentacykliczne triterpeny produkowane sŃ przede wszystkim przez roŜliny.  

Ich synteza zachodzi najczňŜciej na drodze szlaku mewalonowego, w wyniku kt·rego 

dochodzi do powstania podjednostki izoprenowej. W wyniku jej kondensacji 

wytworzony zostaje skwalen (C30), kt·ry nastňpnie ulega epoksydacji  

do 2,3-oksydoskwalenu. Ten z kolei ulega cyklizacji, w wyniku czego powstajŃ r·Ũne 

zwiŃzki pierŜcieniowe [Parmar i in., 2013; Yang, Laval, 2014; Voet i in., 2008]. 

Jednymi z najwaŨniejszych przedstawicieli pentacyklicznych triterpenoid·w sŃ kwas 

ursolowy (UA, ang. ursolic acid) i kwas oleanolowy (OA, ang. oleanolic acid), bňdŃce 

przedmiotem badaŒ. ZwiŃzki te sŃ izomerami, a r·ŨniŃ siň miejscem przyğŃczenia 

dw·ch grup metylowych (-CH3).W przypadku UA przyğŃczone sŃ one do wňgli C-19 

i C-20, w przypadku zaŜ OA obie grupy doğŃczone sŃ do wňgla C-20. W strukturze 

obu zwiŃzk·w wystňpujŃ 3 miejsca aktywne: grupa hydroksylowa (-OH) przy wňglu 

C-3, karboksylowa (-COOH) przy C-28 oraz podw·jne wiŃzanie miňdzy C-12 a C-13 

(Ryc. 25). Miejsca te mogŃ ulegaĺ podstawieniu podczas syntezy pochodnych, 

odpowiadajŃc takŨe za aktywnoŜĺ kwas·w. Relacje miňdzy strukturŃ a aktywnoŜciŃ 

zwiŃzk·w nie sŃ do koŒca poznane. Podejrzewa siň, iŨ UA i OA mogŃ oddziağywaĺ  

z cholesterolem, powodujŃc destabilizacjň bğony kom·rkowej [Podolak i in., 2010; 

Pollier, Goossens, 2012; Shanmugam i in., 2014; Zhang i in., 2017].  

 

Ryc. 25. Struktura kwas·w ursolowego i oleanolowego [opracowanie wğasne] 
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 Kwasy ursolowy i oleanolowy wystňpujŃ przede wszystkim w roŜlinach. 

Kwas ursolowy obecny jest miňdzy innymi w sk·rce jabğek, Ũurawinie, jagodach,  

a takŨe zioğach, przede wszystkim w rozmarynie. Kwas oleanolowy wystňpuje 

gğ·wnie w liŜciach i owocach drzewa oliwnego. Ponadto, izolowany moŨe byĺ  

z ŨeŒ-szenia, jemioğy, goŦdzik·w czy grzyba Ganoderma lucidum [Shanmugam i in., 

2014; Jung i in., 2010; Shanmugam i in., 2013; do Nascimento i in., 2014; Oprean  

i in., 2016]. 

Badane zwiŃzki peğniŃ w roŜlinach r·Ũne funkcje. SŃ skğadnikiem wosk·w,  

dziňki czemu chroniŃ roŜlinň przed utratŃ wody, biorŃ udziağ w oddziağywaniu 

allelopatycznym oraz peğniŃ funkcje defensywne uczestniczŃc w odstraszaniu 

roŜlinoŨerc·w [Pollier, Goossens, 2012; Shanmugam i in., 2014].  

 Wykazano, iŨ UA i OA wykazujŃ szereg aktywnoŜci prozdrowotnych, takich 

jak: immunomodulacyjne, antyoksydacyjne, przeciwzapalne, przeciw-

autoimmunologiczne, antydepresyjne, przeciwcukrzycowe, przeciwdrobnoustrojowe, 

zmniejszajŃ otyğoŜĺ i regulujŃ gospodarkň lipidowŃ, a takŨe dziağajŃ ochronnie  

na ŨoğŃdek i wŃtrobň, serce czy ukğad nerwowy. ZwiŃzki te wykazujŃ takŨe potencjağ 

przeciwnowotworowy, opisywany juŨ w literaturze, lecz w nowym ukğadzie badany 

w prezentowanej pracy [Jung i in., 2010; do Nascimento i in., 2014; Checker i in., 

2012; Baek i in., 2014; Machado i in., 2012; Zhang i in., 2006; Kunkel i in., 2012; Jang 

i in., 2009; Kurek i in., 2012; Fontanay i in., 2008; Kong i in., 2013; Ishikawa i in., 

2008; Saravanan i in., 2006; Guti®rrez-Rebolledo i in., 2016; Han, Bakovic, 2015; Lu 

i in., 2007; Yang i in., 2010; Salvador i in., 2014].  
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2. Hipotezy badawcze 

 Celem badaŒ byğo okreŜlenie wpğywu kwasu ursolowego (UA), kwasu 

oleanolowego (OA) i kamptotecyny-11 (CPT-11) podawanych osobno i w poğŃczeniu 

na zahamowanie migracji kom·rek raka jelita grubego oraz wyjaŜnienie mechanizmu 

bňdŃcego podstawŃ tej aktywnoŜci. 

 

Badania podzielono na etapy odpowiadajŃce postawionym hipotezom czŃstkowym: 

a) Czy UA, OA i CPT-11 wykazujŃ aktywnoŜĺ przeciwnowotworowŃ?  

Czy poğŃczenie kwas·w ze sobŃ i z cytostatykiem wzmocni ich dziağanie? 

b) Jaki jest wpğyw badanych zwiŃzk·w na migracjň kom·rek prawidğowych  

i nowotworowych oraz czy podanie ich w poğŃczeniu wzmocni ten efekt? 

c) Na jakie szlaki molekularne zwiŃzane z migracjŃ oddziağujŃ badane zwiŃzki?  

Czy aktywnoŜĺ ta jest silniejsza przy podaniu ich w poğŃczeniu? 
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3. Materiağy i metody 

3.1.  Materiağy 

3.1.1.  Linie kom·rkowe 

Badania prowadzone byğy na trzech liniach kom·rkowych: 

a) jako kontrola, wykorzystane zostağy ludzkie prawidğowe adherentne kom·rki 

nabğonka jelita grubego transformowane termowraŨliwym szczepem wirusa SV40 

ï linia CCD 841 CoTr (ATCCÈ CRL-1807Ê); 

b) model wczesnego stadium rozwoju nowotworu stanowiğy ludzkie adherentne 

kom·rki raka jelita grubego stadium I (Dukes A) ï linia HT-29 (ATCCÈ HTB-

38Ê); 

c) jako model p·Ŧnego, przerzutowego, stadium nowotworu stanowiğy ludzkie 

adherentne kom·rki raka jelita grubego pochodzŃce z przerzutu do wňzğa 

chğonnego ï linia SW 620 (ATCCÈ CCL-227Ê). 

Kom·rki hodowano w pğynie RPMI 1640 ï HT-29, SW 620 ï lub mieszaninie pğyn·w 

RPMI 1640 i DMEM (1:1 v/v) (Gibco (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)) ï 

CCD 841 CoTr ï z dodatkiem antybiotyk·w (100 U/mL penicyliny, 100 ɛg/mL 

streptomycyny) (Gibco) oraz 10% lub 2% pğodowej surowicy bydlňcej (FBS, ang. fetal 

bovine serum) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Hodowle prowadzono  

w inkubatorze w wilgotnej atmosferze z przepğywem 5% CO2, w temperaturze 34ÁC 

(CCD 841 CoTr) lub 37ÁC (HT-29, SW 620). 

Kom·rki pasaŨowano poprzez przepğukanie PBS (roztw·r soli fizjologicznej 

buforowany fosforanami, ang. phosphate buffered saline) bez jon·w Ca2+ i Mg2+ 

(Biomed, Lublin, Polska) oraz 0,25% roztworem trypsyny z 0,02% roztworem EDTA 

(Sigma Aldrich), a nastňpnie spğukanie pğynem hodowlanym z dodatkiem 10% FBS. 

W doŜwiadczeniach stosowano kultury o okreŜlonej gňstoŜci kom·rek, kt·ra ustalana 

byğa kaŨdorazowo poprzez policzenie kom·rek w komorze Thoma z zachowaniem 

reguğy dw·ch bok·w B¿rkera i rozcieŒczenie kom·rek pğynem hodowlanym. 

Wszystkie procedury wymagajŃce warunk·w sterylnych prowadzono pod komorŃ  

z laminarnym przepğywem powietrza (Holten Safe model 1.2, Thermo Scientific). 

 W badaniach wykorzystano model zar·wno wczesnego, jak i przerzutowego 

stadium nowotworu, aby oceniĺ wpğyw UA, OA i CPT-11 na kom·rki, w kt·rych 

ekspresji podlegajŃ szlaki zaangaŨowane w metastazň, jak i takie, w kt·rych zmiany 
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prowadzŃce do przerzutu jeszcze nie zaszğy. Miağo to na celu ocenň potencjağu 

badanych substancji nie tylko do zahamowania samego procesu migracji i inwazji  

w kom·rkach zdolnych do utworzenia przerzutu, lecz r·wnieŨ czynnik·w i szlak·w 

prowadzŃcych do nabycia tych cech. 

DoŜwiadczenia prowadzone byğy na hodowlach homogennych pğaskich (Ryc. 26A), 

jak r·wnieŨ na kokulturach. Kokultury utworzone byğy z pğaskiej, dwuwymiarowej 

(2D) kultury kom·rek CCD 841 CoTr tworzŃcych monowarstwň (ang. monolayer),  

na kt·re dodawano po 10 sferoid·w (forma tr·jwymiarowa, 3D) utworzonych  

z kom·rek linii HT-29 lub SW 620 (2x103 kom·rek/sferoid). Warianty kontrolne  

dla doŜwiadczeŒ w hodowlach heterogennych stanowiğy kultura pğaska (2D) kom·rek 

CCD 841 CoTr oraz sferoidy (3D) linii HT-29 i SW 620 (Ryc. 26B). 

 

 

Ryc. 26. Schemat kultur wykorzystywanych w badaniach: hodowli pğaskich homogennych (A) 

oraz kokultur (B)  [opracowanie wğasne] 

 

 Zakğadanie hodowli w kokulturach 

 W przypadku doŜwiadczeŒ wykonywanych na kokulturach kom·rkowych, 

zakğadano trzy rodzaje hodowli: hodowla pğaska kom·rek linii CCD 841 CoTr, 

hodowla pğaska CCD 841 CoTr z wprowadzonymi na nie sferoidami utworzonymi  

z kom·rek HT-29 lub SW 620 (po 10 sferoid·w na kaŨdy wariant badawczy)  
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oraz hodowla samych sferoid·w utworzonych z kom·rek nowotworowych. 

Wykorzystanie hodowli w kokulturach miağo na celu czňŜciowe odtworzenie sytuacji, 

jaka ma miejsce w organizmie podczas przerzutu nowotworowego. 

Sferoidy kom·rkowe otrzymywano poprzez wylanie 200 Õl zawiesiny kom·rek linii 

HT-29 lub SW 620 o gňstoŜci 1x104 kom·rek/ml do doğk·w pğytki 96-doğkowej, 

opğaszczonych wczeŜniej 1% roztworem agarozy (Fluka (Honeywell), Morristown, 

NJ, USA) w 0,85% NaCl (Avantor Performance Materials Poland). Po czterech 

dniach, gdy sferoidy siň utworzyğy, pobierano je, opğukiwano w ŜwieŨym pğynie 

hodowlanym, a nastňpnie umieszczano w doğkach pğytki 24-doğkowej, po 10 

sferoid·w/doğek. Hodowle pğaskie kom·rek linii CCD 841 CoTr zakğadane byğy dzieŒ 

wczeŜniej poprzez wylanie 1 ml zawiesiny o gňstoŜci 1,75x105 kom·rek/ml (Ryc. 27). 

 

 

Ryc. 27. Schemat zakğadania kokultur kom·rkowych [opracowanie wğasne] 

 

3.1.2.  Badane zwiŃzki 

 W projekcie wykorzystano dwa pentacykliczne terpenoidy, kwas ursolowy 

(UA, kwas 3ɓ-hydroksyurs-12-en-28-owy) i kwas oleanolowy (OA, kwas  

3ɓ-hydroksyolean-12-en-28-owy), jak r·wnieŨ cytostatyk ï kamptotecyna-11 (CPT-

11, irynotekan, pochodna kamptotecyny). Substancje podawano osobno,  

jak i w poğŃczeniu, kaŨdŃ w jednym okreŜlonym stňŨeniu wyznaczonym empirycznie.  

Badane zwiŃzki, zakupione z komercyjnego Ŧr·dğa (UA, OA ï Sigma Aldrich,  

CPT-11 ï MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA) rozpuszczono w DMSO 

(dimetylosulfotlenek) (Sigma Aldrich) i rozcieŒczono 10-krotnie pğynem hodowlanym 
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do uzyskania stock solution 10 mg/ml (10% DMSO). Podczas prowadzenia 

doŜwiadczeŒ, substancje rozcieŒczano do okreŜlonych stňŨeŒ. 

W celu ustalenia stňŨeŒ substancji oraz czasu inkubacji kom·rek z ich dodatkiem, 

dokonano wstňpnej analizy metodami NR i MTT, opisanymi niŨej. W tym celu, 

kom·rki linii CCD 841 CoTr, HT-29 i SW 620 poddano dziağaniu UA i OA w zakresie 

stňŨeŒ 2,5-250 Õg/ml oraz CPT-11 w stňŨeniach 0,1-10 Õg/ml przez czas 24, 48 i 72 

godzin. Na podstawie uzyskanych wynik·w, do dalszych badaŒ wybrano czas 

inkubacji 24 godz. i stňŨenia: 5 Õg/ml dla UA, 100 Õg/ml dla OA i 0,075 Õg/ml  

dla CPT-11 (tabela 3). W kolejnych badaniach, kom·rki inkubowano ze zwiŃzkami 

podawanymi osobno oraz w poğŃczeniu ze sobŃ. Warianty badawcze przedstawiono  

w tabeli 4. StňŨenia zostağy tak dobrane, aby nie wykazywaĺ istotnej toksycznoŜci 

wzglňdem kom·rek. 

 

Tabela 3. Wybrane (wyznaczone empirycznie) stňŨenia badanych substancji  

Substancja StňŨenie 

UA 5 ɛg/ml (11 ɛM) 

OA 100 ɛg/ml (220 ɛM) 

CPT-11 0,075 ɛg/ml (0,215 ɛM) 

 

Tabela 4. Warianty badawcze 

Skğadowe wariantu Oznaczenie wariantu 

UA (5 ɛg/ml) UA 

OA (100 ɛg/ml) OA 

CPT-11 (0,075 ɛg/ml) CPT-11 

UA (5 ɛg/ml) + CPT-11 (0,075 ɛg/ml) UA+CPT-11 

OA (100 ɛg/ml) + CPT-11 (0,075 ɛg/ml) OA+CPT-11 

UA (5 ɛg/ml) + OA (100 ɛg/ml) UA+OA 

UA (5 ɛg/ml) + OA (100 ɛg/ml) + CPT-11 (0,075 ɛg/ml) ALL  

 

3.2. Metody 

3.2.1.  Barwienie May-Gr¿nwalda-Giemsy 

 Barwienie stosowano w celu zwizualizowania zmian zachodzŃcych  

w kom·rkach lub w celu uwidocznienia wyniku prowadzonej analizy. Metoda polega 

na wybarwieniu cytoplazmy na kolor r·Ũowo-niebieski przez barwnik May-
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Gr¿nwalda oraz jŃdra kom·rkowego na kolor fioletowy z ciemniejszymi jŃderkami  

w wyniku zwiŃzania barwnika Giemsy z DNA.  

 W pierwszym etapie barwienia pğyn znad kom·rek ŜciŃgniňto, a kom·rki 

przepğukano PBS. Nastňpnie, dodano barwnika May-Gr¿nwalda (0,5 ml w przypadku 

pğytki 24-doğkowej, 1 ml w przypadku szalki Petriego lub pğytki 6-doğkowej) (Sigma 

Aldrich) i barwiono przez 3 minuty. Po tym czasie, dodano r·wnowaŨnŃ objňtoŜĺ 

wody dejonizowanej (Zakğad Wirusologii i Immunologii UMCS). Po 3 minutach 

ŜciŃgniňto barwnik, kom·rki opğukano wodŃ dejonizowanŃ i dobarwiano przez  

30 minut barwnikiem Giemsy (0,5 ml lub 1 ml) (Sigma Aldrich). Po tym czasie 

barwnik ŜciŃgniňto, hodowle przepğukano wodŃ dejonizowanŃ i pozostawiono  

do wyschniňcia.  

 

3.2.2.  Barwienie fluorescencyjne cytoszkieletu 

 Barwienia cytoszkieletu aktynowego moŨna dokonaĺ stosujŃc barwnik 

sprzňŨony z czynnikiem wiŃŨŃcym siň specyficznie do F-aktyny. Czynnikiem takim 

jest falloidyna, toksyna pochodzŃca z muchomora sromotnikowego (Amanita 

phalloides). SprzňŨona jest ona z barwnikiem rodaminŃ B, dajŃcym Ũ·ğto-

pomaraŒczowŃ fluorescencjň po naŜwietleniu laserem o dğugoŜci fali Ŝwiatğa 540 nm 

(Ŝwiatğo zielone). 

Barwienia wykonano w szklanych, 4-komorowych pğytkach typu Lab-TekÊ (Nunc 

(Thermo Scientific)). Po inkubacji kom·rek z badanymi substancjami i ich utrwaleniu 

(5% formaldehyd (Avantor Performance Materials Poland (dawnieij POCH), Gliwice, 

Polska) w PBS przez 5 minut) i permeabilizacji bğony (0,2% Triton X-100 (Sigma 

Aldrich) w PBS przez 2 minuty) dodano po 200 Õl barwnika do kaŨdej komory,  

a nastňpnie inkubowano przez 30 minut w ciemnoŜci w temperaturze pokojowej.  

Po tym czasie, preparaty przepğukano trzykrotnie PBS i wykonano zdjňcia  

w mikroskopie fluorescencyjnym (Zakğad Anatomii i Cytologii RoŜlin UMCS) [Wulf 

i in., 1979; Chazotte, 2010]. 

 

3.2.3.  Efekt cytotoksyczny 

 CytotoksycznoŜĺ zwiŃzk·w badano metodami NR i MTT. W przypadku obu 

metod doŜwiadczenie prowadzono na pğytkach 96-doğkowych, na kt·re wylano  
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po 100 ɛl zawiesiny kom·rek o gňstoŜci 1,75x105 kom·rek/ml (linia prawidğowa)  

lub 1x105 kom·rek/ml (kom·rki nowotworowe) w pğynie hodowlanym 10% FBS. Po 

24 godzinach medium usuniňto, a do doğk·w dodano po 100 ɛl wariant·w badanych 

zwiŃzk·w rozpuszczonych w pğynie hodowlanym z 2% FBS (lub sam pğyn z 2% FBS 

do wariantu kontrolnego). Kom·rki inkubowano z substancjami przez 24 godziny,  

po czym doŜwiadczenie kontynuowano wedğug procedury odpowiedniej dla metody 

NR lub MTT. 

 

 Metoda NR 

 W metodzie NR wykorzystuje siň barwnik czerwieŒ obojňtnŃ (NR,  

ang. neutral red), kt·ry wnika do kom·rek. Gdy kom·rki sŃ Ũywe, barwnik 

zgromadzony zostaje w lizosomach. Podczas utrwalania barwnik zostaje wypğukany  

z kom·rek martwych, zaŜ w Ũywych uwalniany jest w Ŝrodowisku kwaŜnym. 

Uzyskane wartoŜci absorbancji sŃ wprost proporcjonalne do iloŜci Ũywych kom·rek. 

Metoda ta wykorzystywana jest w badaniu efektu cytotoksycznego, bňdŃcego 

nastňpstwem przerwania ciŃgğoŜci bğony kom·rkowej. 

 Po inkubacji ze zwiŃzkami, pğyn hodowlany usunieto i dodano do wszystkich 

doğk·w po 100 Õl barwnika NR (0,4 mg/ml w pğynie hodowlanym z 2% FBS) (Sigma 

Aldrich). Po 3 godzinnej inkubacji w 37 lub 34ÁC, NR usuniňto i utrwalano kom·rki 

przez 2 minuty (po 200 Õl 0,5% formaldehydu w 1% roztworze CaCl2 (Avantor 

Performance Materials Poland)). Utrwalacz usuniňto i do wszystkich doğk·w dodano 

po 100 Õl rozpuszczalnika (1% kwas octowy w 50% roztworze etanolu (Avantor 

Performance Materials Poland)), a nastňpnie inkubowano pğytki przez 20 minut  

z wytrzŃsaniem w temperaturze pokojowej. Po tym czasie, dokonano pomiaru 

spektrofotometrycznego (czytnik mikropğytek model EL800, Biotek, Winooski, VT, 

USA z oprogramowaniem KCjunior) przy dğugoŜci fali ɚ = 540 nm [Borenfreund, 

Puerner, 1985; Ates i in., 2017]. 

 

 Metoda MTT  

 Metoda ta oparta jest na reakcji przeksztağcenia soli tetrazoliowej MTT 

(bromek 3-(4,5-dwumetylotiazylo-2-yl)-2,5-dwufenylotetrazolu) o barwie Ũ·ğtej  

do fioletowych, brunatnych krysztağ·w formazanu. Reakcja katalizowana jest przez 



83 
 

NAD(P)H i enzymy glikolityczne obecne w retikulum endoplazmatycznym. Powstağe, 

nierozpuszczalne w wodzie krysztağy lokujŃ siň w aparacie Golgiego i kroplach 

lipidowych. Absorbancja jest wprost proporcjonalna do iloŜci Ũywych kom·rek. 

MetodŃ moŨna badaĺ zar·wno cytotoksycznoŜĺ substancji, jak i ich wpğyw  

na proliferacjň kom·rek.  

 Po inkubacji z badanymi zwiŃzkami, do wszystkich doğk·w dodano po 25 Õl 

MTT (Sigma Aldrich) i inkubowano 3 godziny w 34 lub 37ÁC. Po tym czasie,  

do wszystkich doğk·w dodano po 100 Õl SDS (siarczan dodecylu sodu; Sigma Aldrich) 

w celu rozpuszczenia krysztağ·w formazanu i inkubowano przez 24 godziny. 

Nastňpnie, dokonano odczytu absorbancji przy dğugoŜci fali ɚ = 570 nm [Mosmann, 

1983; Stockert i in., 2018]. 

 

3.2.4.  WğaŜciwoŜci antyproliferacyjne 

 Metoda MTT  

 Metodň prowadzono jak opisano powyŨej, z pewnymi modyfikacjami: 

gňstoŜĺ kom·rek wynosiğa 1x104 kom./ml, a czas inkubacji z badanymi zwiŃzkami  

ï 96 godzin. 

 

 KlonalnoŜĺ 

 Metoda oparta jest na ocenie klonalnoŜci, czyli zdolnoŜci do tworzenia 

kolonii przez proliferujŃce kom·rki. GňstoŜĺ kom·rek zostaje dobrana tak,  

aby na cağej powierzchni naczynia hodowlanego kom·rki byğy rozproszone  

i wystňpowağy pojedynczo. W wyniku proliferacji, z pojedynczych kom·rek powstajŃ 

ich klony w formie kolonii, kt·re nastňpnie byğy liczone. Potencjağ proliferacyjny jest 

wprost proporcjonalny do liczby utworzonych kolonii.  

 DoŜwiadczenie prowadzono na plastikowych szalkach Petriego o Ŝrednicy  

30 mm. Wylano po 1 ml kom·rek o gňstoŜci 1x105 kom·rek/ml i pozostawiano  

na dobň. Po tym czasie usuniňto pğyn hodowlany, a do wszystkich szalek dodano 

roztwory badanych substancji lub samego pğynu hodowlanego z 2% FBS (kontrola)  

i inkubowano przez 24 godziny. Nastňpnie, odklejono kom·rki roztworem trypsyny  

z EDTA, ponownie policzono i wylano do nowych szalek po 1 ml zawiesiny o gňstoŜci 

5x103 kom·rek/ml w pğynie z 10% FBS. Po upğywie 24 godzin, pğyn wymieniono  
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na medium z dodatkiem 2% FBS. Kom·rki hodowano przez nastňpne 21 dni, co 3 dni 

zmieniajŃc pğyn na ŜwieŨy, po czym hodowle wybarwiono metodŃ May-Gr¿nwalda-

Giemsy i policzono kolonie [Franken i in., 2006; Li i in., 2015]. 

 

 Czas podwojenia generacji (DT) 

 Czas podwojenia generacji (DT, ang. doubling time) to czas potrzebny,  

aby liczba kom·rek w hodowli ulegğa podwojeniu. Im wsp·ğczynnik DT jest niŨszy, 

tym szybciej zachodzŃ podziağy kom·rkowe, a wiňc tym wyŨszy potencjağ 

proliferacyjny kom·rek. 

 Na pğytkach 24-doğkowych zağoŨono hodowle o gňstoŜci 1x105 kom·rek/ml 

w dw·ch powt·rzeniach. Po 24 godzinach, do jednego powt·rzenia dodano po 1 ml 

medium z 2% FBS i z dodatkiem badanych substancji lub bez nich (kontrola). 

Kom·rki z drugiego powt·rzenia strypsynizowano i policzono, a ich iloŜĺ w kaŨdym 

wariancie przyjňto jako wartoŜĺ wyjŜciowŃ (N0). Hodowle inkubowano z substancjami 

przez 24 godziny oraz 72 godziny, po czym strypsynizowano je i policzono. 

Wsp·ğczynnik DT obliczono wedğug wzoru [KorzyŒska, Zychowicz, 2008]: 

 

ὈὝ  ,  

gdzie: DT ï czas potrzebny na podwojenie populacji; t0 ï czas poczŃtkowy (0 godzin); t ï iloŜĺ godzin 

prowadzenia hodowli; N0 ï iloŜĺ kom·rek w czasie t0; N ï iloŜĺ kom·rek po czasie t. 

Uzyskane wyniki przedstawiono w postaci obliczonego DT oraz w przeliczeniu  

na kontrolň. W przypadku, gdy efekt cytotoksyczny przewyŨszağ efekt zahamowania 

proliferacji, wyniki przybierağy wartoŜĺ ujemnŃ; oznaczone zostağy jako TOX. 

 

 

3.2.5.  AktywnoŜĺ immunomodulacyjna 

 Ocena iloŜci wytworzonego tlenku azotu ï metoda Griessôa 

 Tlenek azotu (NO) wytwarzany przez kom·rki produkowany jest miňdzy 

innymi przez syntazň tlenku azotu, gğ·wnie NOS2. Im wyŨsze stadium nowotworu, 

tym wyŨsza aktywnoŜĺ iNOS. Ponadto, aktywnoŜĺ tego enzymu jest ŜciŜle powiŃzana 

z COX-2, i wzrasta teŨ podczas stanu zapalnego.  
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Pomiaru NO moŨna dokonaĺ przy uŨyciu metody Griessôa, kt·ra polega na okreŜleniu 

stňŨenia tlenku azotu na podstawie pomiaru jego stabilnych form: NO3 i NO2. Metoda 

oparta jest na dwuetapowej reakcji, w wyniku kt·rej powstaje czerwono-fioletowy 

produkt azowy. Jego iloŜĺ jest wprost proporcjonalna do iloŜci NO. 

 Na pğytki 24-doğkowe wylano po 1 ml zawiesiny kom·rek o gňstoŜci 1,75x105 

kom·rek/ml (linia prawidğowa) lub 1x105 kom·rek/ml (kom·rki nowotworowe). 

Nastňpnego dnia, do wszystkich doğk·w dodano pğyn hodowlany z 2% FBS  

i z dodatkiem lub bez badanych zwiŃzk·w. Po kolejnych 24 godzinach, pğyny zebrano 

i zamroŨono w temperaturze -80ÁC. W kolejnym etapie sporzŃdzono odczynnik 

Griessôa (1% sulfanilamid (Sigma Aldrich) oraz 0,1% dihydrochlorek N-(1-naftyl) 

etylenodiaminy (Sigma Aldrich) w 4% kwasie ortofosforowym (Avantor Performance 

Materials Poland)) oraz rozcieŒczenia azotynu sodu (NaNO2) (Avantor Performance 

Materials Poland) jako standard w stňŨeniach: 0; 0,5; 1 i 2 ÕM. ZamroŨone wczeŜniej 

pğyny pohodowlane rozmroŨono, odwirowano, a z supernatant·w pobrano po 100 Õl  

i dodano do doğk·w pğytki 96-doğkowej. Wylano takŨe po 100 Õl/doğek 

przygotowanych stňŨeŒ standard·w. Nastňpnie, do wszystkich doğk·w dodano po 100 

Õl odczynnika Griessôa i inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej.  

Po tym czasie, dokonano pomiaru spektrofotometrycznego przy dğugoŜci fali ɚ = 570 

nm [Tarpey i in., 2004; Kumar, Kashyap, 2015].  

 

 Ocena iloŜci produkowanych cytokin ï metoda ELISA 

 Jednymi z gğ·wnych czynnik·w biorŃcych udziağ w indukcji i utrzymaniu 

stanu zapalnego sŃ cytokiny. Dokonano wiňc analizy cytokin prozapalnych, IL-1ɓ  

i IL -6 oraz cytokiny przeciwzapalnej, IL-10. W tym celu wykonano analizň w teŜcie 

ELISA (test immunoenzymatyczny, ang. enzyme-linked immunosorbent assay) 

wedğug instrukcji producenta (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Ocenie poddano 

pr·bki zebrane znad hodowli inkubowanych przez 24 godziny z badanymi 

substancjami. 

Badanie przeprowadzono zar·wno na hodowlach pğaskich, jak i w kokulturach. 

DoŜwiadczenie prowadzono w pğytkach 24-doğkowych. Do kaŨdego doğka wylano  

po 1 ml zawiesiny kom·rek o gňstoŜci 1,75x105 (CCD 841 CoTr) lub 1x105 

kom·rek/ml (HT-29, SW 620) w przypadku hodowli pğaskich lub wedğug opisanej 

wczeŜniej procedury w przypadku kokultur. Po upğywie 24 godzin dodano po 1 ml 
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roztwor·w badanych substancji. Po 24 godzinnej inkubacji zebrano pğyny  

znad hodowli i zamroŨono w temperaturze -80ÁC. Po rozmroŨeniu, pr·bki 

worteksowano i odwirowano, a nastňpnie wykonano test ELISA.  

 

3.2.6.  WğaŜciwoŜci hamowania migracji kom·rek 

 Metoda rysy (wound assay) 

 ZasadŃ metody jest wykonanie w monowarstwie kom·rkowej rysy  

(ang. wound, scratch), a nastňpnie pomiar iloŜci kom·rek lub odlegğoŜci 

przemieszczenia czoğa kom·rek do wnňtrza utworzonej rysy. WartoŜci te sŃ 

proporcjonalne do potencjağu migracji kom·rek. 

 DoŜwiadczenie prowadzono w szalkach Petriego o Ŝrednicy 30 mm,  

na kt·rych zağoŨono hodowle badanych kom·rek. Po uzyskaniu przez nie 100% 

konfluencji wykonano rysň. Szalki przepğukano PBS i dodano pğyn z 2% FBS i z lub 

bez badanych substancji. SporzŃdzono takŨe kontrolň negatywnŃ, tzw. kontrolň rysy, 

a hodowlň wybarwiono metodŃ May-Gr¿nwalda-Giemsy zaraz po wykonaniu rysy.  

W pozostağych przypadkach, kultury wybarwiono po 24 godzinach inkubacji  

z badanymi substancjami (lub samym pğynem hodowlanym z 2% FBS). Po 

wyschniňciu preparat·w wykonano zdjňcia (mikroskop Olympus BX51  

z oprogramowaniem CellSans) i zmierzono odlegğoŜci miňdzy czoğami kom·rek po 

obu stronach rysy. Wyniki przedstawiono w przeliczeniu na kontrolň, jako wartoŜci 

procentowe (% kontroli) [Hulkower, Herber, 2011; Jonkman i in., 2014]. 

 

 Metoda migracji przez pory membran (chamber migration assay) 

 W metodzie tej wykorzystuje siň inserty posiadajŃce perforowanŃ bğonň  

z porami o okreŜlonej Ŝrednicy. W zaleŨnoŜci od Ŝrednicy por·w, kom·rki migrujŃ 

przez nie lub wypuszczajŃ protruzje. IloŜĺ kom·rek (lub wypustek) zliczonych  

po spodniej stronie insertu (membrany) jest wprost proporcjonalna do potencjağu 

migracyjnego kom·rek.  

 W badaniach wykorzystano inserty z porami o Ŝrednicy 8 Õm (kom·rki 

przechodzŃ w cağoŜci) oraz 0,4 Õm (przez pory przechodzŃ tylko wypustki kom·rek).  

Inserty (Nunc (Thermo Scientific)) umieszczono w pğytce 24-doğkowej, a nastňpnie 

dodano do nich zawiesinň kom·rek o gňstoŜci 1,75x105 (CCD 841 CoTr) lub 1x105 
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(HT-29, SW 620) kom·rek/ml w 300 Õl pğynu bez dodatku surowicy. Nastňpnie,  

do doğka pğytki, obok insertu, wlano 750 Õl pğynu z dodatkiem 10% FBS, kt·ry dziağaĺ 

miağ jako chemoatraktant dla kom·rek. Po 12 godzinach inserty przeniesiono do nowej 

pğytki 24-doğkowej, natomiast w pğynie pochodzŃcym z pierwotnych pğytek policzono 

kom·rki. Do insert·w umieszczonych w nowych pğytkach wlano po 300 Õl pğynu  

z dodatkiem lub bez badanych substancji i inkubowano 12 (8 Õm) lub 24 (0,4 Õm) 

godziny. Po tym czasie, ponownie pobrano pğyn spod insert·w i policzono w nim 

kom·rki, z kolei inserty wybarwiono metodŃ May-Gr¿nwalda-Giemsy. G·rnŃ stronň 

perforowanej bğony insert·w wytarto, aby usunŃĺ z niej kom·rki, a nastňpnie inserty 

oglŃdano pod mikroskopem. Policzono iloŜĺ kom·rek (lub wypustek) znajdujŃcych 

siň na spodniej warstwie bğony we wszystkich wariantach badawczych, a wyniki 

przeliczono w por·wnaniu do kontroli i przedstawiono w postaci wartoŜci 

procentowych (% kontroli) [Hulkower, Herber, 2011]. 

 

3.2.7.  Hamowanie aktywnoŜci biağek zaangaŨowane w migracjň, inwazjň i 

opornoŜĺ lekowŃ 

 W badaniach poddano analizie biağka zaangaŨowane w migracjň i inwazjň 

kom·rek (MMP-2 i -9, uPA i uPAR, COX-2, RhoA, RhoC, RhoB) oraz opornoŜĺ 

wielolekowŃ (MRPs). W tym celu wykonano metody ELISA, immunofluorescencjň 

oraz Western Blotting. 

 

 ELISA  

 MetodŃ ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) dokonano oceny 

iloŜci zewnŃtrzkom·rkowych MMP-2 i -9 oraz uPA i uPAR. Pr·bki, pochodzŃce  

z pğyn·w znad hodowli kokultur, przygotowano oraz zbadano wedğug wczeŜniej 

opisanej procedury. 

 

 Zymografia Ũelatynowa 

 Zymografia wykorzystywana jest do oceny aktywnoŜci enzymatycznej 

proteaz. Metoda polega na elektroforetycznym rozdziale biağek w Ũelu 

poliarylamidowym z dodatkiem substratu odpowiedniego dla badanych enzym·w. 
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W pierwszym etapie dokonuje siň rozdziağu elektroforetycznego biağek z warunkach 

denaturujŃcych z SDS, podczas kt·rego dochodzi do rozfağdowania struktury  

pro-MMP, co prowadzi do przeğŃczenia cysteinowego. Po elektroforezie SDS zostaje 

wypğukany z Ũelu przez Triton X-100, co skutkuje sfağdowaniem biağka, jednak juŨ  

w postaci formy aktywnej. ŧele inkubuje siň w odpowiednich warunkach w celu 

strawienia substratu, przy czym kluczowŃ rolň odgrywajŃ jony Ca2+. OdmianŃ metody 

jest zymografia Ũelatynowa, dziňki kt·rej okreŜliĺ moŨna aktywnoŜĺ Ũelatynaz, czyli 

MMP-2 i -9. W tym przypadku do Ũelu poliakrylamidowego dodaje siň Ũelatynň. 

WielkoŜĺ stref przejaŜnienia lub stopieŒ wytrawienia sŃ wprost proporcjonalne  

do aktywnoŜci enzymatycznej metaloproteinaz. 

W badaniach wykonano analizň aktywnoŜci zewnŃtrzkom·rkowych MMP-2  

i MMP-9, produkowanych w hodowlach kokultur.  

Pr·bki do analizy zymograficznej przygotowano tak, jak do metody ELISA ï zebrano 

pğyny znad hodowli kom·rek inkubowanych z badanymi substancjami. Nastňpnie, 

pr·bki (15 Õl kaŨdej pr·bki/slot) z dodatkiem buforu pr·bkowego (Thermo Scientific) 

naniesiono na 9% Ũel poliakrylamidowy z SDS i z dodatkiem 0,1% Ũelatyny (Sigma 

Aldrich). Po rozdziale elektroforetycznym (120V) Ũele przepğukano w buforze I (2,5% 

Triton X-100 w 50 mM Tris-HCl pH 7,4) trzy razy po 15 minut, nastňpnie w buforze 

II (50 mM Tris-HCl pH 7,4 (Avantor Performance Materials Poland)) trzy razy  

po 15 minut, po czym umieszczono je w buforze III (inkubacyjnym) (5 mM CaCl2  

w 50 mM Tris-HCl pH 7,4) i inkubowano przez noc w temperaturze 37ÁC, co jakiŜ 

czas mieszajŃc. Po inkubacji Ũele barwiono bğňkitem Coomasie (ICN Biomedicals, 

Irvine, CA, USA) przez 20 minut, a nastňpnie odbarwiano mieszaninŃ 10% metanolu 

i 10% kwasu octowego (Avantor Performance Materials Poland) w H2O.  

Po odbarwieniu wykonano zdjňcia przy uŨyciu Chemi-Doc XRS+ (BioRad, Hercules, 

CA, USA) i dokonano analizy p·ğiloŜciowej z wykorzystaniem programu Image 

Studio Lite ver. 4.0 (LI-COR Bioscences, Lincoln, NE, USA) [Hu, Beeton, 2010; 

Kupai i in., 2010; Ren i in., 2017]. 

 

 AktywnoŜĺ fibrynolityczna 

 W celu potwierdzenia wpğywu badanych zwiŃzk·w na aktywnoŜĺ ukğadu 

uPA/uPAR dokonano analizy aktywnoŜci fibrynolitycznej. Degradacja fibryny, 

powstağej z fibrynogenu pod wpğywem aktywnoŜci trombiny, prowadzona jest przez 
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plazminň. Ta z kolei powstaje w wyniku proteolizy plazminogenu, co katalizowane 

jest przez uPAR zwiŃzany ze swoim ligandem, uPA. Analizň wykonuje siň poprzez 

naniesienie badanych pr·bek na Ũel, w kt·rym rozpuszczono fibrynogen i trombinň,  

a nastňpnie wybarwienie i odbarwienie Ũelu. W miejscu naniesienia pr·bek powstajŃ 

strefy przejaŜnienia, kt·rych wielkoŜĺ jest wprost proporcjonalna do aktywnoŜci 

plazminy, co jest wprost proporcjonalne do aktywnoŜci uPA i uPAR [Chapin, Hajjar, 

2015; Shenkman i in., 2012]. 

 

 

Ryc. 28. Mechanizm odpowiedzialny za aktywnoŜĺ fibrynolitycznŃ [opracowanie wğasne] 

 

SporzŃdzono 10,5% Ũel poliakrylamidowy bez dodatku SDS z dodatkiem 0,4% 

ludzkiego fibrynogenu (Sigma Aldrich) i 20 U/ml ludzkiej trombiny (Sigma Aldrich). 

Nastňpnie, Ũel umieszczono w wilgotnych komorach i naniesiono na niego po 10 Õl 

pr·bek (przygotowanych tak samo, jak do metody ELISA). Po 5 godzinnej inkubacji 

w 37ÁC Ũele barwiono bğňkitem Coomasie przez 10 minut, a nastňpnie odbarwiono 

mieszaninŃ 10% metanolu i 10% kwasu octowego w H2O. Analizy stref wytrawienia 

dokonano przy uŨyciu programu ImageJ (National Institutes of Health (NIH), 

Bethesda, MD, USA). 
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 Immunofluorescencja 

 W metodzie immunofluorescencji wykorzystuje siň przeciwciağa 

pierwszorzňdowe skierowane przeciwko badanemu antygenowi oraz sprzňŨone  

z fluorochromem przeciwciağa drugorzňdowe o specyficznoŜci wzglňdem przeciwciağ 

pierwszorzňdowych. Dziňki temu moŨna okreŜliĺ lokalizacjň czy poziom badanych 

czynnik·w. Metodň tň zastosowano w celu okreŜlenia wpğywu badanych zwiŃzk·w  

na lokalizacjň i poziom biağek MMP-2 i -9, uPAR, COX-2, RhoA, C i B oraz MRP  

w hodowlach pğaskich, homogennych linii CCD 841 CoTr, HT-29 oraz SW 620. 

DoŜwiadczenie prowadzono w 4-komorowych szklanych pğytkach typu Lab-TekÊ, 

do kt·rych dodano po 500 Õl zawiesiny o gňstoŜci 1x105 kom·rek/ml. Nastňpnego 

dnia, do wszystkich kom·r dodano po 500 Õl badanych substancji rozpuszczonych  

w pğynie hodowlanym z 2% FBS (lub samego pğynu) i inkubowano przez 24 godziny. 

Po tym czasie, kom·rki przepğukano dwukrotnie PBS, a nastňpnie utrwalano 500 Õl 

5% roztworu formaldehydu w PBS przez 5 minut. Nastňpnie, przepğukano komory 

dwukrotnie PBS i dokonano permeabilizacji bğony kom·rkowej 500 Õl 0,1% roztworu 

Triton X-100 w PBS (2 minuty). Ponownie przepğukano PBS utrwalone  

i permeabilizowane hodowle, a nastňpnie dodano po 500 Õl 7,5% roztworu FBS  

w PBS w celu zablokowania niespecyficznych miejsc wiŃzania przeciwciağ.  

Po godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej, do wszystkich kom·r dodano  

po 200 Õl zawiesiny przeciwciağ pierwszorzňdowych rozcieŒczonych 250-krotnie  

w PBS i inkubowano przez noc w temperaturze 4ÁC. Po tym czasie, komory 

przepğukano trzykrotnie PBS, a nastňpnie dodano (w ciemnoŜci) po 200 Õl zawiesiny 

przeciwciağ drugorzňdowych zwiŃzanych z FITC, rozcieŒczonych 250-krotnie w PBS 

i inkubowano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Nastňpnie komory 

przepğukano trzykrotnie PBS i sporzŃdzono zdjňcia pod mikroskopem 

fluorescencyjnym (linia lasera ï 488 nm (Ŝwiatğo niebieskie)) (Zakğad Anatomii  

i Cytologii RoŜlin UMCS).  

 W przypadku biağek RhoA, RhoC i RhoB wykonano dodatkowe barwienie ï 

fluorescencyjne cytoszkieletu aktynowego. W tym celu po inkubacji z przeciwciağami 

drugorzňdowymi, komory przepğukano trzykrotnie PBS, a nastňpnie dodano po 200 Õl 

barwnika falloidyna-rodamina B i inkubowano przez 30 minut w ciemnoŜci  

w temperaturze pokojowej. Nastňpnie, komory przepğukano trzykrotnie PBS  

i obserwowano pod mikroskopem fluorescencyjnym. 
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Zdjňcia przeanalizowano pod kŃtem lokalizacji badanych biağek, i dokonano analizy 

intensywnoŜci fluorescencji w celu p·ğiloŜciowego okreŜlenia poziomu biağek 

(program Image Studio Lite ver 4.0). W tym celu, z kaŨdego zdjňcia przeanalizowano 

6 miejsc (2 wykazujŃce najsilniejszŃ fluorescencjň, 2 wykazujŃce najsğabszŃ 

fluorescencjň i 2 wykazujŃce ŜredniŃ fluorescencjň), z kt·rych obliczono ŜredniŃ.  

Dla kaŨdego wariantu podawanych substancji dokonano analizy z 5 zdjňĺ (w sumie  

30 wybranych miejsc), z kt·rych obliczonŃ ŜredniŃ przeliczono wzglňdem kontroli 

[Donaldson, 2015].   

 

 Western Blotting (WB, immunoblotting) 

 Immunoblotting wykorzystywany jest do p·ğiloŜciowego okreŜlenia poziomu 

biağek. Wykorzystane jest w tym celu wiŃzanie siň do nich specyficznych przeciwciağ. 

Biağka poddaje siň elektroforetycznemu rozdziağowi, a nastňpnie transferowi  

na membranň. Do immobilizowanych na membranie biağek wiŃŨŃ siň przeciwciağa 

pierwszorzňdowe, a do nich przeciwciağa drugorzňdowe sprzňŨone z odpowiednim 

enzymem ï peroksydazŃ chrzanowŃ (HRP, ang. horseradish peroxidase) lub fosfatazŃ 

alkalicznŃ (AP, ang. alkaline phosphatase) ï kt·ry katalizuje przeksztağcenie 

bezbarwnego substratu w barwny produkt. Analiza chemiluminescencyjna (HRP) lub 

kolorymetryczna (AP) pozwala na okreŜlenie iloŜci powstağego produktu, kt·ra jest 

wprost proporcjonalna do iloŜci zwiŃzanych przeciwciağ, co z kolei jest wprost 

proporcjonalne do iloŜci badanego biağka.  

 Hodowle kom·rkowe, zağoŨone na pğytkach 6-doğkowych, inkubowane przez 

24 godziny z badanymi substancjami (lub bez nich) poddano lizie, kt·rej wszystkie 

etapy prowadzono w lodzie. W tym celu, na kaŨdy wariant badawczy dodano  

po 100 Õl zimnego buforu do lizy (z dodatkiem PIC) (Thermo Scientific) i inkubowano 

przez godzinň. Nastňpnie, zdrapano kom·rki i przeniesiono zawiesinň  

do mikroprob·wek. Lizaty odwirowano (14000 rpm, 15 minut, 4ÁC) w celu 

sedymentacji DNA i frakcji lipidowych, a supernatant przeniesiono do nowych 

prob·wek. Inkubowano je nastňpnie przez 5 minut w temperaturze 95ÁC, po czym 

ponownie umieszczono w lodzie. CzňŜĺ kaŨdego lizatu przeznaczono do oznaczenia 

iloŜci biağka, a pozostağŃ czňŜĺ po dodaniu do niej buforu pr·bkowego  

z ɓ-merkaptoetanolem (Sigma Aldrich) porcjowano i zamroŨono w -80ÁC.  
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Biağko oznaczono metodŃ BCA z wykorzystaniem komercyjnego zestawu BCA, 

wedğug instrukcji producenta (Thermo Scientific). 

 W kolejnym etapie, dokonano rozdziağu elektroforetycznego rozmroŨonych 

wczeŜniej lizat·w (poczŃtkowo 90V, potem zwiňkszone do 120V) w Ũelu 

poliakrylamidowym (Ũel 9% dla wiňkszych biağek (MRP, E-kadheryna) lub 10,5%  

dla mniejszych biağek (MMP-2, MMP-9, COX-2, RhoA, RhoC, RhoB, ɓ-aktyna)).  

Na Ũele nakğadano pr·bki zawierajŃce po 50 Õg biağka. Po rozdziale Ũele odpğukano  

w buforze do transferu. W tym czasie, przygotowano membrany (PVDF o wielkoŜci 

por·w 0,45 Õm) poprzez pğukanie ich przez 1 minutň kolejno w metanolu i buforze  

do transferu (50 mM Tris i 40 mM glicyna (Chempur; Piekary ślŃskie, Polska) w 20% 

metanolu). Dokonano transferu p·ğ-suchego (15V, 30 minut) w Ŝrodowisku buforu  

do transferu, po czym membrany pğukano trzykrotnie w buforze TBST (10 mM Tris-

HCl pH 7.4 w 0,9% NaCl z dodatkiem 0,05% Triton-X100) po 15 minut. Nastňpnie, 

membrany pğukano w 10% roztworze mleka odtğuszczonego w TBST przez 30 minut 

w celu zablokowania niespecyficznych miejsc wiŃzania przeciwciağ. Po tym czasie, 

membrany przeniesiono do roztworu zawierajŃcego przeciwciağa pierwszorzňdowe 

(500-krotne rozcieŒczenie w TBST) i inkubowano przez noc w temperaturze 4ÁC.  

W kolejnym etapie, membrany pğukano 3-krotnie po 15 minut w TBST. Nastňpnie, 

przeniesiono je do roztworu zawierajŃcego przeciwciağa drugorzňdowe sprzňŨone  

z AP, rozcieŒczone 2000x w TBST i inkubowano przez 2 godziny w temperaturze 

pokojowej. Po inkubacji, membrany pğukano dwukrotnie po 15 minut w TBST i jeden 

raz przez 15 minut w buforze AP (100 mM Tris-HCl pH 9.5, 100 mM NaCl, 5 mM 

Mg2+). Nastňpnie, umieszczono je w buforze do wywoğywania (NBT i BCIP (Sigma 

Aldrich) w buforze AP) na koğysce laboratoryjnej. Po pojawieniu siň prŃŨk·w, 

wykonano zdjňcia w Chemi-Doc XRS+. Nastňpnie, wykonano analizň p·ğ-iloŜciowŃ 

poziomu badanych biağek z uŨyciem programu ImageJ [Kurien, Scofield, 2006; 

Mahmood, Yang, 2012]. 

 

3.2.8.  Ocena efektu synergistycznego 

 Jako, Ũe w badaniach podawano substancje w poğŃczeniu, zbadano efekt 

synergistyczny. Synergizm wystňpuje wtedy, gdy efekt dziağania substancji podanych 

razem przewyŨsza sumň efekt·w substancji podanych pojedynczo. Wyr·Ũniono takŨe 
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antagonizm, gdy efekty dziağania zwiŃzk·w znosiğy siň oraz addytywnoŜĺ,  

gdy silniejszy efekt wynikağ z sumy efekt·w pojedynczych substancji.  

W celu obliczenia interakcji dziağania zwiŃzk·w posğuŨono siň wzorem: 

 

ὅὍ  , 

gdzie: x ï efekt dziağania substancji pierwszej, y ï efekt dziağania substancji drugiej, z ï efekt dziağania 

substancji trzeciej, a ï efekt dziağania substancji podanych w poğŃczeniu. 

Obliczona wartoŜĺ (CI, combination index) Ŝwiadczyğa o tym, jakie dziağanie 

wzglňdem siebie wykazujŃ substancje: przy CI < 0,7 byğ to synergizm, CI = 0,71-1,3 

ï addytywnoŜĺ, CI > 1,3 ï antagonizm. 

 

3.2.9.  Analiza statystyczna 

 Wyniki, zebrane z co najmniej 3 powt·rzeŒ, przedstawiono w postaci 

wykres·w ze ŜredniŃ Ñ odchylenie standardowe. OkreŜlono takŨe istotnoŜĺ 

statystycznŃ miňdzy pr·bami testem jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA  

z testem post-hoc Dunnettôa przy uŨyciu programu GraphPad Prism (GraphPad 

Software, Inc., La Jolla, CA, USA). IstotnoŜci statystyczne zostağy oznaczone  

w odniesieniu do kontroli i opisane Ă*ò dla p < 0,05, Ă**ò dla p < 0,01 oraz Ă***ò  

dla p < 0,005. 
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4. Wyniki  

 Wyniki uzyskanych analiz przedstawiono w postaci wykres·w lub tabel,  

jako Ŝrednia Ñ odchylenie standardowe. IstotnoŜci statystyczne, obliczone testem 

ANOVA z testem post-hoc Dunnettôa oznaczono jako Ă*ò (*ï p < 0,05, ** ï p < 0,01, 

*** ï p < 0,005) w odniesieniu do kontroli. Sekcja wynik·w podzielona zostağa  

na (i) screening, wykonany w celu selekcji stňŨeŒ badanych zwiŃzk·w i czasu 

inkubacji z nimi, (ii) podstawowe wğaŜciwoŜci przeciwnowotworowe (efekt 

cytotoksyczny, zahamowanie proliferacji, wğaŜciwoŜci immunomodulacyjne  

i przeciwzapalne), (iii) zahamowanie migracji kom·rek oraz (iv) wpğyw badanych 

zwiŃzk·w na poziom i aktywnoŜĺ biağek zaangaŨowanych w migracjň, inwazjň  

i opornoŜĺ wielolekowŃ. NajwaŨniejsze uzyskane wyniki zostağy podsumowane  

na koŒcu rozdziağu. 

 

4.1.  Screening 

 Dokonano oceny wpğywu kwas ursolowego (UA), kwasu oleanolowego (OA) 

i kamptotecyny-11 (CPT-11) na ŨywotnoŜĺ kom·rek linii CCD 841 CoTr, HT-29 oraz 

SW 620. Na podstawie uzyskanych wynik·w wybrano okreŜlone stňŨenia kaŨdej  

z badanych substancji. 

 Kwas ursolowy, wraz ze wzrostem stňŨenia, spowodowağ spadek ŨywotnoŜci 

kom·rek prawidğowych i nowotworowych w przypadku wszystkich czas·w inkubacji 

(24, 48 i 72 godz.). W metodzie NR, przy stňŨeniach UA powyŨej 5 Õg/ml dochodziğo 

do znacznego spadku ŨywotnoŜci kom·rek wszystkich linii, natomiast efekt 

cytotoksyczny przy tym stňŨeniu nie przekraczağ 11% dla kom·rek linii CCD 841 

CoTr i SW 620 i 15% wzglňdem kom·rek HT-29. W przypadku 24 godzinnej 

inkubacji uzyskano spadek ŨywotnoŜci kom·rek nowotworowych (do 89 Ñ 3,6%  

(HT-29) i 94,7 Ñ 4,4% (SW 620) wzglňdem kontroli)(Wyk. 1a) przy jednoczesnym 

wzroŜcie proliferacji kom·rek prawidğowych (do 114,2 Ñ 8,3% w odniesieniu  

do kontroli)(Wyk. 1a). Wyniki uzyskane po oznaczeniu metodŃ MTT byğy podobne, 

punkt istotnego spadku ŨywotnoŜci byğ jednak przesuniňty do wyŨszych stňŨeŒ UA 

(powyŨej 25 Õg/ml dla CCD 841 CoTr i 12,5 Õg/ml dla HT-29 i SW 620)(Wyk. 1aô). 

Z tego wzglňdu stňŨenie 5 Õg/ml kwasu ursolowego zostağo wybrane do dalszych 

badaŒ. 
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 Kwas oleanolowy wykazağ o wiele sğabszy efekt cytotoksyczny, niŨ UA. 

Istotny spadek ŨywotnoŜci nastňpowağ dopiero przy najwyŨszych badanych stňŨeniach 

przy czasach inkubacji powyŨej 24 godzin. ZnaczŃcy spadek ŨywotnoŜci nastŃpiğ  

po inkubacji kom·rek ze stňŨeniami OA przekraczajŃcymi 75 Õg/ml, przy czym efekt 

cytotoksyczny wzglňdem kom·rek nowotworowych byğ silniejszy, niŨ wzglňdem 

prawidğowych w metodzie NR (po 24 godz. inkubacji z OA o stňŨeniu 75 Õg/ml 

ŨywotnoŜĺ kom·rek linii CCD 841 CoTr wynosiğa 109,0 Ñ 2,2% wzglňdem kontroli 

(Wyk. 1b), natomiast kom·rek nowotworowych: odpowiednio 92,7 Ñ 4,8% oraz 90,5 

Ñ 4,4% dla HT-29 i SW 620 (Wyk. 2b, 3b)) lub na podobnym poziomie w metodzie 

MTT (odpowiednio 101,7 Ñ 1,6%, 109,9 Ñ 4,3% oraz 108,7 Ñ 1,7% dla kom·rek CCD 

841 CoTr, HT-29 i SW 620 (Wyk. 1bô). 

Do dalszych badaŒ wybrano stňŨenie 100 Õg/ml. 

 

Wyk. 1. Efekt cytotoksyczny UA (a, aô), OA (b, bô) i CPT-11 (c, cô) po 24 h inkubacji wzglňdem 

kom·rek linii CCD 841 CoTr, HT-29 i SW 620 mierzony metodami NR (a, b, c) i MTT (aô, bô, 

cô); * - p < 0,05, ** - p < 0,01, *** - p < 0,005, jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc 

Dunnettôa 
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 Kamptotecyna-11, wraz ze wzrostem stňŨenia i czasu inkubacji, 

spowodowağa istotny spadek ŨywotnoŜci kom·rek wszystkich badanych linii. 

Ponadto, w wiňkszoŜci przypadk·w (wyjŃtkiem sŃ wyniki uzyskane z metody MTT 

przy czasach inkubacji 48 i 72 godz.) CPT-11 okazağa siň bardziej cytotoksyczna 

wzglňdem kom·rek prawidğowych, niŨ nowotworowych (Wyk. 1-3). ZnaczŃcy spadek 

ŨywotnoŜci, zanotowany przy inkubacjach dğuŨszych niŨ 24 godziny nastňpowağ juŨ 

przy stňŨeniu zwiŃzku wynoszŃcym 0,1 Õg/ml. W przypadku inkubacji 24-godzinnej, 

ŨywotnoŜĺ kom·rek linii CCD 841 CoTr przy tym stňŨeniu obniŨyğa siň do 73,7 Ñ 

8,2% wzglňdem kontroli. Z kolei, efekt cytotoksyczny wzglňdem kom·rek 

nowotworowych byğ nieznaczny (ŨywotnoŜĺ na poziomie 94,6 Ñ 4,6% i 95,9 Ñ 4,6% 

w odniesieniu do kontroli, odpowiednio kom·rek linii HT-29 i SW 620)(Wyk. 1).  

W kolejnych badaniach zastosowano stňŨenie CPT-11 wynoszŃce 0,075 Õg/ml. 

 

Wyk. 2. Efekt cytotoksyczny UA (a, aô), OA (b, bô) i CPT-11 (c, cô) po 48 h inkubacji wzglňdem 

kom·rek linii CCD 841 CoTr, HT-29 i SW 620 mierzony metodami NR (a, b, c) i MTT (aô, bô, 

cô); * - p < 0,05, ** - p < 0,01, *** - p < 0,005, jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc 

Dunnettôa 
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Wyk. 3. Efekt cytotoksyczny UA (a, aô), OA (b, bô) i CPT-11 (c, cô) po 72 h inkubacji wzglňdem 

kom·rek linii CCD 841 CoTr, HT-29 i SW 620 mierzony metodami NR (a, b, c) i MTT (aô, bô, 

cô); * - p < 0,05, ** - p < 0,01, *** - p < 0,005, jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc 

Dunnettôa 

 

 InteresujŃcym wynikiem byğ wzrost ŨywotnoŜci kom·rek linii HT-29 przy 

stňŨeniach CPT-11 powyŨej 1 Õg/ml w obu metodach badawczych (przy czasach 

inkubacji powyŨej 24 godz. w przypadku NR i we wszystkich badanych czasach  

w MTT)(Wyk. 1-3). PotencjalnŃ przyczynŃ takiej obserwacji moŨe byĺ aktywacja 

przez kom·rki nowotworowe mechanizm·w opornoŜci lekowej. 

 

4.2.  Podstawowe wğaŜciwoŜci przeciwnowotworowe 

 W dalszych badaniach wykonano analizň og·lnych wğaŜciwoŜci 

przeciwnowotworowych zwiŃzk·w, takich jak: efekt cytotoksyczny, efekt 

zahamowania proliferacji, wğaŜciwoŜci immunomodulacyjne, oddziağywanie  
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na czynniki zaangaŨowane w stan zapalny, jak r·wnieŨ zahamowanie migracji 

kom·rek. Substancje podawane byğy osobno, jak i w poğŃczeniu, wyznaczono zatem 

takŨe charakter ich interakcji. 

 

4.2.1.  Efekt cytotoksyczny 

 

 

Wyk. 4. Efekt cytotoksyczny badanych zwiŃzk·w wzglňdem linii CCD 841 CoTr, HT-29 oraz 

SW 620 oznaczony metodami NR (A) oraz MTT (B); * - p < 0,05, ** - p < 0,01, *** - p < 0,005, 

jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnettôa 

 

 W badaniu metodŃ NR, wszystkie warianty ğŃczonych i pojedynczo 

stosowanych substancji (Tabela 4 Materiağy i Metody) spowodowağy nieznaczny,  

lecz istotny statystycznie spadek ŨywotnoŜci kom·rek linii CCD 841 CoTr. 

Najsilniejsze dziağanie cytotoksyczne wykazağy wszystkie warianty z CPT-11,  

przy czym efekt byğ najwyŨszy w przypadku UA+CPT-11 oraz ALL (spadek  

ŨywotnoŜci do, kolejno, 80,6 Ñ 2,6% oraz 80,7 Ñ 3,5% w odniesieniu  

do kontroli)(Wyk. 4A). Efekt cytotoksyczny wzglňdem kom·rek nowotworowych byğ 
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niŨszy, niŨ w przypadku prawidğowych. NajwyŨszy spadek ŨywotnoŜci kom·rek  

HT-29 zanotowano po inkubacji z OA (do 88,3 Ñ 3,1%), natomiast w przypadku  

SW 620 ï po dziağaniu UA+OA (87,0 Ñ 4,2% kontroli) oraz ALL (91,9 Ñ 4,4% 

kontroli)(Wyk. 4A). Badane warianty ğŃczonych substancji wykazağy interakcje 

synergistyczne ich skğadnik·w (Tabela 5). Podobne wyniki wzglňdem kom·rek 

prawidğowych uzyskano po oznaczeniu ŨywotnoŜci metodŃ MTT ï warianty CPT-11, 

UA+CPT-11, OA+CPT-11 oraz ALL wykazağy nieznaczny efekt cytotoksyczny 

wzglňdem kom·rek linii CCD 841 CoTr (spadek ŨywotnoŜci do, kolejno: 93,2 Ñ 1,5%, 

93,3 Ñ 3,6%, 96,5 Ñ 5,8%, 96,2 Ñ 4,1% w por·wnaniu do kontroli). Warianty UA, OA 

oraz UA+OA spowodowağy nieznaczny (poniŨej 10%) wzrost proliferacji kom·rek 

prawidğowych (Wyk. 4B). Ponadto, wariant OA+CPT-11 wykazağ synergistyczny 

efekt. Kwas oleanolowy poprzez synergizm zmniejszağ cytotoksyczne dziağania 

kamptotecyny-11 na kom·rki prawidğowe (Tabela 5). 

W przypadku kom·rek HT-29 wyniki byğy odwrotne, niŨ uzyskane dla CCD 841 

CoTr. Warianty z CPT-11 nie wywoğağy efektu cytotoksycznego, natomiast warianty 

UA, OA i UA+OA spowodowağy spadek ŨywotnoŜci kom·rek. NajwyŨszy spadek 

ŨywotnoŜci uzyskano dla UA+OA (do 80,2 Ñ 5,6% wzglňdem kontroli)(Wyk. 4B),  

co byğo takŨe efektem interakcji synergistycznej (Tabela 5). ŧaden z badanych 

wariant·w nie wywarğ efektu cytotoksycznego na kom·rki SW 620 (Wyk. 4B). 

 

Tabela 5. OkreŜlenie zaleŨnoŜci miňdzy badanymi substancjami podawanymi w poğŃczeniu ï 

ocena efektu cytotoksycznoŜci; (+) ï synergizm; (0) ï addytywnoŜĺ; (-) ï antagonizm 

 
Efekt 

Metoda NR Metoda MTT 

Wariant 
CCD 841 

CoTr 
HT-29 SW 620 

CCD 841 

CoTr 
HT-29 SW 620 

UA+CPT-11 0 - 0 + + - 

OA+CPT-11 - - + + - - 

UA+OA - - + - + - 

ALL  - - + - - - 

 

4.2.2.  Zahamowanie proliferacji  

 W metodzie MTT, zahamowanie proliferacji kom·rek nowotworowych 

wywoğağy wszystkie badane warianty substancji. JednoczeŜnie, efekt dziağania  

w stosunku do kom·rek prawidğowych byğ znikomy. Najsilniejsze dziağanie 
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antyproliferacyjne wzglňdem kom·rek HT-29 wykazağy warianty OA+CPT-11, 

UA+OA oraz ALL (spadek proliferacji do, kolejno: 59,5 Ñ 1,0%, 54,3 Ñ 0,7%, 54,4 Ñ 

0,9% w stosunku do kontroli)(Wyk. 5A). Te same warianty spowodowağy najwiňkszy 

spadek proliferacji kom·rek linii SW 620 (do, odpowiednio, 34,6 Ñ 1,3%, 31,2 Ñ 0,5%, 

31,4 Ñ 0,9% w odniesieniu do kontroli). Ponadto, istotny efekt wykazağ takŨe wariant 

OA (stopieŒ proliferacji na poziomie 34,5 Ñ 1,0% kontroli)(Wyk. 5A). 

 

 

Wyk. 5. Zahamowanie proliferacji kom·rek linii CCD 841 CoTr, HT-29 oraz SW 620 przez 

badane zwiŃzki oznaczone metodŃ MTT (A) oraz metodŃ opartŃ na zdolnoŜci do klonalnoŜci 

(tworzenia kolonii) (B); * - p < 0,05, ** - p < 0,01, *** - p < 0,005, jednoczynnikowa ANOVA, 

test post-hoc Dunnettôa 

  

Podobne wyniki uzyskano z oznaczenia klonalnoŜci. Istotne dziağanie 

antyproliferacyjne wzglňdem kom·rek nowotworowych wykazağy warianty 

poğŃczonych substancji, przy czym najsilniejszy efekt uzyskano po inkubacji  

z wariantem ALL (zahamowanie proliferacji w 94,2% (HT-29) i 98,7% (SW 620) 

wzglňdem kontroli)(Wyk. 5B). Wszystkie badane warianty spowodowağy silniejszy 

efekt antyproliferacyjny wzglňdem kom·rek nowotworowych niŨ CPT-11 podane 

osobno (z wyjŃtkiem UA+OA wzglňdem SW 620).  
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 Analizň czasu podwojenia generacji przeprowadzono po 24 i 72 godzinach 

inkubacji z badanymi zwiŃzkami. Wyniki uzyskane po 24-godzinnej inkubacji okazağy 

siň bardziej miarodajne i tylko ten wariant doŜwiadczenia zostağ zaprezentowany. 

 

Tabela 6. Wpğyw badanych substancji na czas podwojenia generacji (DT) kom·rek linii CCD 

841 CoTr, HT-29 oraz SW 620 po 24-godzinnej inkubacji; TOX ï warianty badawcze, w 

kt·rych toksycznoŜĺ substancji przewaŨağa nad efektem antyproliferacyjnym (liczba kom·rek 

po inkubacji z substancjami byğa niŨsza, niŨ w czasie t0) 

 CCD 841 CoTr HT-29 SW 620 

Kontrola  
42h 

(100,00%) 

18,5h 

(100,00%) 

25h 

(100,00%) 

UA 
69h 

(162,92%) 

17,5h 

(93,69%) 

39,5h 

(157,48%) 

OA 
37,5h 

(88,60%) 

18h 

(98,07%) 

26,5h 

(105,76%) 

CPT-11 
-61,5h [TOX] 

(-145,72%) 

44,5h 

(240,98%) 

218h 

(865,24%) 

UA+CPT-11 
-56,5h [TOX] 

(-134,21%) 

67h 

(363,96%) 

-259h [TOX] 

(-1027,43%) 

OA+CPT-11 
-71,5h [TOX] 

(-169,15%) 

57,5h 

(311,97%) 

104h 

(412,06%) 

UA+OA  
1069,5h 

(2536,25%) 

27,5h 

(149,54%) 

-83,5h [TOX] 

(-330,83%) 

ALL  
-27,5h [TOX] 

(-65,18%) 

206h 

(1121,56%) 

-39h [TOX] 

(153,76%) 

 

Czas podwojenia generacji kom·rek prawidğowych ulegğ zwiňkszeniu po inkubacji  

z wariantami UA oraz UA+OA, zmniejszeniu zaŜ w wyniku dziağania OA. Wszystkie 

warianty z CPT-11 wykazağy dziağanie cytotoksyczne przewyŨszajŃce efekt 

antyproliferacyjny (liczba kom·rek po inkubacji byğa mniejsza, niŨ w czasie 

t0)(Tabela 6). Wszystkie badane zwiŃzki podawane w poğŃczeniu oraz CPT-11 

podawana pojedynczo spowodowağy wydğuŨenie DT kom·rek linii HT-29. 

Najsilniejszy efekt wywoğağy kwasy ursolowy i/lub oleanolowy w poğŃczeniu  

z CPT-11 (UA+CPT-11, OA+CPT-11, ALL; wydğuŨenie DT z 18,5 godz. do, kolejno: 

67 godz., 57,5 godz. oraz 206 godz. (Tabela 6), a efekt ten byğ wynikiem interakcji 
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synergistycznej (Tabela 7). W przypadku kom·rek linii SW 620, wszystkie warianty 

spowodowağy wydğuŨenie czasu podwojenia generacji. Najsilniejszy efekt uzyskano 

po inkubacji z CPT-11 i OA+CPT-11 (wydğuŨenie DT z 25 godz. w kontroli do, 

odpowiednio, 218 godz. i 104 godz.). Warianty UA+CPT-11, UA+OA oraz ALL 

wykazağy przewagň cytotoksycznoŜci nad zahamowaniem proliferacji (Tabela 6). 

Tabela 7. OkreŜlenie zaleŨnoŜci miňdzy badanymi substancjami podawanymi w poğŃczeniu ï 

ocena efektu zahamowania proliferacji; (+) ï synergizm; (0) ï addytywnoŜĺ; (-) ï antagonizm; 

brak ï ocena efektu byğa niemoŨliwa 

  Efekt 

Metoda Wariant CCD 841 CoTr HT-29 SW 620 

MTT 

UA+CPT-11 - - - 

OA+CPT-11 0 - - 

UA+OA + 0 - 

ALL  + - - 

Ocena klonalnoŜci 

UA+CPT-11 brak 0 - 

OA+CPT-11 brak 0 - 

UA+OA brak 0 0 

ALL  brak - - 

Czas podwojenia 

generacji 

UA+CPT-11 + + + 

OA+CPT-11 0 + - 

UA+OA + + + 

ALL  0 + + 

 

4.2.3.  Immunomodulacja i wğaŜciwoŜci przeciwzapalne 

 Analizň wğaŜciwoŜci immunomodulacyjnych badanych zwiŃzk·w i ich 

oddziağywania na czynniki zwiŃzane ze stanem zapalnym wykonano oznaczajŃc 

metodŃ Griessôa iloŜĺ wydzielanego przez kom·rki tlenku azotu (NO) oraz metodŃ 

ELISA poziomu cytokin (prozapalnych IL-1ɓ i IL-6 i przeciwzapalnej IL-10). 

 

 

Wyk. 6. StňŨenie tlenku azotu (NO) wydzielanego przez kom·rki linii CCD 841 CoTr, HT-29  

i SW 620 poddanych dziağaniu badanych substancji oznaczona metodŃ Griessôa; * - p < 0,05,  

** - p < 0,01, *** - p < 0,005, jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnettôa 
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 Analiza wykazağa wzrost stňŨenia NO wydzielanego przez kom·rki 

prawidğowe i nowotworowe po inkubacji ze wszystkimi wariantami substancji. 

Najsilniejszy efekt wykazağ wariant ALL w stosunku do kom·rek CCD 841 CoTr 

(wzrost do 0,170 Ñ 0,064 ÕM NO w por·wnaniu do kontroli (0,038 Ñ 0,019 ÕM))  

i HT-29 (wzrost z 0,027 Ñ 0,015 ÕM w kontroli do 0,103 Ñ 0,021 ÕM). Ponadto, istotne 

dziağanie wykazağy warianty UA+OA oraz ALL w przypadku kom·rek linii SW 620 

(wzrost do, kolejno, 0,103 Ñ 0,063 ÕM oraz 0,103 Ñ 0,024 ÕM w por·wnaniu do 0,020 

Ñ 0,007 ÕM w kontroli)(Wyk. 6).  

 

Wyk. 7. Poziom cytokin: IL-1ɓ (A), IL-6 (B) i IL -10 (C) wydzielanych przez hodowle pğaskie 

kom·rek linii CCD 841 CoTr, HT-29 oraz SW 620 poddane dziağaniu badanych zwiŃzk·w 

oznaczony metodŃ ELISA; * - p < 0,05, ** - p < 0,01, *** - p < 0,005, jednoczynnikowa ANOVA, 

test post-hoc Dunnettôa 
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W badanych homogennych hodowlach pğaskich, kwasy ursolowy i oleanolowy 

podawane osobno nie wykazağy istotnych zmian w stňŨeniu wydzielanych cytokin 

prozapalnych (IL-1ɓ i IL-6). Z kolei, podanie ich w poğŃczeniu spowodowağo wzrost 

stňŨenia tych interleukin w Ŝrodowisku kom·rek prawidğowych. UA+OA wywoğağ 

prawie dwukrotny wzrost IL-1ɓ (z 7,05 Ñ 0,51 w kontroli do 15,78 Ñ 2,44 pg/ml)  

i prawie 1,5-krotny wzrost IL-6 (z 517,50 Ñ 67,88 do 736,50 Ñ 114,55 pg/ml)(Wyk. 

7A-B). Najsilniejszy efekt prozapalny wzglňdem kom·rek prawidğowych wywoğağy 

jednak warianty CPT-11 i ALL: odpowiednio 3,5-krotny (z 7,05 Ñ 0,51 do 24,60 Ñ 

3,76 pg/ml) i ponad 4-krotny (z 7,05 Ñ 0,51 do 29,35 Ñ 4,36 pg/ml) wzrost IL-1ɓ oraz 

ponad 1,5 krotny wzrost IL-6 (z 517,50 Ñ 67,88 do 823,50 Ñ 94,19 pg/ml (CPT-11)  

i 837,90 Ñ 33,09 pg/ml (ALL))( Wyk. 7A-B). świadczy to o silnym charakterze 

prozapalnym cytostatyku. O ile poğŃczenie obu kwas·w i kamptotecyny-11 (ALL) 

spowodowağo wzrost stňŨenia cytokin prozapalnych w odniesieniu do samego 

cytostatyku, to podanie pojedynczych kwas·w w poğŃczeniu z CPT-11 wywoğağo efekt 

odwrotny: zmniejszenie iloŜci wydzielanych IL-1ɓ (okoğo 3-4 krotnie, z 24,60 Ñ 3,76 

(CPT-11) do 8,89 Ñ 1,15 (UA+CPT-11) i 6,57 Ñ 0,21 pg/ml (OA+CPT-11; efekt 

synergistyczny) i IL-6 (z 823,50 Ñ 94,19 do 722,10 Ñ 96,73 (UA+CPT-11) i 699,90 Ñ 

132,37 pg/ml (OA+CPT-11))(Wyk. 7A-B; Tabela 8).  

W przypadku IL-10, tylko UA i OA+CPT-11 spowodowağy wzrost stňŨenia tej 

interleukiny (z 17,77 Ñ 2,21 w kontroli do, odpowiednio, 22,61 Ñ 0,44 i 19,02 Ñ 1,10 

pg/ml)(Wyk. 7C). 

Badane substancje zadziağağy odmiennie na kom·rki nowotworowe, niŨ  

na prawidğowe. Wzglňdem kom·rek linii HT-29, wszystkie warianty z wyjŃtkiem OA 

i ALL spowodowağy spadek stňŨenia IL-1ɓ oraz wszystkie z wyjŃtkiem UA+CPT-11 

spadek stňŨenia IL-6. W obu przypadkach, najsilniejszy efekt wywarğ UA, powodujŃc 

spadek iloŜci IL-1ɓ z 1,95 Ñ 0,00 w kontroli do 0,72 Ñ 0,02 i IL-6 z 1,90 Ñ 0,28  

do 0,00 Ñ 0,00 (Wyk. 7A-B). Ponadto, wszystkie warianty z wyjŃtkiem UA+OA 

spowodowağy wzrost IL-10. Najsilniejszy efekt odnotowano w przypadku  

OA+CPT-11. Byğ to prawie 2,5-krotny wzrost stňŨenia (z 12,92 Ñ 1,77 w kontroli  

do 30,58 Ñ 5,97 pg/ml)(Wyk. 7C). W przypadku kom·rek SW 620, warianty UA, OA, 

UA+CPT-11, OA+CPT-11 oraz UA+OA obniŨyğy stňŨenie IL-1ɓ (najsilniejszy efekt 

spowodowağy kwasy podawane pojedynczo: z 2,52 Ñ 0,17 do 1,73 Ñ 0,00 (UA) i 1,82 

Ñ 0,26 (OA) oraz ich poğŃczenie (UA+OA): do 1,98 Ñ 0,17 pg/ml). Efekt prozapalny 

w ujňciu IL-1ɓ wywarğy warianty CPT-11 i ALL (wzrost do, odpowiednio, 4,00 Ñ 0,17 
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i 6,30 Ñ 1,58 pg/ml). Podanie CPT-11 w poğŃczeniu z UA lub z OA spowodowağo 

spadek stňŨenia cytokiny zar·wno wzglňdem samego cytostatyku, jak i kontroli  

(do 2,19 Ñ 0,21 (UA+CPT-11) i 2,28 Ñ 0,00 pg/ml (OA+CPT-11))(Wyk. 7A). W obu 

przypadkach odnotowano efekt synergistyczny (Tabela 8). Efekt wzglňdem IL-6 

wydzielanej przez kom·rki SW 620 byğ podobny. Najsilniej hamujŃco na uwalnianie 

tej cytokiny dziağağ UA (z 2,40 Ñ 0,28 do 0,90 Ñ 0,28 pg/ml), OA (do 0,00 Ñ 0,00 

pg/ml) oraz UA+OA (do 0,70 Ñ 0,14 pg/ml). Wzrost stňŨenia IL-6 zaobserwowano 

pod wpğywem UA+CPT-11 (do 3,60 Ñ 0,42 pg/ml) i ALL (do 2,80 Ñ 0,85 pg/ml)(Wyk. 

7B). Nieznaczny wzrost IL-10 wywoğağy UA oraz OA+CPT-11 (do, kolejno, 26,36 Ñ 

4,42 i 24,64 Ñ 0,44 wzglňdem 21,52 Ñ 1,99 pg/ml w kontroli)(Wyk. 7C).  

W homogennych hodowlach pğaskich najsilniejszy efekt przeciwzapalny, wyraŨony 

spadkiem stňŨenia wydzielanych IL-1ɓ i IL-6 oraz zwiňkszeniem stňŨenia IL-10, 

wywarğy warianty UA, OA oraz OA+CPT-11. świadczy to o wğaŜciwoŜciach 

przeciwzapalnych kwas·w ursolowego i oleanolowego, jak r·wnieŨ o dziağaniu 

ochronnym wzglňdem kom·rek prawidğowych. 

 W hodowlach kokultur, praktycznie we wszystkich przypadkach badane 

substancje indukowağy wzrost stňŨenia cytokin prozapalnych. Tylko w przypadku 

sferoid·w kom·rek SW 620 doszğo do istotnego zmniejszenia stňŨenia IL-1ɓ 

(wszystkie warianty) i IL-6 (UA, OA, UA+CPT-11, ALL)(Wyk. 8A-B). Z drugiej 

strony, w wiňkszoŜci przypadk·w obserwowano wzrost stňŨenia IL-10 pod wpğywem 

badanych zwiŃzk·w. Najsilniejsze dziağanie w tym zakresie wykazağy warianty 

UA+CPT-11 i OA+CPT-11 wzglňdem kokultury kom·rek prawidğowych i sferoid·w 

HT-29. W tym przypadku obserwowano odpowiednio 2-krotny (z 6,05 Ñ 1,99 do 12,30 

Ñ 4,64 pg/ml) i 2,5-krotny wzrost stňŨenia IL-10 (do 15,11 Ñ 5,52 pg/ml; efekt 

synergistyczny)(Tabela 8). Z kolei, aktywnoŜĺ CPT-11 i OA+CPT-11 wzglňdem 

kokultury kom·rek prawidğowych i sferoid·w SW 620 wyraŨağa siň odpowiednio, 

prawie 3-krotnym (do 22,45 Ñ 6,63 wzglňdem 7,77 Ñ 1,33 pg/ml w kontroli) i ponad 

2-krotnym wzrostem stňŨenia (do 17,22 Ñ 0,33 pg/ml). Ponadto, wszystkie warianty 

wywoğağy wzrost iloŜci IL-10 wydzielanej przez sferoidy SW 620 oraz wszystkie  

z wyjŃtkiem UA+CPT-11 i UA+OA w przypadku sferoid·w HT-29 (Wyk. 8C). 
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Wyk. 8. Poziom cytokin: IL-1ɓ (A), IL-6 (B) i IL -10 (C) wydzielanych przez hodowle pğaskie 

kom·rek linii CCD 841 CoTr, kokultury kom·rek prawidğowych i sferoid·w utworzonych  

z kom·rek linii HT-29 lub SW 620 oraz same sferoidy kom·rek nowotworowych, poddanych 

dziağaniu badanych zwiŃzk·w oznaczony metodŃ ELISA; * - p < 0,05, ** - p < 0,01,  

*** - p < 0,005, jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnettôa 
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IL-10, niŨ zmniejszenia iloŜci cytokin prozapalnych, IL-1ɓ i IL-6.  
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najsilniej obniŨağ iloŜĺ cytokin prozapalnych i zwiňkszağ przeciwzapalnych, ale teŨ 

chroniğ kom·rki prawidğowe linii CCD 841 CoTr przed aktywnoŜciŃ cytostatyku. 

 

Tabela 8. OkreŜlenie zaleŨnoŜci miňdzy badanymi substancjami podawanymi w poğŃczeniu ï 

ocena wğaŜciwoŜci immunomodulacyjnych i przeciwzapalnych; (+) ï synergizm; (0) ï 

addytywnoŜĺ; (-) ï antagonizm 

  Efekt 

Metoda Wariant  
CCD 841 

CoTr 
HT-29 SW 620   

Metoda Griessôa 

UA+CPT-11 - - -   

OA+CPT-11 - - -   

UA+OA - - 0   

ALL  - 0 -   

IL -1ɓ ï metoda 

ELISA (kultury 

pğaskie) 

UA+CPT-11 - - +   

OA+CPT-11 + + +   

UA+OA + - -   

ALL  0 + +   

IL -6 ï metoda 

ELISA (kultury 

pğaskie) 

UA+CPT-11 0 + +   

OA+CPT-11 - - -   

UA+OA + - -   

ALL  0 - +   

IL -10 ï metoda 

ELISA (kultury 

pğaskie) 

UA+CPT-11 + - +   

OA+CPT-11 + + +   

UA+OA + + +   

ALL  0 0 -   

  

CCD 841 

CoTr  

(hodowla 

pğaska) 

kokultura 

CCD 841 

CoTr  

i HT -29 

Sferoidy 

HT-29 

kokultura 

CCD 841 

CoTr  

i SW 620 

Sferoidy 

SW 620 

IL -1ɓ ï metoda 

ELISA (kokultury)  

UA+CPT-11 - - + - 0 

OA+CPT-11 - - - 0 - 

UA+OA - 0 + + - 

ALL  - - + - - 

IL -6 ï metoda 

ELISA (kokultury)  

UA+CPT-11 - - + - + 

OA+CPT-11 - - - - + 

UA+OA - 0 + - + 

ALL  - - - - - 

IL -10 ï metoda 

ELISA  (kokultury)  

UA+CPT-11 + + + + - 

OA+CPT-11 + + 0 - - 

UA+OA + + + - - 

ALL  - 0 - - - 
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4.3. Zahamowanie migracji 

 AktywnoŜĺ UA, OA i CPT-11 podawanych pojedynczo i w poğŃczeniu, 

hamujŃca migracjň kom·rek, zostağa zbadana metodŃ rysy oraz metodŃ przechodzenia 

przez porowatŃ membranň (Transwell) o Ŝrednicy por·w 8 Õm i 0,4 Õm. Efekt 

dziağania zostağ przedstawiony w przeliczeniu na kontrolň, ustalonŃ jako 0%. WartoŜci 

poniŨej 0 ŜwiadczŃ o spadku migracji, z kolei powyŨej 0 o pobudzeniu tego procesu. 

 

 

Zdj. 1. Przedstawienie wpğywu badanych substancji na migracjň kom·rek linii CCD 841 CoTr 

(A), HT-29 (B) oraz SW 620 (C) oznaczony metodŃ rysy; zaznaczone linie odpowiadajŃ 

odlegğoŜci miňdzy czoğami kom·rek w wariancie kontrolnym; zaznaczony pasek pomiaru 

wyznacza 200 Õm 

 

 Migracja kom·rek prawidğowych badana metodŃ rysy zostağa zahamowana 

przez wszystkie warianty z kamptotecynŃ-11 (CPT-11, UA+CPT-11, OA+CPT-11, 

ALL), zaŜ warianty UA, OA oraz UA+OA nie wykazağy Ũadnego efektu lub wrňcz 

promowağy migracjň kom·rek linii CCD 841 CoTr (Zdj. 1, Wyk. 9A). Z kolei, 

migracja kom·rek nowotworowych zostağa zahamowana przez wszystkie badane 

warianty, przy czym efekt byğ silniejszy wzglňdem kom·rek o wiňkszym potencjale 

migracyjnym, czyli linii SW 620. Najsilniejszy efekt wykazağ wariant UA+OA  

 


























































































































































