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OCENA WPLYWU DYSFUNKCJI ENDOMETRIUM
NA ZABURZENIE PROCESU IMPLANTACJI
U KOBIET Z NIEPLODNOSCIA I ENDOMETRIOZA

ASSESSMENT OF IMPACT OF ENDOMETRIAL DYSFUNCTION
ON DISTURBANCE OF IMPLANTATION PROCESS
IN WOMEN WITH INFERTILITY AND ENDOMETRIOSIS

Magdalena ADAMCZYK, Marcin RAJEWSKI, Matgorzata KEDZIA,
Ewa WENDER-OZEGOWSKA

Klinika Rozrodczosci, Katedra Ginekologii, Potoznictwa i Onkologii
Ginekologicznej, Uniwersytet Medyczny w Poznaniu

Streszczenie: Endometrioza to ztozony zespol kliniczny, ktory powoduje bol i nieptodnos¢. Pato-
mechanizm trudnosci z zajsciem w ciaz¢ u nieptodnych kobiet z endometrioza w wielu przypadkach
pozostaje niejasny.

Implantacja blastocysty jest mozliwa w srodkowej fazie lutealnej, w krotkim okresie czasu zwan-
ym oknem implantacyjnym. Wadliwa implantacja jest gldwnym czynnikiem ograniczajacym rozrod
u cztowieka.

Wiele badan wykazato, ze sukces implantacji zalezy od funkcjonalnosci blastocysty, receptywnosci
endometrium i zsynchronizowanej komunikacji miedzy tkankami embrionalnymi i matczynymi.

W procesie implantacji zaangazowane sg okreslone czynniki wzrostu, cytokiny, mediatory lipidowe,
czasteczki adhezyjne, biatka macierzy zewnatrzkomorkowej i czynniki transkrypcyjne. Jednymi z na-
jlepiej scharakteryzowanych biomarkeréw receptywnosci endometrium sa integryny, nalezace do
biatek adhezyjnych. Produkty bialkowe genow HOXA sa jednymi z najwazniejszych czynnikdéw tran-
skrypcyjnych, ktore reguluja szereg molekularnych i morfologicznych zmian endometrium w czasie
okna implantacyjnego.

Odmienno$¢ w budowie i funkcji endometrium u kobiet z endometrioza moze przyczynia¢ si¢ u nich
do obnizenia potencjatu rozrodczego.

Badania wykazaly, ze prawidlowa funkcja eutopowego endometrium u pacjentek z endometrioza jest
uposledzona na skutek zaburzonej dystrybucji receptoréw steroidowych w tkance eutopowej oraz na
lokalnej dominacji estrogenu i opornosci na progesteron. Wskazano wiele biatek, ktorych ekspresja
w eutopowym endometrium u kobiet z endometriozg istotnie rozni si¢ w stosunku do pacjentek bez
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endometriozy. Sg to substancje petnigce funkcje w proliferacji komorkowej, receptywnos$ci endome-
trium, przemianie doczesnowej, angiogenezie, szlakach sygnatowych i in.

Wykazano zaburzenia mechanizméw epigenetycznych w endometrium pacjentek z endometrioza
warunkujacych wadliwa ekspresj¢ genéw odpowiedzialnych za uzyskanie odpowiedniej receptywn-
osci endometrium w tej grupie kobiet.

Istnieje potrzeba dalszych badan nad epigenetycznym podtozem wadliwej receptywnosci endometri-
um u pacjentek z endometrioza celem zaproponowania celowanych metod terapeutycznych nieptod-
nosci u kobiet z tym schorzeniem.

Stowa kluczowe: receptywnos$¢ endometrium, endometrioza, epigenetyka, eutopowe endometrium,
implantacja, nieptodnos¢

Summary: Endometriosis is a compound clinical syndrome resulting in pain and infertility. The patho-
mechanism of infertility in women with endometriosis remains unclear.

Blastocyst implantation is possible in the middle luteal phase over a short period of time known as the
implantation window. Faulty implantation is the main limiting factor in human reproduction.

Many studies have shown that implantation success depends on blastocyst functionality, endometrial
receptivity and synchronized communication between embryonic and maternal tissue.

Specific growth factors, cytokines, lipid mediators, adhesive molecules, extracellular matrix proteins,
and transcription factors are involved in the implantation process. Integrins belonging to the adhesive
proteins are one of the best-characterized biomarkers of endometrial receptivity. The protein products
of the HOXA genes are one of the most important transcription factors responsible for morphological
and molecular changes in the endometrium during the implantation window.

The differences in the structure and function of the endometrium in women with endometriosis may
contribute to a reduction in their reproductive potential.

Studies have shown that the normal function of the eutopic endometrium in women with endometriosis
is impaired due to abnormal distribution of steroid receptors in the eutopic tissue and local estrogen
dominance and progesterone resistance. Many proteins have been indicated, the expression of which
in eutopic endometrium in women with endometriosis is significantly different compared to patients
without endometriosis. These are substances that play a role in cell proliferation, endometrial receptiv-
ity, decidual changes, angiogenesis, signaling pathways, etc.

It has been shown that the epigenetic mechanisms in the endometrium of women with endometriosis
are disturbed, which condition the defective expression of genes responsible for obtaining appropriate
endometrial receptivity.

There is a need for further research on the epigenetic background of the endometrial receptivity in
women with endometriosis in order to propose targeted therapeutic methods of infertility in women
with this disease.

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

WPROWADZENIE

Endometrioza nazywano wczesniej wystgpowanie tkanki podobnej do endo-
metrium poza jamg macicy. W nowym ujeciu endometrioza to ztozony zespot
kliniczny, charakteryzujacy si¢ estrogenozaleznym, przewleklym procesem za-
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palnym, ktory atakuje gtownie tkanki miednicy [6]. Klasyfikacja morfologiczna
schorzenia obejmuje: powierzchowna endometrioze otrzewnowa (ang. superficial
peritoneal endometriosis, SUP), torbiele endometrialne jajnikow (ang. ovarian
endometriom, OMA) i endometrioz¢ gleboko naciekajacg (ang. deeply infiltrating
endometriosis, DIE).

Endometrioza powoduje nieptodno$¢ i jest najczestszg przyczyng przewle-
ktego bolu miednicy u kobiet w wieku reprodukcyjnym. Czesto$¢ wystepowania
endometriozy oszacowano na 0,8%-6,0% [1, 36]. U grupie nieplodnych kobiet
odsetek ten wzrasta do 20-50% [16]. Standardem w rozpoznawaniu endometriozy
wedlug ACOG (American College of Obstetricians and Gynecologists) jest stwier-
dzenie zmian patologicznych, typowych dla endometriozy, podczas laparoskopii.

Etiopatogeneza endometriozy pozostaje niejasna. Hipoteza wstecznego mie-
sigczkowania, zaproponowana przez Sampsona, pozwala upatrywa¢ w endome-
trium eutopowym kluczowej tkanki w badaniach nad patofizjologia endometriozy
[44]. Uwaza sie, ze odmienno$¢ w budowie i funkcji w endometrium kobiet z en-
dometriozg predysponuje do zaburzenia jego receptywnosci. Wykazano korelacjg
niepowodzen implantacji z wspotwystepowaniem endometriozy [12 ,42].

Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO), de-
finiuje nieptodnos$¢ jako niemozno$¢ uzyskania cigzy przez okres 12. miesiecy,
mimo regularnych stosunkoéw plciowych (2-4 razy w tygodniu), bez stosowania
metod antykoncepcyjnych. Problem niemoznos$ci zajscia w cigze dotyczy 8-12%
par w wieku rozrodczym [35].

Niezalezna nieptodnos¢ zenska i nieptodnos¢ meska odpowiadaja odpowied-
nio za 30% 120-30% wszystkich przyczyn niemozno$ci zaj$cia w cigze [32].
U okoto 15% par nie udaje si¢ wskaza¢ powodu nieptodnosci [41].

Cigza jest skomplikowanym procesem, ktory obejmuje nast¢pujace po sobie
etapy: implantacj¢, przemiane doczesnowa, placentacje i porod [11].

Uwaza si¢, ze u cztowieka nawet 75% utraconych, niepotwierdzonych kli-
nicznie cigz, zwigzana jest z wadliwa implantacjg zarodka [40, 52]. Nieudana
implantacja jest gléwnym czynnikiem ograniczajacym efekty rozrodu wspoma-
ganego [12].

Sukces implantacji zalezy od funkcjonalnosci blastocysty, receptywnosci en-
dometrium i zsynchronizowanej komunikacji migdzy tkankami embrionalnymi
i matczynymi [47].

Implantacja zarodka stanowi kluczowy moment procesu reprodukcji i jest
unikalnym zjawiskiem biologicznym. Sktada si¢ ztrzech etapéw: apozycji,
adhezji ipenetracji. Apozycja jest etapem niestabilnego wigzania blastocysty
do powierzchni endometrium. Adhezja to proces trwatego kontaktu trofoblastu
z nablonkiem gruczotowym macicy [46]. Penetracja, bedaca ostatnim etapem
implantacji, polega na inwazji zarodka w glab zrebu przez $wiatto gruczotow
endometrium.
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Macica sktada si¢ ztrzech glownych przedzialéw tkankowych: nablonka,
podscieliska i migsniowki. Indywidualny badz zbiorowy udziat poszczegolnych
typow komoérek w uzyskaniu optymalnej receptywnosci endometrium jest jeszcze
stabo poznany. Wydaje si¢, ze wigzacy blastocyste nabtonek, petni role gldwne-
go mediatora receptywnos$ci macicy i przekazuje informacj¢ dalej do pozostatych
jej przedziatdéw. Jednoczes$nie wykazano, ze elementy podscieliska kierujg funk-
cjami nabtonka [10]. Dwukierunkowa komunikacja miedzy komorkami nabtonka
i zrebu, angazujaca ewolucyjnie konserwatywne szlaki patofizjologiczne, jest ko-
nieczna dla prawidlowego przebiegu procesu implantacji zarodka.

Endometrium to dynamiczna tkanka wrazliwa na stymulacj¢ hormonalna.
Okoto 14 dnia cyklu gwaltowne zwigkszenie poziomu FSH i LH indukuje owu-
lacje. Peknigty pecherzyk jajnikowy przeksztatca sie w ciatko zotte i rozpoczyna
produkcje progesteronu. We wczesnej fazie wydzielniczej nastgpuja dalsze prze-
miany endometrium. Gruczoty podlegaja przemianie sekrecyjnej, komorki pod-
scieliska roznicuja si¢ przed przemiang doczesnowa, a miejscowy obrzek btony
sluzowej przygotowuje endometrium do implantacji zarodka.

Wzrastajgcy poziom estrogenu zbiega si¢ ze wzmozong sekrecjg progesteronu
w $rodkowej fazie lutealnej (20-24 dzien cyklu). W tym bardzo krotkim okresie
czasu, zwanym oknem implantacyjnym tj. 7-9 dni po owulacji jest mozliwa im-
plantacja blastocysty [48].

Sukces implantacji zalezy od receptywno$ci endometrium, funkcjonalno-
$ci blastocysty i zsynchronizowanej komunikacji migdzy tkankami matczynymi
i embrionalnymi [47]. Implantacja zarodka stanowi kluczowy moment procesu
reprodukcji i jest unikalnym zjawiskiem biologicznym. Sktada si¢ z trzech eta-
pow: apozycji, adhezji i penetracji. Apozycja jest etapem niestabilnego wigzania
blastocysty do powierzchni endometrium. Adhezja to proces trwatego kontaktu
trofoblastu z nabtonkiem gruczotowym macicy. Etapom tym towarzyszy wzrost
przepuszczalnos$ci naczyn podscieliska, zwlaszcza w miejscu wigzania blastocy-
sty [46]. Penetracja, bedaca ostatnim etapem implantacji, polega na inwazji za-
rodka w glab zrgbu przez §wiatto gruczoldw endometrium. Inwazja blastocysty
w krazenie matczyne jest konieczna dla rozwoju cigzy. Zapewnia rosngcemu za-
rodkowi sktadniki odzywcze, tlen i mozliwos$¢ gospodarowania odpadami komor-
kowymi. Etap ten jest kontrolowany gtownie przez trofoblast, jednak mozliwosci
ograniczenia zasiegu inwazji posiada réwniez doczesna [47].

W macicy ekspresji podlegaja wszystkie rodzaje receptoréw dla wymienio-
nych wyzej hormonow: receptory progesteronowe PR-A i PR-B oraz estrogeno-
we ERa i ERB. W badaniach na modelach mysich wykazano, ze kluczowe zna-
czenie dla receptywnosci endometrium i prawidtowej implantacji maja receptory
PR-A oraz ERa [33, 34]. Uwaza si¢, ze receptory estrogenowe ERa i ERP dziataja
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jako czynniki transkrypcyjne i reguluja wzrost endometrium. Dodatkowo w ostat-
nich badaniach zidentyfikowano inne czynniki transkrypcyjne, zaangazowane
w uzyskanie odpowiedniej receptywnosci i implantacje, ktorych ekspresja nie jest
modulowana przez estrogeny i progesteron [10].

Badania ekspresji genéw w ludzkim endometrium i badania na genetycznie
zmodyfikowanych modelach myszy dostarczyly cennych informacji na temat
udzialu w procesie implantacji okreslonych czynnikow wzrostu, cytokin, me-
diatorow lipidowych, czasteczek adhezyjnych i czynnikéw transkrypcyjnych.
W ostatnim czasie dokonano przegladu wybranych czasteczek adhezji komorko-
wej, czynnikow wzrostu, biatek macierzy zewnatrzkomorkowej i zaproponowano
kilka biomarkeréw oceny receptywnosci endometrium [14].

Wykazano, ze integryny sa najlepiej scharakteryzowanymi markerami recep-
tywnego endometrium. Biatka te nalezg do czasteczek adhezyjnych. Trzy z nich
ulegaja koekspresji w §rodkowej fazie sekrecyjnej [29]. Integryna aV[3 jest
obecna na wierzchotkowym biegunie nablonka endometrium w czasie okna im-
plantacyjnego. Jej ekspresja jest regulowana przez naskorkowy czynnik wzrostu
(EGF) oraz przez gen homeobox HOXA10.

Jednymi z dobrze poznanych czynnikow transkrypcyjnych bioracych udziat
w procesie implantacji zarodka sa produkty biatkowe gendw z podklasy ho-
meobox. Ekspresja genow HOXA jest niezbedna do proliferacji, r6znicowania
iuzyskania optymalnej receptywnosci endometrium [50]. Transkrypty genow
HOXA10 i HOXAI1!1 stwierdza si¢ w komoérkach nabtonkowych i komorkach
podscieliska endometrium. Zwigkszona ekspresja tych genow w srodkowej i poz-
nej fazie sekrecyjnej koreluje z wysokim poziomem estradiolu i progesteronu
w czasie okna implantacyjnego. Estradiol i progesteron zwiekszaja ekspresje ge-
néw HOXA w endometrium, wskutek wigzania si¢ z pokrewnymi receptorami ich
regionow regulatorowych. Produkty biatkowe genow HOXA reguluja szereg mo-
lekularnych i morfologicznych zmian endometrium, w tym ekspresj¢ integryny
a'VP3 i biatka wigzacego insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (IGFBP-1) [15]. Nie
opisano mutacji genow HOXA10 i HOXAT11 u ludzi, prawdopodobnie ze wzgle-
du na powszechng funkcje tych genow w rozwoju i reprodukc;ji.

Badacze zajmujacy si¢ implantacjg poszukuja od dawna kluczowej czgstecz-
ki — receptora dla zarodka, ktora posredniczy w przylaczeniu blastocysty do en-
dometrium [9]. Wykazano, ze niektore molekuty adhezyjne takie jak integryny,
selektyny, ligandy dla L-selektyny sg zaangazowane w wigzanie blastocysty do
nabtonka endometrium i pdzniejsza placentacje u ludzi [20, 31]. Ostatnie dowody
wskazuja, ze krytyczne znaczenie dla wczesnej interakcji zarodek a endometrium
ma L-selektyna. Nieplodno$¢ lub utrata cigzy moze by¢ wynikiem braku pokrew-
nego ligandu dla tej czasteczki.

Uwaza sig, ze proces implantacji posiada cechy charakterystyczne dla reakcji
prozapalnej. W jego wczesnym stadium dochodzi do wzrostu przepuszczalnosci
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naczyn w miejscu przytaczenia blastocysty. W przemianach tych posrednicza pro-
staglandyny wytwarzane przez cyklooksygenaze. Czynnik hamujacy biataczke
(ang. leukaemia inhibitory factor, LIF) jest wielofunkcyjna cytokina, wptywajaca
na roznicowanie i proliferacj¢ wielu typow komorek. Wykazano, ze jest koniecz-
ny do uzyskania odpowiedniej receptywnosci endometrium, a jego brak u myszy
odpowiada za wadliwg implantacj¢. LIF jest gldbwnym mediatorem czynnos$ci es-
trogenu na poziomie endometrium. Poprzez wigzanie z koreceptorem przekazuje
sygnat w kierunku podscieliska i aktywuje transkrypcj¢ innych gendéw. Wykaza-
no, ze ekspresja LIF w czasie okna implantacyjnego u ptodnych kobiet jest wyz-
sza niz w grupie pacjentek z nieptodnosciag [28, 37]. Prawidlowa receptywno$¢
endometrium, bgdagca wynikiem prawidlowego wspotdziatania sieci szlakow sy-
gnalizacyjnych jest koniecznym elementem skutecznej implantacji.

NIEPLODNOSC I ENDOMETRIOZA

Patomechanizm trudno$ci z zajsSciem w ciaze u nieptodnych kobiet z endo-
metrioza w wielu przypadkach pozostaje niejasny. Prawdopodobnie stanowi sumg
nieprawidlowosci roznych etapow procesu zaptodnienia: od zaburzen owulacji,
niskiej jakosci oocytow, nieefektywnego transportu jajowodowego do wadliwego
przebiegu implantacji. Ostatnie badania potwierdzity istotne zaburzenia recep-
tywnos$ci endometrium u pacjentek z endometrioza [17].

RECEPTYWNOSC ENDOMETRIUM
U KOBIET Z ENDOMETRIOZA

Badania oparte na analizie wynikéw nowoczesnych metod molekularnych,
wskazaty wiele biatek, ktorych ekspresja w eutopowym endometrium u kobiet z en-
dometriozg istotnie r6zni si¢ w stosunku do pacjentek bez endometriozy. Sg to sub-
stancje petnigce funkcje w proliferacji komorkowej, receptywnosci endometrium,
przemianie doczesnowej, angiogenezie, szlakach sygnatowych i in. [22, 31].

Prawidlowa funkcja eutopowego endometrium u pacjentek z endometrioza
jest uposledzona, na skutek lokalnej dominacji estrogenu i oporno$ci na progeste-
ron [23]. Doktadna przyczyna tej opornosci nie jest do konca znana. Wysoka eks-
presja ERP 1 nizsze stezenie ERa moga by¢ odpowiedzialne za supresje recepto-
row progesteronowych [4]. Zmniejszona ekspresja receptoréw progesteronowych
(PR) w endometrium oraz nieprawidlowy stosunek ilosci receptora progestero-
nowego A 1B (PR-A: PR-B) moga odpowiada¢ za oporno$¢ na progesteron [5,
27]. Sytuacja ta sprzyja zwigkszonej bioaktywnosci estrogendow w endometrium
wskutek braku zaleznej od progesteronu ekspresji enzymu konwertujacego estra-
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diol do stabszych biologicznie estrogenow (dehydrogenazy 17B-hydroksystero-
idowej typu 2; HSD17B2) [31]. Badania potwierdzaja, ze nieosiagniecie optymal-
nego, stymulowanego estrogenem, endometrium w fazie proliferacyjnej, moze
potencjalnie prowadzi¢ do nieprawidtowej dystrybucji receptorow steroidowych
i przyczynia¢ si¢ do opornosci na progesteron w endometriozie.

W endometrium pacjentek z endometriozg wykazano zwigkszong aktywnos¢
aromatazy P450, ktéra metabolizuje androgeny do estrogenéw [39]. W prawi-
dtowej blonie $luzowej macicy progesteron dziala jak czynnik przeciwzapalny.
Opornos$¢ na progesteron u pacjentek z endometrioza prowadzi do indukeji pa-
tologicznej reakcji zapalnej, produkcji prostaglandyny E2, jadrowego czynnika
transkrypcyjnego NF-kB regulujacego odpowiedz immunologiczng, cyklooksy-
genazy 2 (COX-2), IL-8 i IL-17. Wykazano, ze wymienione czynniki immunolo-
giczne wtornie aktywuja ekspresje aromatazy P450 [3].

W endometrium kobiet z endometriozag wykazano obecnos¢ przeciwciat IgG
iIgA, limfocytow oraz autoprzeciwciat do antygenow komorek btony sluzowej
macicy. Obecno$¢ tych immunologicznych molekul w endometrium eutopowym
moze zaburza¢ wlasciwag receptywnos$¢ endometrium i implantacje zarodka [26].
W surowicy pacjentek z endometriozg wykryto obecno$¢ przeciwciat skierowa-
nych przeciwko antygenom endometrium, co moze dodatkowo przyczyni¢ si¢ do
niepowodzen implantacji [45].

U kobiet z endometriozg stwierdzono zaburzenie ekspresji wielu markerow im-
plantacyjnych w endometrium eutopowym, ktore moze przyczyniac si¢ u nich do ob-
nizenia potencjatlu rozrodczego. Wykazano, ze kobiety z endometrioza osiggaja istot-
nie nizsze wskazniki implantacji w wyniku zmniejszonej ekspresji jednego lub obu
gendw HOXA podczas fazy sekrecyjnej [49, 51]. W prospektywnym, podwojnie $le-
pym badaniu wykazano, ze pacjentki z endometrioza [ i Il st. prezentuja zmniejszona
ekspresje komorkowej molekuty adhezyjnej integryny avp3 w czasie okna implan-
tacyjnego [30]. Udowodniono niska ekspresje czynnika hamujacego biataczke (ang.
leukemia inhibitory factor, LIF), interleukiny 11 (IL-11), receptora dla interleukiny 11
(IL-11R) oraz obnizony poziom enzymu zaangazowanego w syntez¢ endometrialne-
go ligandu dla L-selektyny w eutopowym endometrium w grupie nieptodnych kobiet
z endometrioza w poréwnaniu do ptodnej grupy kontrolnej [7, 8 ,13 ,18 ,21].

CZYNNIKI EPIGENETYCZNE W ENDOMETRIUM
KOBIET Z ENDOMETRIOZA

Przyczyna réznic miedzy endometrium kobiet zdrowych a chorujacych na en-
dometrioz¢ jest odmienna ekspresja genoéw, regulacja potranskrypcyjna i poziom
produktow translacji. Odkrycie to sktonito naukowcow do badan epigenomicz-
nych w endometriozie.



192 M. ADAMCZYK I WSP.

Metylacja DNA stanowi jedna z najwazniejszych modyfikacji epigenetycz-
nych w biologii endometrium. Liczne badania wykazaly bezposrednia korelacje
stopnia metylacji DNA z ekspresja gendw zwigzanych z implantacja [19, 24].
Ekspresja genéw zwigzanych z plodnoscia u kobiet z endometriozg jest zmienio-
na przez zmiang¢ wzoru metylacji ich regionéw promotorowych [53].

Wyniki ostatnich badan wskazuja na istotny udziat wzoru histonowego w mo-
dulowaniu ekspresji genéw w tkance eutopowego endometrium u pacjentek z en-
dometriozg. Nieprawidlowe wzorce modyfikacji histonowych odgrywaja prawdo-
podobna role w etiopatogenezie choroby i zwigzanej z nig nieptodnosci [38, 43].

U pacjentek z endometriozg zidentyfikowano state wzorce ekspresji miRNA
w porownaniu do pacjentek bez endometriozy [25].

Obecnie wydaje si¢, ze wyjasnienie roli mechanizmoéw epigenetycznych, roli
komoérek macierzystych endometrium oraz wzajemnej ich interakeji jest kluczem
do wyjasnienia patofizjologii endometriozy i zwigzanej z nig nieptodnosci.

PODSUMOWANIE

Endometrioza wsérod innych tagodnych zaburzen ginekologicznych takich jak
wodniaki jajowodow, mig¢sniaki macicy czy PCOS jest chorobg, w ktorej zmniej-
szony potencjal rozrodczy jest wynikiem nieodpowiedniej receptywnos$ci endo-
metrium [14]. Potwierdzaja to obserwacje efektywnosci metod zaptodnienia po-
zaustrojowego (IVF). Aktualne techniki wspomaganego rozrodu (ang. assisted
reproductive technology, ART) umozliwiaja selekcje wysokiej jakosci zarodkow.
Mimo tych mozliwosci, wskazniki implantacji sg nadal stosunkowo niskie i nie
wzrosty istotnie w ostatniej dekadzie [2]. Receptywno$¢ endometrium jest zatem
kluczowa dla udanej implantacji, a jej zaburzenia ograniczaja sukces ART.

Odmienno$¢ w budowie i funkcji endometrium u kobiet z endometrioza moze
przyczynia¢ si¢ u nich do obnizenia potencjatu rozrodczego.

U kobiet z endometrioza stwierdzono zaburzenie ekspresji wielu markerow
implantacyjnych w endometrium eutopowym co predysponuje do zaburzenia jego
receptywnosci.

Zaburzone mechanizmy epigenetyczne w endometrium u pacjentek z endo-
metriozg moga by¢ przyczyna nieptodnosci w tej grupie kobiet.

Istnieje potrzeba dalszych badan nad epigenetycznym podtozem wadliwej
receptywnosci endometrium u pacjentek z endometrioza celem zaproponowania
celowanych metod terapeutycznych nieptodnosci u kobiet z tym schorzeniem.
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ROZNE OBLICZA UBIKWITYNACJI

THE MANY FACES OF UBIQUITINATION
Natalia LAZAREWICZ'?, Ewa BLASZCZAK!

1Zaktad Genetyki i Fizjologii Komorki, Wydziat Nauk Biologicznych,
Uniwersytet Wroctawski
2Univ Rennes, CNRS, IGDR (Institute of Genetics and Development of Rennes),
Rennes, Francja

Streszczenie: Ubikwitynacja jest post-translacyjng modyfikacja biatek, ktora odgrywa istotng rolg
w regulacji licznych proceséw komorkowych. Zaburzenia w tym mechanizmie kontrolnym sa
zwigzane z wieloma chorobami, w tym nowotworowymi, neurodegeneracyjnymi, metabolicznymi,
atrofiami mig$niowymi, czy infekcjami wirusowymi. W procesie tym jedno z kluczowych biatek
regulatorowych — ubikwityna (Ub) pelni role markera znakujacego biatka o nieprawidtowej struk-
turze lub nieprawidlowo funkcjonujace, ukierunkowujac je na proces degradacji w proteasomie.
Co wiecej, przytaczenie ubikwityny do substratow biatkowych umozliwia takze petnienie innych
waznych funkcji w komorce. Dzi§ wiadomo, ze ubikwitynacja okreslonego biatka moze wptywac na
jego lokalizacj¢ w strukturach wewnatrzkomoérkowych oraz na oddziatywania tego biatka z innymi
biatkami lub regulacj¢ jego aktywnosci. W celu kontroli aktywnos$ci danego biatka, jego interakc-
ji z innymi biatkami, lokalizacji, czy degradacji ubikwityna koduje ztoZzone sygnaty molekularne.
Pomaga jej w tym rozbudowana sie¢ strukturalnie powigzanych ze soba enzymoéw aktywujacych
ubikwityne (E1), koniugujacych ubikwityne (E2) oraz ligaz ubikwityny (E3). Enzymy te maja zdol-
nos$¢ do regulacji aktywnosci i funkcji innych biatek poprzez wzajemne oddzialywania. Badania nad
procesem ubikwitynacji sg istotne, nie tylko w celu lepszego zrozumienia mechanizméw moleku-
larnych i komérkowych, ale z punktu widzenia powstawania nowych lekéw celowanych w poszcze-
golne komponenty systemu ubikwityna-proteasom. Niniejszy artykul przedstawia aktualny stan
wiedzy na temat procesu ubikwitynacji, ze szczegdlnym uwzglednieniem réznorodnych funkcji,
jakie proces ten moze petni¢ w komorce.

Stowa kluczowe. ubikwitynacja, system ubikwityna-proteasom, monoubikwitynacja, poliubikwi-
tynacja, tancuchy ubikwityny

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

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

WPROWADZENIE

Ubikwitynacja jest post-translacyjna modyfikacja biatek, ktéra odgrywa istot-
na role w regulacji licznych proceséw komorkowych. Naleza do nich proteolitycz-
ne systemy kontroli jako$ci bialek przez ich degradacj¢ (degradacja proteasomal-
na) [1], ale takze nieproteolityczne procesy, takie jak: replikacja i naprawa DNA
[2-4], kontrola cyklu komoérkowego [5], podziat komorki, transdukcja sygnatow
komorkowych [6], transkrypcja [7], czy translokacja bialek btonowych do kom-
partmentow endosomalnych [8]. Nieprawidlowos$ci w procesie ubikwitynacji (na
cho¢by jednym z jego etapow) moga powodowac zaburzenia homeostazy w ko-
morce is3a zwigzane z patogeneza wielu chorob u cztowieka (Tab. 1), migdzy
innymi choréb nowotworowych, neurodegeneracyjnych, metabolicznych oraz
choréb o podtozu genetycznym (np. atrofie mig$niowe), czy immunologicznym,
a takze niektorych infekcji wirusowych [9, 10]. Dla przyktadu, mutacje w dome-
nie RING, charakterystycznej dla czesci ligaz ubikwityny lub inne zmiany aktyw-
nosci ligaz z domeng RING zostaty skorelowane z ludzkimi nowotworami lub za-
burzeniami stabilno$ci genomu. Jednym z genéw, ktorego mutacje odpowiadaja
za dziedzicznego raka piersi i jajnika jest BRCAI [11]. Z kolei, mutacja w genie
FA prowadzi do zaburzonej monoubikwitynacji substratu FANCD2 (biatko mo-
gace tworzy¢ heterodimer z biatkiem FANCI), co skutkuje niedokrwistoscig Fan-
coniego (ang. Fanconi anemia) [12]. Kolejnym przyktadem sa mutacje w genie
kodujacym biatko Parkin, sktadnik kompleksu wielobiatkowej ligazy ubikwityny,
ktore powodujg autosomalny recesywny parkinsonizm mtodzienczy (ang. autoso-
mal recessive juvenile parkinsonism, AR-JP) [13].



TABELA 1. Przyktady chorob zwiazanych z zaburzeniami w procesie ubikwitynacji biatek

TABLE 1. The examples of diseases associated with aberrations in protein ubiquitination

Choroby/ Wybrane Przykladowy defekt Jedne Glowne objawy Zrédlo
Zespoly enzymy szlaku | w procesie ubikwitynacji | z glownych efek- choroby
chorobowe ubikwitynacji téw zaburzenia
Genetyczne
Choroba E3: LUBAC | Mutacja i obnizenie stabilno- | Zaburzenia szlaku | Niewydolno$¢ watroby, [69]
Andersen/ $ci ligazy NF —«B hipotonia mig$nio-
Amylopektynoza wa, hepatomegalia
i splenomegalia
Niedokrwisto$¢ E2: UBE2T | Utrata funkcji biatka UBE2T. Niestabilno$¢ Niedokrwisto$é [70]
Fanconiego E3: FANCL | Zaburzona monoubikwityna- genomowa aplastyczna, predys-
cja substratu FANCD2 i nadwrazliwo$¢é pozycje do rozwoju
komorkowa NoOwWotworow
Zespot Angelmana| E3: UBE3A Mutacje domeny AZUL Zaburzenia Niepelnosprawnosé [71]
biatka UBE3A sygnalizacji intelektualna,
Wnt/B-kateniny ataksja, padaczka
Zespot Riddle E3: RNF168 | Mutacja biatka RNF168, brak | Zaburzenia szlaku | Niedobor odpornosci, [72]
mozliwosci rekrutacji biatek naprawy DNA trudno$ci w nauce,
naprawczych 53BP1 oraz wrazliwo$¢ na pro-
BRCA1 do miejsc DSB (ang. mieniowanie, cechy
double-strand break) dysmorficzne twarzy
Immunologiczne
Choroba E3: XIAP Mutacja ligazy Obnizony poziom Cytopenia, niski [73]
limfoproliferacyjna komoérek NK, poziom immunoglo-
zwickszona buliny, powigkszenie
apoptoza $ledziony
Zespot Sjogrena | E2: UBE2G2 | Podwyzszony poziom ekspre- | Lokalny stres ER | Uszkodzenie §linianek | [74,75]
UBE2J1 sji komponentow systemu i gruczotow tzowych
E3: TRIM21 ERAD
Neurodegenera-
cyjne
Choroba E3: CHIP Zaburzenia funkcji Agregacja biatek Postepujaca utrata [76,77]
Alzheimera TRAF6 proteasomu amyloidu-p pamigci i innych umie-
BRCA1 i nagromadzeniem | jetno$ci poznawczych,
biatka TAU demencja
Choroba E3: Parkin Mutacja biatka Parkin Obecnos¢ inkluzji | Utrata neuronéw dopa- [78]
Parkinsona cytoplazma- minergicznych w isto-
tycznych zawie- cie czarnej, drzenie
rajacych m.in. 1 sztywno$¢ konczyn
ubikwityng i tutowia, spowolnienie
ruchdw, zaburzenia
réwnowagi, trudnosci
z chodzeniem
Choroba E3: Parkin Zaburzenia procesu ubikwity- | Nagromadzenie Niekontrolowane ru- [79]
Huntingtona nacji, inhibicja proteasomu | agregatow biatko- | chy, drzenie rak i nog,

wych, zaburzenie
komoérkowej
homeostazy
i funkcjonowania
neuronow

postepujace zaburzenia

pamigci, drazliwosé
i zmiany osobowosci




Choroby/ Wybrane Przykladowy Jedne z glow- Glowne objawy Zrédlo
Zespoly enzymy szlaku defekt w procesie nych efektow choroby
chorobowe ubikwitynacji ubikwitynacji zaburzenia
Nowotwory
Rak nerki E3: RNF20 Obnizona ekspresja biatka | Niekontrolowana Guzki, utrata masy [80]
RNF20 proliferacja ciata, krew w moczu,
problemy ze wzrokiem
Rak okreznicy E3: FBXW7 | Zaostrzenie ubikwitynacji za | Niekontrolowana Krwawienia i bole [81]
posrednictwem ligazy SCF. proliferacja
Mutacja ligazy FBXW7 1 jej
substratow
Rak piersi E3: BRCA1/ Mutacje ligaz Zaburzenia Guzki, obrzeki piersi, | [81,82]
BCA2 szlakow naprawy | bdle miednicze/brzu-
DNA, indukcja | cha, objawy ze strony
proliferacji drég moczowych
Rak prostaty E3: E6AP Nadekspresja wymienionych Zaburzenia Objawy ze strony drog | [83,84]
RNF20 ligaz w szlakach moczowych i nasienia,
TRIM25 kontroli stabilno- | problemy przy oddawa-
$ci 1 aktywnosci niu moczu
bialek t.j. receptor
androgenu 1 jego
kofaktory
Szpiczak mnogi E3: cIAP1 Delecja ligaz Aktywacja szlaku | Bole kosci, nudnosci, [85]
clAP2 NF-xB zmeczenie, czeste
infekcje, utrata masy
ciata
Infekcje
wirusowe
Zakazenie E3: TRIMS5a | Obnizenie aktywnosci lub in- | Zatrzymanie cyklu | Goraczka, bole migéni, [86]
ludzkim wirusem hibicja dziatania proteasomu | komorkowego wysypka, plesniaw-
niedoboru odpor- w fazie G, ki, obrzek weztow
nosci (HIV) chlonnych
Zapalenie watroby E3: SCF Nadekspresja ligazy Akumulacja poliu- | Zapalenia watroby, [87]
typu B (HBV) bikwitynowanego nowotwor

SHIP2
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W 2004 roku trzej badacze Aaron Ciechanover, Avram Hershko oraz Irwin Rose
otrzymali Nagrode Nobla w dziedzinie chemii za badania nad procesem kontro-
lowanej degradacji uszkodzonych lub niepotrzebnych komorce biatek z udzialem
niewielkiego biatka — ubikwityny (ang. Ubiquitin, Ub; wybrane odkrycia zwig-
zane z procesem ubikwitynacji do 2004 r. przedstawiono na rycinie 1). Odkrytej
w 1974 1. przez Gideona Goldstein’a ubikwityny, ktorej petng sekwencje amino-
kwasowa opublikowano rok po6zniej, nie kojarzono jeszcze z procesem degrada-
cji bialek [14, 15]. Nie wiedziano bowiem o istnieniu biatkowych agregatow en-
zymatycznych w postaci proteasomow, a lizosom uwazano za gtowne organellum,
w ktorym dochodzi do wewnatrzkomoérkowej degradacji biatek. Jednak w 1977 r.
Etlinger i Goldberg potwierdzili istnienie nielizosomalnego i zaleznego od ATP

Charakterystyka Prz
yznanie Nagrody Nobla
ka'ty"aq' jako kasQ w dziedzinie chemii
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E1,E2iE3
! (Avram Hershko, Irwin Rose,

Aaron Ciechanover)

T

Odkrycie nielizosomalnego,
zaleznego od ATP
systemu proteolitycznego

~—_ _——

~— —— —

Identyfikacja proteasomu 20S)

jako czesci proteasomu 26S
Biatko APF-1
okazuje sie

byc ublkW|tyna

mey (o @01@@1@»

Przedstawienie funkgji s
biatka APF-1 jako kofaktora OCZYsZ°Ze”'e P'°‘eaz\
w nielizosomalnej $ciezce zaleznej od ATP (p6zniej
degradacji blalek . [ znana jako proteasom 26S),

; prowadzacej do degradacji
: \u bikwitynowanych /
biatek
\

e T .
Identyflkac :
ublkW|tyny Identyfikacja i oczyszczenle _
enzymu aktyWUJacego
Identyfikacja Odkrycne funkgji

licznych enzymow | ubikwitynacji w procesach
E2iE3 mezw:qzanych z proteolizg/

RYCINA 1. O$ czasu przedstawiajaca wybrane odkrycia zwigzane z procesem ubikwitynacji. Per-
spektywa historyczna systemu ubikwityna-proteasom. Opracowano na podstawie Ciechanover i wsp.,
(2005); z modyfikacjami

FIGURE 1. The timeline chart of the selected discoveries in the ubiquitin field. Historical perspective
of the ubiquitin-proteasome system. Adapted from: Ciechanover et al., (2005); with modifications
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uktadu proteolitycznego odpowiedzialnego za degradacje¢ nieprawidlowo sfatdo-
wanych biatek [16]. Wszystko to stalo si¢ podstawa do pionierskich prac nad
systemem ubikwityna-proteasom, siggajacych lat 1978-1983, kiedy to wlasnie
w laboratorium Avrama Herszko zidentyfikowano komponenty tego systemu,
mianowicie enzymy aktywujace ubikwityne (ang. ubiquitin activating enzymes,
El), enzymy koniugujace ubikwityne (ang. ubiquitin conjugating enzymes, E2)
1 ligazy ubikwityny (ang. ubiquitin ligases, E3). Avram Herszko wraz ze swoim
uczniem Aaronem Ciechanoverem i wspotpracownikiem Irwinem Rose, korzysta-
jac z frakcjonowania biochemicznego i enzymologii, odkryli, Zze niektore biatka
sg kowalencyjnie zwigzane z ubikwityng (poczatkowo nazwang przez nich jako
zalezny od ATP czynnik proteolityczny 1, APF-1, ktory okazat si¢ by¢ wtasnie
ubikwityna; co potwierdzili w 1980 r. Wilkinson i wspolpracownicy [17]). Wyka-
zali rowniez, ze ubikwitynowane biatka sg niszczone przez proteaz¢ zalezng od
ATP w ekstrakcie pochodzacym z retikulocytéw krolika [18]. Obecnie wiadomo,
ze modyfikacja biatek z udziatem ubikwityny koduje rézne sygnaty molekularne,
ktoére moga mie¢ odmienne konsekwencje dla funkcjonowania komorki.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie aktualnego stanu wiedzy dotycza-
cego réznorodnych funkcji, jakie proces ubikwitynacji moze petni¢ w komorce.
W przeciwienstwie do ogromnego postepu badan nad samym przebiegiem pro-
cesu ubikwitynacji, jego mechanizm molekularny, w tym przybieranie réznorod-
nych konformacji przez tancuchy ubikwityny oraz funkcje, jakie petnig one w ko-
morce, pozostaja stabo poznane.

UBIKWITYNA

Ubikwityna to jedno z kluczowych, silnie konserwatywnych biatek regula-
torowych biorgcych udziat w wigkszosci proceséw zachodzacych w komérkach.
Jest to niewielkie biatko zlozone z 76 aminokwasow, o masie czasteczkowej 8,5
kDa. Ubikwityna jest biatkiem stabilnym (zaréwno na dziatanie wysokich tem-
peratur jak i szeroki zakres pH), o wyjatkowo zwartej strukturze z odstonigtym
koncem karboksylowym, tzw. C-koncem, dzigki czemu moze tworzy¢ kowalen-
cyjne potaczenia z innymi biatkami [19]. Jest ona obecna u organizmoéw euka-
riotycznych we wszystkich typach komérek i tkanek; do 108 kopii na komorke
[20], a jej stezenia w komodrkach siegaja ~ 85 uM [21]. Jest to zarowno biatko
cytoplazmatyczne, jak i jadrowe [22].

Ubikwityna jest syntetyzowana w postaci bialek prekursorowych. Te z ko-
lei musza ulec hydrolizie dzigki enzymom deubikwitynujagcym (DUB, ang. de-
ubiquitylating enzymes), C-koncowym hydrolazom UBP lub UCH, aby uwolni¢
funkcjonalng czgsteczke ubikwityny [22] (Rye. 2). Biatka prekursorowe sg biat-
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Formy prekursorowe ubikwityny
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UCHiUBP

Deubikwitynacja

Degradacja w proteasomie

Aktywacja Funkcje nieproteolityczne

Koniugacja

Ligacja

RYCINA 2. Schemat przedstawiajacy proces ubikwitynacji. Ubikwityna syntetyzowana jest jako
biatko prekursorowe sktadajace si¢ z kilku czasteczek ubikwityny (fuzja liniowa — ubikwityna tan-
demowa) lub czasteczki ubikwityny potaczonej z biatkami rybosomalnymi. Generowanie ,,wolnej”
ubikwityny (Ub) mozliwe jest dzigki dziataniu enzymow deubikwitynujacych (DUB), w tym UCH
i UBP. Ubikwityna jest aktywowana przez enzym aktywujacy ubikwityne (E1), w sposob zalezny
od ATP, a nastepnie przeniesiona na enzym koniugujacy ubikwityne (E2). Enzym E2 oddzialuje
z odpowiednia ligaza ubikwityny (E3), co umozliwia kowalencyjne przylaczenie ubikwityny do
substratu biatkowego. Proces jest odwracalny dzigki dziataniu enzyméw DUB

FIGURE 2. The schematic representation of the ubiquitination process. Ubiquitin is synthesized as
a precursor protein, consisting of multiple copies of ubiquitin (tandem ubiquitin in a linear fusion) or
ubiquitin fused with ribosomal proteins. The generation of free ubiquitin (Ub) is possible thanks to the
action of deubiquitinating enzymes (DUB), including UCH and UBP. Free ubiquitin can be activated by
the ubiquitin activating enzyme (E1) in an ATP-dependent manner, and then transferred into a ubiquitin
conjugating enzyme (E2). Next, E2 interacts with a ubiquitin ligase (E3), which enables ubiquitin to be
covalently attached to the substrate protein. The process can be reversible due to the action of DUBs
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kami fuzyjnymi sktadajacymi si¢ z czterech lub wigcej pojedynczych czaste-
czek ubikwityny lub czasteczki ubikwityny i biatek rybosomalnych (biatko L40
— bialko matej podjednostki rybosomu 40S i biatko S27 — biatko duzej podjed-
nostki 60S) [23, 24]. Szacuje si¢, ze w komorkach ssakow ok. 25% czasteczek
ubikwityny stanowi jej ,,wolna”, nieskoniugowana forma, natomiast pozostata
frakcja ubikwityny w komorce jest kowalencyjnie potaczona z innymi biatkami
(w tym z samg ubikwityng) [21]. U ssakéw ubikwityna kodowana jest przez czte-
ry geny: UBC, UBB, UBA52 i UBAS80. U nizszych organizméw eukariotycznych,
np. udrozdzy Saccharomyces cerevisiae rowniez wystepuja cztery geny kodu-
jace ubikwityne: UBII, UBI2, UBI3 i UBI4. Co ciekawe, u drozdzy pojedynczy
gen UBI4 nie jest niezbedny do zycia. Jednak komoérki drozdzy pozbawione genu
UBI4 s3 wrazliwe na wysokie temperatury, zle znosza niedobor niezbednych ami-
nokwasow w podtozu tzw. ,,gtdéd aminokwasowy” lub inne czynniki generujace
stres, m.in. indukowane analogami aminokwasow (np. kanawanina), a takze wy-
kazuja zaburzenia w procesie sporulacji [25].

MECHANIZM PROCESU UBIKWITYNACJI

Przylaczenie ubikwityny do okreslonego substratu w procesie ubikwitynacji
katalizowane jest przez kaskade reakcji enzymatycznych (Rye. 2). W pierwszym
etapie tego procesu reszta glicyny (Gly76) na C-koncu ubikwityny aktywowana
jest przez enzym E1 w sposob zalezny od ATP. W wyniku reakcji transestryfikacji
powstaje wysokoenergetyczne wigzanie pomiedzy Gly76 Ub, a grupa -SH reszty
cysteinowej w centrum enzymu El (utworzenie produktu posredniego E1~UDb).
U cztowieka wystepuja dwa enzymy aktywujace ubikwityne, UBE1 (u drozdzy
Ubal) oraz UBAG6 (inna nazwa u cztowicka to UBE1L2) [26]. Tak aktywowana
ubikwityna przenoszona jest z enzymu E1 na reszty cysteiny (Cys) w miejscu ak-
tywnym enzymu koniugujacego ubikwityng. Powstaje produkt posredni E2~Ub.
Nastepnie enzym E2 wchodzi w interakcje z odpowiednig ligazg ubikwityny E3,
ktora rozpoznaje zaréwno enzym E2, jak i okreslony substrat, umozliwiajac ko-
walencyjne przylaczenie ubikwityny do biatka docelowego. U czlowieka zidenty-
fikowano ok. 600 ligaz ubikwityny, ktore podzielono i sklasyfikowano wzgledem
wysoce konserwatywnych domen katalitycznych oraz mechanizmu transferu ubi-
kwityny, ktéry wykorzystuja [27]. Pierwsza najliczniejsza klas¢ stanowia ligazy
z domena RING (ang. really interesting new gene), druga, nieco mniej liczng li-
gazy z domeng HECT (ang. homologous with E6-associated protein C-terminus),
natomiast trzecig tzw. ligazy RBR (ang. RING Between RING fingers). Ligazy
z domeng RING przenosza ubikwityng bezposrednio z enzymu E2 na biatko do-
celowe poprzez jednoczesne wigzanie si¢ zarowno z E2~Ub jak i z substratem
biatkowym. Z kolei, ligazy HECT wykorzystuja dwuetapowa reakcje transferu
ubikwityny na substrat. W pierwszym etapie reakcji tioester E2~Ub umozliwia
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transfer ubikwityny do cysteinowego miejsca aktywnego w obrgbie tej klasy ligaz
(reakcja transestryfikacji), zachowujac przy tym wysokoenergetyczne wigzanie
tioestrowe (E3~Ub). W drugim etapie reakcji ubikwityna jest bezposrednio prze-
kazywana z miejsca aktywnego ligazy HECT na lizyn¢ w substracie biatkowym.
Trzecia klasa ligaz ubikwityny to tzw. ligazy RBR. Bialka te wykorzystuja kom-
binacje mechanizméw ligaz RING i HECT, aby przenies¢ czasteczke ubikwityny
na czasteczke substratowg [28].

Podczas ostatnich etapoéw reakcji w procesie ubikwitynacji grupa karboksylo-
wa (-COOH) na C-koncu ubikwityny i grupa aminowa (-NH,) reszty lizyny (Lys)
w biatku substratowym potaczona jest wigzaniem izopeptydowym. Proces moze
powtarza¢ sie kilkakrotnie, a klasa enzymoéw E3, zaangazowana w wydtuzanie
tancucha ubikwityny, czg¢sto nazywana jest klasg enzymow E4 (czynnik elongacji
lancucha E4) [29]. Mechanizm procesu ubikwitynacji jest odwracalny w wyniku
dziatania enzymow DUB. Genom drozdzy koduje 22 enzymy DUB, natomiast
w genomie cztowieka zidentyfikowano ponad 100 gendéw kodujacych te izopep-
tydazy [30].

Oprocz typowego potaczenia ubikwityny do Lys substratu wykazano, ze ubikwi-
tyna moze by¢ roOwniez przytaczona do seryny (Ser), treoniny (Thr), np. wirusowa
ligaza mK3 moze posredniczy¢ w ubikwitynacji poprzez przytaczenie si¢ do reszty
Ser i Thr substratu [31, 32] i cysteiny (Cys), np. ubikwitynacja peroksysomalnego
receptora importu Pex5 u drozdzy [33], poprzez tworzenie wigzan oksyestrowych
lub tioestrowych. Dodatkowo, ubikwityna moze wigzac¢ si¢ przez wolng grupe ami-
nowa na koncu N biatek substratowych wigzaniem peptydowym [34].

GLOWNE FUNKCJE UBIKWITYNACJI
BIALEK W KOMORCE

Pierwotnie uwazano, ze ubikwityna dotacza si¢ do zbednego komorce biatka
i naznacza go jedynie do zniszczenia. Dzi§ wiadomo, ze przylaczenie si¢ ubi-
kwityny do lizyny danego biatka, w procesie ubikwitynacji moze wptywac na
regulacj¢ wielu proceséw komorkowych. Ubikwityna kontroluje szereg sygna-
6w molekularnych majacych wptyw na aktywnos¢ biatka, jego oddzialywania
z innymi biatkami, lokalizacj¢, czy degradacj¢. Pomaga jej w tym rozbudowa-
na sie¢ strukturalnie powigzanych ze sobg enzymow. Enzymy E2 i E3 (bedace
w centrum kaskady reakcji enzymatycznej) wchodza w fizyczne interakcje, co
umozliwia ubikwitynowanie wlasciwych dla nich substratow. Tworzy to ztozong
sie¢ oddziatywan (u cztowieka opisano ok. 40 enzymow E2 oraz ponad 600 ligaz
E3), a wybrane enzymy koniugujace ubikwityng moga oddziatywaé z wigcej niz
jedng ligaza i odwrotnie. Ponadto rodzaje modyfikacji, jakie ubikwityna tworzy
po przytaczeniu si¢ do biatka substratowego, sg niezwykle ré6znorodne [35, 36]
1 stanowig one swego rodzaju ,.kod ubikwityny” [35].
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RYCINA 3. Schemat przedstawiajacy typy ubikwitynacji (A) oraz trzeciorzgdowa strukture ubi-
kwityny (B). (A) Wyrodznia si¢: monoubikwitynacje, czyli przytaczenie pojedynczej czasteczki ubi-
kwityny do substratu biatkowego lub jej odmiang multimonoubikwitynacje, gdy kilka pojedynczych
czasteczek ubikwityny przytaczonych jest do kilku lizyn substratu oraz poliubikwitynacje, gdy kilka
czasteczek ubikwityny dotaczonych jest do lizyny substratu biatkowego tworzac tzw. tancuchy ubi-
kwityny. (B) Struktura ubikwityny (PDB ID: 1UBQ) z zaznaczonymi resztami lizyny (K6, K11,
K27, K29, K33, K48 i K63) i metioning (M1) na koncu N, ktore to reszty zaangazowane w tworze-
nie fancuchow ubikwityny, a takze glicyna (G76) na koncu C. Wygenerowano z wykorzystaniem
narzedzia PyMOL (http://www.pymol.org/)

FIGURE 3. The scheme showing different types of ubiquitination (A) and a tertiary structure of
ubiquitin (B). (A) The following types of ubiquitination can be distinguished: monoubiquitination
when a single ubiquitin is attached to a substrate protein and is form multi-monoubiquitination,
which occurs when several single ubiquitin moieties are attached to different lysines on a substrate.
The attachment of a series of ubiquitin molecules to a substrate protein is known as polyubiquitina-
tion, where the so-called ubiquitin chains are made. (B) The ubiquitin structure (PDB ID: 1UBQ)
with its seven lysine residues (K6, K11, K27, K29, K33, K48 and K63) and N-terminal methionine
(M1), which are involved in the formation of ubiquitin chains as well as C-terminal glycine (G76);
generated with the PyMOL software (http://www.pymol.org/)
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FUNKCJE PROTEOLITYCZNE - DEGRADACJA BIALEK

Wazng funkcjg systemu ubikwityna-proteasom jest kontrola jakosci biatek, po-
przez selektywne rozpoznanie i kierowanie nieprawidtowo sfatdowanych lub uszko-
dzonych biatek do degradacji. Jest to kluczowa rola, poniewaz niewtasciwie sfatdo-
wane biatka mogg mie¢ negatywne skutki w konteks$cie funkcjonowania komorek
i powodowa¢, m.in. utrat¢ fenotypdéw funkcyjnych, wytwarzanie toksycznych agre-
gatow biatkowych lub niefunkcjonalnych produktow biatkowych [37, 38]. W r6éznych
przedziatach komorkowych istnieje kilka $ciezek prowadzacych nieprawidtowo sfal-
dowane lub uszkodzone biatka do degradacji proteasomalnej. Najbardziej zbadanym
szlakiem jest degradacja zwigzana z retikulum endoplazmatycznym (ang. endopla-
smic reticulum-associated protein degradation, ERAD), ktora jest procesem wysoce
konserwatywnym wsrdd organizmoéw eukariotycznych [39]. Szlak ERAD sktada si¢
z czterech etapow: wyboru biatkowego substratu docelowego, przemieszczenia sig
tego substratu w poprzek btony retikulum endoplazmatycznego, dodanie i pdzniej-
sze usuniecie koniugatow ubikwityna-biatko oraz degradacja przez proteasom 26S.
Guerriero i Brodsky przedstawili szczegdtowo zwigzek miedzy szlakiem degradacji
ERAD, a chorobami u cztowieka [40]. Poza $ciezka ERAD wystepuje réwniez me-
chanizm kontroli jakosci bialek w cytoplazmie, w ktéry to zaangazowane sa, np. li-
gaza ubikwityny Ubrl [41] i Hul5 u drozdzy [42]. Cytoplazmatyczny system kontroli
jakosci biatek reguluje stan sfaldowania biatek oraz ich prawidlowe funkcjonowa-
nie w wyniku wspotdziatania bialek opiekunczych i proteaz w cytoplazmie, poprzez
ograniczenie akumulacji nieprawidtowo sfaldowanych, badz uszkodzonych biatek.
Gardner i wspotpracownicy wskazali réwniez na istnienie mechanizmu kontroli ja-
kosci biatek w jadrze komérkowym [43]. W tym kompartmencie komérkowym nie-
prawidlowo sfaldowane biatka sg rozpoznawane, m.in. przez ligaz¢ ubikwityny Sanl
u drozdzy, ktéra oddzialuje z enzymami koniugujacymi ubikwityne Cdc34 i Ubcl
[44]. Odkryto rowniez system kontroli jakosci biatek w wewngtrznej blonie jadrowej
(ang. inner nuclear membrane-associated degradation INMAD) [45-47] przez liga-
zy Asil 1 Asi3, ktore wraz z bialkiem Asi2 tworza tzw. kompleks Asi zlokalizowany
w wewnetrznej blonie jadrowej. Kompleks Asi jest jednym z istotnych elementéw
szlaku detekcji obecnosci aminokwaséw w Srodowisku przez drozdze, tzw. szlaku
SPS (ang. amino acid sensing pathway, Ssy1-Ptr3-Ssy5), gdzie jest on zaangazowany
w degradacje niektorych czynnikow transkrypcyjnych [48]. Wykazano, ze kompleks
Asi jest ligazg ubikwityny 1 wchodzi w interakcje z enzymami koniugujacymi Ubc6
i Ubc7 [45]. Ubikwitynuje on czynnik transkrypcyjny Stp2, jak rowniez prowadzi do
degradacji innych substratow nieprawidtowo zlokalizowanych w wewngtrznej blonie
jadrowej, ktore sg potencjalnie szkodliwe dla komorki [45, 46].

FUNKCJE W INNYCH PROCESACH KOMORKOWYCH
(NIEZWIAZANE Z PROTEOLIZA)
Oprocz kontroli jakosSci biatek i ich degradacji ubikwitynacja petni role regu-
lacyjng w niezliczonych procesach komorkowych. Najlepszym przyktadem jest
cykl komoérkowy, w ktorym sekwencyjna aktywacja kinaz zaleznych od cyklin



208 N.LAZAREWICZ, E. BLASZCZAK

(ang. cyclin-dependent kinases, CDK) precyzyjnie reguluje jego progresje. Aktywnos¢
kinaz CDK jest modulowana przez liczne cykliny wchodzace w interakcje z biatkami
CDK oraz inhibitory CDK (ang. cyclin kinase inhibitors, CKI). W czasie progresji
cyklu komorkowego, ligazy ubikwityny odgrywaja istotna rolg, nie tylko w kontroli
degradacji bialek w czasie trwania cyklu komorkowego, ale takze w regulacji inhibi-
torow CKI. Posrdd ligaz zaangazowanych w regulacje cyklu komorkowego wyrdznié
mozna kompleks promujacy anafazg (ang. anaphase promoting complex/cyclosome
APC/C) oraz tzw. wielosktadnikowy kompleks ligazy ubikwityny SCF, (ang. Skp1/
Cullin/F-box), inaczej CRL1 [49] oraz kompleksy CRL3 i CRL4. Dla przyktadu sub-
stratem ligazy CRL3 jest biatko Aurora, ktdre uczestniczy w kontroli mitozy poprzez
proteolityczne i nieproteolityczne mechanizmy. Kompleks CRL4, oprocz regulacji
cyklu komorkowego jest zaangazowany w komoérkowa odpowiedz na uszkodzenia
DNA oraz replikacje DNA [50]. Funkcje ubikwitynacji niezwigzane z degradacja
zostaty réwniez szeroko opisane w odniesieniu do procesu transkrypcji. Niezalezng
od proteolizy role ubikwityny w transkrypcji po raz pierwszy przedstawili Salghetti
1 wspotpracownicy. Wykazali oni, ze ubikwitynacja domeny aktywujacej transkrypcje
(ang. transcription activation domain, TAD) biatka VP-16 przez ligaze ubikwityny
Met30 jest niezbedna do aktywacji transkrypcji u drozdzy S. cerevisiae [51]. Poz-
niej wykazano, ze wiele czynnikéw transkrypcyjnych jest pozytywnie regulowanych
przez ubikwitynacjg, np. monoubikwitynacja czynnika transkrypcyjnego p53 podczas
stresu komoérkowego katalizowana przez ligaze ubikwityny Mdm?2, skutkuje jego
zwickszong stabilnoscig [52].

TYPY UBIKWITYNACJI I ROZNORODNOSC
LANCUCHOW UBIKWITYNY

Przyltaczenie ubikwityny do lizyny danego biatka substratowego moze by¢ mono-
meryczne, co okresla si¢ mianem monoubikwitynacji (przylaczenie jednej czastecz-
ki, ang. monoubiquitination) (Rye. 3a). Jesli natomiast czgsteczka ubikwityny, takze
w formie monomerycznej, dotaczy si¢ do kilku reszt lizyny na tym samym biatku,
mamy do czynienia z multi-monoubikwitynacja (ang. multi-monoubiquitination). Po-
limeryczne przyltaczenie ubikwityny do reszty lizyny biatka substratowego okresla si¢
jako poliubikwitynacja (ang. polyubiquitination), a tak powstate fancuchy ubikwityn
na substracie biatkowym mogg tworzy¢ rozne topologie. Co wiecej, wszystkie siedem
reszt lizyny: Lys6 (K6), Lys11 (K11), Lys27 (K27), Lys29 (K29), Lys33 (K33), Lys48
(K48) i Lys63 (K63) w czasteczce ubikwityny (koncowa Gly76 ubikwityny potaczo-
na jest z jedng z siedmiu lizyn kolejnych czgsteczek Ub wigzaniem izopeptydowym),
jak rowniez N-koncowa reszta metioniny — Metl (M1) (potaczenie poprzez wigza-
nie peptydowe) (Rye. 3b) sa zaangazowane w tworzenie tancuchow o réznorodnych
strukturach [53, 54]. Rézne topologie tancuchow ubikwityny na substracie biatko-
wym zwigzane sg z petnieniem okreslonych funkcji w komorce (Rye. 4).
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Homotypowe fancuchy ubikwityny:

Yy

Potfaczenia przez reszte K6:
mitofagia,
procesy naprawy uszkodzen DNA.

autofagia,

ERAD,
degradacja proteasomalna.

o d

Potaczenia przez reszte K48:
szlaki sygnatowe,
degradacja proteasomalna.

Pofaczenia przez reszte K33:
szlaki sygnatowe,

odpowiedz immunologiczna,
transport pecherzykowy,
makroautofagia.

Pofaczenia przez reszte K11:

regulacja cyklu komérkowego,

i

Potaczenia przez reszte K27:
odpowiedzZ na uszkodzenia DNA,
szlaki sekrecyjne,

dpowiedz i iczna

Potaczenia przez reszte K29:
szlaki sygnatowe,
regulacja epigenetyczna,

Pofaczenia przez reszte M1:
szlaki sygnatowe,
angiogeneza.

Potaczenia przez reszte K63:
szlaki sygnatowe,
endocytoza,

transport.

Heterotypowe fancuchy ubikwityny:

Rozgatezione

Potaczenia przez reszty M1/K63:
odpowiedz immunologiczna.

Polaczenia przez reszty K11/K63:
internalizacja MHC1.

Polaczenia przez reszty K29/K48:
degradacja.

Potaczenia przez reszty K48/K63:
szlaki sygnatowe.

Pofaczenia przez reszty K11/K48:
kontrola cyklu komérkowego
i nieprawidtowo sfatdowanych biatek.

Mieszane

Polaczenieaprzez reszty M1/K63:
odpowiedz immunologiczna.

Polaczenia przez reszty K11/K63:
transport.

RYCINA 4. Rozne topologie tworzenia tancuchéw poliubikwityny oraz gtdéwne funkcje, jakie poszcze-

golne typy tancuchéw petnig w komorce

FIGURE 4. The different topologies of polyubiquitin chains’ formation and their main cellular functions
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MONOUBIKWITYNACJA

Przylaczenie pojedynczej czasteczki ubikwityny do biatka reguluje jego ak-
tywnos¢ lub wptywa na jego lokalizacje w kompartmentach komorkowych. Po-
czatkowo rola monoubikwitynacji byta przypisana wylacznie do nieproteolitycz-
nych procesdOw. Monoubikwitynacji nie wigzano z procesem degradacji biatek,
gdyz badania wykazaty, ze aby bialko bylo skierowane do proteasomu musi mie¢
dolaczone co najmniej cztery czasteczki ubikwityny (tancuch poliubikwityny
ztozony z teraubikwityny) [55]. W przypadku niektorych biatek wykazano jed-
nak, ze monoubikwitynacja lub multi-monoubikwitynacja moga by¢ rowniez sy-
gnalem prowadzacym do ich degradacji. Dotyczy to biatek mniejszych niz 150
aminokwasow o dobrze uporzadkowanej strukturze. Wsrdd takich substratow
znajduja sie, m.in. biatka zwigzane z transportem weglowodanow oraz szlakami
odpowiedzi na stres oksydacyjny [56] lub niewielkie biatka regulatorowe, badz
te zwigzane z procesem transkrypcji. Monoubikwitynacja odpowiada na przyktad
za przetwarzanie prekursora pl105 jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB
(ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells signaling pa-
thway) do jego aktywnej podjednostki p50 przez proteasom. Proteasom rozpozna-
je monokwitynowany prekursor p105, nie degradujac go jednak catkowicie [57].
Inne badania wykazaty, ze degradacja proteasomalna biatka Pax3, kluczowego
regulatora r6znicowania migs$ni, zachodzi réwniez przez monoukwitynacje [58].

Wazna role monoubikwitynacji w regulacji biatek wchodzacych w sktad chro-
matyny — histondw opisano po raz pierwszy u drozdzy S. cerevisiae. Wykazano,
ze komorki drozdzy niosace zmutowany gen kodujacy histon H2B — substytucja
lizyny w pozycji 123 na argining (mutacja K123R), rosng wolniej niz komorki
typu dzikiego i nie mogg sporulowaé, a za normalny wzrost i mejoz¢ odpowie-
dzialna jest monoubikwitynacja histonu H2B [59]. Warto zwroci¢ uwage row-
niez na role¢ monoubikwitynacji w procesie naprawy uszkodzen DNA i replikacji
DNA. Chociaz stwierdzono, ze poliubikwitynowane (K63) formy histonéw H2A
1 H2AX zapewniajg ,,rusztowanie sygnalizacyjne” (ang. signaling scaffold), liga-
zy ubikwityny RING1B i RNF20/RNF40 katalizujg monoubikwitynacj¢ histonow
H2A/H2AX 1 H2B w poblizu miejsca uszkodzen DNA [60]. Ponadto monoubi-
kwityncja reguluje aktywnosc¢ licznych biatek btony cytoplazmatycznej, kierujac
je na szlak endocytozy, ktore to biatka przeznaczone sa do degradacji w lizoso-
mach [61].

POLIUBIKWITYNACJA I TOPOLOGIE LANCUCHOW
UBIKWITYNY ORAZ ICH GROWNE FUNKCJE
Poliubikwitynacja jest procesem, w ktorym czasteczki ubikwityny taczg si¢ ze
sobg tworzac tancuchy ubikwityn na biatku docelowym, a ztozono$¢ tancuchow
zapewnia zarowno roznorodno$¢ strukturalng, jak i funkcjonalng. W tworzenie
lancuchow zaangazowane moze by¢ osiem reszt aminokwasowych ubikwityny:
K6, K11, K27,K29, K33, K48, K63 oraz M1 [62]. U drozdzy S. cerevisiae, a tak-
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ze u ssakdéw najczesciej pojawiaja si¢ potaczenia przez reszty K63 (typowa funk-
cja nieproteolityczna — udziat w szlakach sygnalizacyjnych) oraz K48 (funkcja
proteolityczna — proteasomalna degradacja). Dla przyktadu, w komorkach ssakow
HEK293 procentowa ilo$¢ wigzan poliubikwityny (poli-Ub) wynosi odpowiednio
52% (K48), 38% (K63), 8% (K29), 2% (K11) 1 0,5% lub mniej dla potaczen przez
reszty K6, K27 oraz K33 [63].

W zaleznosci od potaczenia tancuchy poli-Ub przyjmuja alternatywne topolo-
gie (Ryc. 4). Potaczenie przez t¢ samag reszte lizyny (np. K48) lub metioning (M1)
prowadzi do powstania tzw. tancuchéw homotypowych. Drugi rodzaj tancuchow
stanowia tzw. tancuchy heterotypowe, ktore zawierajg rozne rodzaje potgczen (np.
K48 wraz z K11) i sg klasyfikowane jako mieszane, badz rozgat¢zione. W tancu-
chach mieszanych do kolejnych elementéw tancucha dotgczana jest tylko jedna
ubikwityna, ale kolejne ubikwityny w tancuchu sg potaczone ze soba tylko przez
jedna reszte aminokwasowa (modyfikacja tylko w jednym miejscu akceptorowym).
W przypadku tancuchdéw rozgatezionych kolejne czasteczki ubikwityny moga 1a-
czy¢ si¢ przez dwie lub wigcej reszt aminokwasowych (jednoczesna modyfikacja
w wielu miejscach akceptorowych) [27, 64]. Tu przyktadem jest kompleks APC/C,
ktory posiada zdolnos¢ tworzenia polaczen przez K11 na wczes$niej powstatym
fancuchu K48 lub odwrotnie w przypadku ligazy UBRS, ktéra zaangazowana jest
w tworzenie polaczen K48 na wezesniej powstatym tancuchu K11 [65]. Rézne po-
Taczenia prowadza do okreslonych konformacji tancucha poli-Ub. Lancuchy moga
by¢ ,,zwarte”, gdzie sgsiadujace czasteczki oddziatujg ze soba, np. tancuchy pota-
czone przez reszty K48, K11 1 K6 lub przyjmowaé konformacje ,,otwarte”, gdzie
nie ma bezposrednich interakcji migdzy czgsteczkami ubikwityny, np. tancuchy
polaczone przez resztg M1. Istotnym jest jednak fakt, ze okreslone konformacje
tancucha poli-Ub obserwowane w kompleksach biatkowych oddziatujacych z Ub
czesto 16znig si¢ od tych wystepujacych poza kompleksami. Moze to $wiadczy¢
o znacznej elastycznosci tancuchow lub mozliwosci ich przebudowy [66].

Jak wezesniej wspomniano przyktadowe funkcje procesu ubikwitynacji w za-
leznosci od potlaczen (tancuchéw), jakie ubikwityna moze tworzy¢ na substracie
biatkowym przedstawiono na rycinie 4. Warto jednak podkresli¢ istotng role he-
terotypowych wigzan mieszanych lub rozgale¢zionych. Dla przyktadu, ligaza ubi-
kwityny Ufd4 wraz z czynnikiem elongacji tancucha Ufd2 biorg udziat w powsta-
waniu tancuchéw rozgalezionych K29/K48 na substratach tzw. szlaku degradacji
UFD (ang. ubiquitin-fusion degradation) u drozdzy. Z kolei, rozgalezione tancu-
chy K48/K63 syntetyzowane przez ligazy ubikwityny TRAF6 i HUWEL, rozpo-
znawane przez biatko TAB2, odgrywaja role w regulacji komérkowego szlaku sy-
gnalizacyjnego zaleznego od jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-xB [67].
Formowanie potaczen K48/K63 z udziatem ligaz ubikwityny ITCH i UBRS zwig-
zane jest natomiast z procesem apoptozy [68]. Ogdlny mechanizm powstawania
lancuchow rozgatezionych wraz z szeregiem innych funkcji, jakie moga pelnié
one w komorce zostal ostatnio opisany przez French i wspotpracownikow [27].



PODSUMOWANIE

Ztozono$¢ 1roznorodnos$¢ procesu ubikwitynacji sprawia, ze modyfikacja ta
pehni wiele istotnych funkcji w komorce. Niektore z nich zostaty dobrze poznane
i opisane. Jednak szczegdtowa wiedza na temat topologii i dtugos$ci tworzonych na
biatku substratowym tancuchéw ubikwityny oraz sygnalow przez nie kodowanych,
wraz z dynamika procesu ubikwitynacji in vivo, jest nadal bardzo ograniczona. Zna-
czaca role odgrywa wigc ciagly rozwoj nowych technik i metodologii do badania
tej post-translacyjnej modyfikacji biatek. W ostatnich latach proces ubikwitynacji
stat si¢ szczegolnie istotny w kontekscie nowych potencjalnych celéw dla terapii
molekularnej. Wiedza na temat specyficzno$ci okreslonych ligaz ubikwityny oraz
topologii i funkcji tworzonych na substracie biatkowym tancuchow, a takze lepsze
zrozumienie mechanizmow kontrolnych oraz funkcji, jakie proces ten pelni w ko-
morce, moze znalez¢ zastosowanie w terapii wielu chorob. Odszyfrowanie, w jaki
sposob ,,kod ubikwityny” jest pisany przez enzymy E2 i E3 oraz interpretowany
przez maszyneri¢ komorkowa, jest zatem gldownym pytaniem w tej dziedzinie.
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EGZOSOMY JAKO JEDEN
Z ELEMENTOW MIKROSRODOWISKA

EXOSOMES AS ONE OF THE ELEMENTS OF THE MICROENVIRONMENT
Paulina BORZDZIEOWSKA, Ilona BEDNAREK

Zaktad Biotechnologii i Inzynierii Genetycznej, Wydziat Nauk Farmaceutycznych
w Sosnowcu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

Streszczenie: Posrod wielu zmian jakie zachodza wewnatrz komorek, jak i migdzy komorkami is-
totng rolg odgrywa mikrosrodowisko. Zdefiniowanie tego pojecia nie jest jednak proste, gdyz wy-
maga uwzglednienia wielu proceséw i zmian jakie zachodza zaréwno na poziomie fizycznym, bi-
ochemicznym, jak i molekularnym. Mikrosrodowisko tworzone jest przez macierz pozakomorkowa
oraz komorki, glownie fibroblasty ikomoérki uktadu immunologicznego. Niemniej jednak, jego
cechy i charakter sa zmienne w zalezno$ci od miejsca pochodzenia. Ocena wptywu mikrosrodowiska
w warunkach fizjologicznych jest wazna do poznania funkcjonowania naszego organizmu. Rownie
istotne jest zbadanie mechanizmow jakie zachodza wokot komorek nowotworowych. Poznanie roli fi-
broblastow i komorek uktadu immunologicznego w rozwoju tkanki nowotworowej pomoze z czasem
lepiej zrozumie¢ mechanizmy rozwoju nowotworu, a w konsekwencji dobranie odpowiednich terapii
leczenia. Stosunkowo niedawno odkrytym i nowym elementem mikrosrodowiska sa egzosomy. Od-
krycie tych niewielkich czastek o budowie pecherzykowej stanowi istotny element w poznaniu rozwo-
ju nowotworow. Egzosomy sg odpowiedzialne za przenoszenie i dostarczanie informacji biologiczne;j
do komorek. Te funkcje zawdzigczaja miedzy innymi znajdujacym si¢ w ich wnetrzu elementom
takim jak DNA, RNA, czy biatka niosace informacj¢ genetyczng. Z egzosomami wigze si¢ obecnie
wiele nadziei w kwestii wykorzystania ich w terapii przeciwnowotworowej. Dokladne poznanie cate-
go mechanizmu ich powstawania oraz przenoszenia informacji genetycznej jest niezbedne do zrozum-
ienia ich dziatania i oddzialywania na inne komorki, co istotne moze stac si¢ podstawa do opracowania
nowych strategii prognozowania, diagnozowania i leczenia wielu schorzen.

Stowa kluczowe: egzosomy, mikrosrodowisko

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

Keywords: exosomes, microenvironment

CHARAKTERYSTYKA MIKROSRODOWISKA KOMOREK

Z uwagi na organizacj¢ budowy organella tworza komorki, komorki tkanki.
Roézne tkanki budujg narzady, a narzady caty organizm. Ten z pozoru podstawowy
i prosty model jest w rzeczywisto$ci bardziej skomplikowany. Na kazdym etapie
organizacji jest wiele elementow warunkujgcych zmiennos¢ organizmow. Zacho-
dzace zmiany w pojedynczej komorce mogg zaleze¢ od czynnikéw fizycznych
(jak temperatura, ci$nienie, wilgotnos¢), chemicznych (hormony, enzymy, leki),
czy mechanicznych (przylaczenie przeciwciata, aktywacja komorek ukladu im-
munologicznego, obecnos¢ bakterii). Jednym z wielu aspektow majacym wpltyw
na komorki, a bedagcym w ostatnich czasach przedmiotem duzego zainteresowa-
nia, jest mikrosrodowisko komorek. To proste pojecie wbrew pozorom nie jest
takie fatwe do zdefiniowania. Mikrosrodowisko komorek jest tworzone przez
czynniki, ktére bezposrednio wptywaja na warunki wokot komorek zmieniajac
ich cechy poprzez fizyczne, biochemiczne, molekularne lub inne drogi.

Dla pojedynczej komorki pojecie mikrosrodowiska obejmuje:

* macierz pozakomorkowa (ang. extracellular matrix, ECM);

*  komorki tego samego lub innego rodzaju otaczajace dang komorke;

* hormony, cytokiny oraz inne bioaktywne czasteczki uwalniane na drodze

autokrynnej, endokrynnej lub parakrynnej;

* zmiany w nanostrukturach ECM oraz

* mechaniczne zmiany powodowane przez ruch organizmu lub ptynow

ustrojowych [4].

Wszystkie te czynniki majg ogromny wptyw na pojedynczg komoérke ito one
w duzym stopniu promujg lub hamuja jej wzrost i rozwo6j. W najprostszy sposob
mozna stwierdzi¢, iz mikrosrodowisko tworza komorki zrebu, do ktorych zalicza sie
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fibroblasty, komorki glejowe, epitelialne i thuszczowe, komoérki odpornosciowe oraz
komorki migséni gltadkich. Pomiedzy nimi natomiast rozciaga si¢ macierz zewnatrz-
komorkowa, ktora stanowi drugi niezbedny element kazdego mikrosrodowiska [20].

Sama macierz pozakomoérkowa jest strukturg dynamiczng i bardzo ztozona.
ECM tworza glikoproteiny oraz biatka kolagenowe, jak i niekolagenowe. Wsrdd
wystepujacych w ECM biatek znajduja si¢ m.in. elastyna, fibronektyna, fibulina,
fibrylina, laminina, czy trombospondyna [15]. Podstawowe wtasciwosci fizyczne
jak sztywnos¢, porowatosé, czy brak rozpuszczalnosci wplywaja na funkcjonowa-
nie ECM 1 sg powigzane z adhezja komorek, ich podziatem, czy migracja. Z kolei
cechy biochemiczne ECM warunkuja migdzy innymi przekaznictwo sygnalu mig-
dzy komorkami.

Sposrod komorek zrgbu, o najwazniejszej roli w mikrosrodowisku, wyroznié
mozna fibroblasty oraz komorki uktadu immunologicznego. W prawidtowych
tkankach fibroblasty oddzialuja ze zrebem tkanki, produkcja niekomoérkowe ele-
menty ECM, biorg udziat w tworzeniu blon podstawnych oraz podtrzymujg réw-
nowage miedzy tkanka, a ECM. W procesie gojenia rola fibroblastow staje si¢
wyjatkowo istotna. Niejako nadzoruja caty proces naprawy tkanek. Pod wpty-
wem transformujacego czynnika wzrostu beta (ang. transforming growth factor
S, TGF-B) prawidlowe fibroblasty staja si¢ miofibroblastami odpowiedzialnymi
za kurczenie si¢ rany. Ich aktywacja prowadzi do wzmozenia procesu proliferacji
oraz zmian wlasciwosci wydzielniczych i fenotypowych. Promuja migracj¢ ko-
morek do uszkodzonych miejsc poprzez synteze a-aktyny miesni gtadkich (ang.
alpha-smooth muscle actin, a-SMA). Posrednia rola fibroblastow w procesie na-
prawy polega rowniez na pobudzeniu biatek ECM do produkcji czynnikow wzro-
stu, czynnikow chemotaktycznych oraz naptywu komorek zapalnych, co prowa-
dzi do aktywacji wzrostu i proliferacji komoérek [20].

Mikrosrodowisko komorek tworzone przez ECM czasami nazywane jest ni-
sza komorkowa. Jest to dynamiczne, wyspecjalizowane mikrosrodowisko, ktore
zapewnia odpowiednie warunki do rozwoju komorek. Zadaniem niszy jest utrzy-
manie statej rownowagi miedzy komorkami proliferujacymi, a réznicujacymi si¢.
Odpowiednie warunki w niszy chronig lub sprzyjaja roznym transformacjom ko-
moérkowym [9].

Specyficzng niszg komoérkowa stanowi mikrosrodowisko wokot komérek no-
wotworowych. Fibroblasty pochodzace z nowotwordéw (ang. cancer-associated
fibroblast, CAFs), o cechach zblizonych do miofibroblastow sg jednym z waz-
niejszych elementow wokot komorek nowotworowych. Cechy CAF sg zblizone
do aktywnych fibroblastow, z tg réznica, iz w tkance nowotworowej fibroblasty
te pozostajg stale aktywne. Aktywno$¢ ta polega na stalym pobudzeniu metabo-
lizmu komorki, w tym produkcji kolagenu i elastyny oraz wydzielaniu enzymow,
a cechg charakterystyczng jest obecnos$¢ retikulum endoplazmatyznego. [20].
Sam proces aktywacji moze nastgpi¢ pod wptywem roéznych bodzcow, tj. czynni-
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ki wzrostu, bezposredni kontakt komoérka-komorka, czy stres oksydacyjny. Ciggly
wzbudzony stan fibroblastow w tkance nowotworowej sprzyja dodatkowej proli-
feracji i wzrostowi komorek nowotworowych. Ponadto, stan aktywacji wptywa
na inne $ciezki molekularne, ktére przyczyniajg si¢ do wzrostu nowotworu [36].
CAF, ktore stanowia najwazniejszy element mikrosrodowiska zmiany nowotwo-
rowej charakteryzuje si¢ na podstawie trzech cech. Po pierwsze poziom ekspre-
sji markerow fibroblastéw: wimentyny, biatka 1 specyficznego dla fibroblastow
(ang. fibroblast-specific protein 1, FSP1) i biatka aktywujacego fibroblasty (ang.
fibroblast activation protein, FAP). Po drugie poziom ekspresji markera aktywa-
cyjnego a-SMA i innych inwazyjnych markerow, w tym Til, trombospondyne-1
(ang. thrombospondin 1, Tsp-1), receptor czynnika wzrostu pochodzacego z ptytek
(ang. platelet-derived growth factor receptors, PDGFR o/p), tenascyne-C i meta-
loproteinazy macierzy 3 (ang. matrix metalloproteinase-3, MMP-3). Po trzecie
na podstawie zwigkszonej ekspresji cytokin i czynnikoéw wzrostu, w tym czynni-
ka wzrostu $rodbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor,
VEGF), TGF-B, czynnika wzrostu hepatocytow (ang. hepatocyte growth factor,
HGF), naskorkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor, EGF)
i czynnika wzrostu fibroblastow-2 (ang. fibroblast growth factor, FGF-2) [34].

Komoérki uktadu immunologicznego w mikrosrodowisku nowotworéw odgry-
waja podwojna role. Te same komorki z jednej strony moga wzmagac proliferacje
nowotworow, z drugiej hamowac jego rozwoj. Uktad immunologiczny wptywa
na mikrosrodowisko poprzez wzrost ekspresji antygenéw nowotworowych na po-
wierzchni komorek, czy poprzez wzrost ekspresji nieprawidtowych biatek. Jed-
noczes$nie wiele komorek, w tym CAF, wytworzyly mechanizmy, ktére chronig
je przed atakiem limfocytow T pomocniczych oraz komorek NK. Rola kazdej
komorki immunologicznej w rozwoju nowotworu jest inna [38].

Makrofagi, ktorych rola w pierwotnej odpowiedzi immunologicznej jest nieoce-
niona, dodatkowo zdolne sa do wykazywania cech przeciwnowotworowych w ra-
mach cyrkulacji w krwioobiegu. Niestety, w odpowiedzi na hipoksje¢, zapalenie i inne
niesprzyjajace czynniki dziatajace w mikrosrodowisku, makrofagi przejmuja role ko-
morek promujacych fenotyp nowotworowy (makrofagi towarzyszace nowotworom,
ang. tumor-associated macrophage, TAM). Ich rola wigze si¢ z aktywacja $ciezek
waskularyzacji, inwazyjnosci, wzrostu i przezycia komorek nowotworowych [29].

Zmiana warunkéw mikrosrodowiska powoduje, iz wyjéciowa pula neutrofili
prawidlowych zdolna jest do przeksztalcenia w pule pro lub anty-nowotworows.
Neutrofile stanowig 50-70% wszystkich leukocytéw i odgrywaja kluczowa role
w uktadzie immunologicznym. Odpowiadaja za obrone w infekcjach oraz zapale-
niach. Jednak zmiana warunkow $rodowiskowych powoduje, ze neutrofile prze-
chodza w tzw. pule neutrofili towarzyszacych nowotworom (ang. tumor-associa-
ted neutrophils, TAN) [29]. TAN stymuluja m.in. angiogenezg¢ poprzez uwalnianie
VEGF, HGF, MMP2, czy IL-8 (interleukina-8) [20]. Neutrofile towarzyszace
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nowotworom charakteryzuje ekspresja cytokin aktywujacych i pobudzajacych
uktad odpornosciowy oraz produkcje TNF-a (ang. tumor necrosis factor), ktory
z kolei pobudza pronowotworowy fenotyp komorki przez aktywacje czynnikow
angiogenezy, karcynogenezy oraz uktadu immunologicznego [29].

Niezmiernie wazng grup¢ komorek ukladu immunologicznego stanowig
limfocyty T, a wérdd nich komorki CD4+ i CD8+. Ich rola w nowotworach jest
istotna, biorg udziat w indukcji odpowiedzi cytotoksycznej, a takze w hamowa-
niu i zabijaniu komodrek nowotworowych. Uczestnicza w obwodowej tolerancji
immunologicznej hamujac aktywnos¢ limfocytow T cytotoksycznych. Jednak nie
wszystkie limfocyty T petnig rolg antynowotworows, ich rola pronowotworowa
polega m.in. na aktywacji wydzielania IL-17, ktéra promuje angiogenez¢ oraz
progresje nowotworu. Subpopulacja komorek T, CD4+ CD25+ Foxp3+, tzw. Treg
odgrywaja role w promowaniu wzrostu tkanki nowotworowej oraz hamuja odpo-
wiedz immunologiczng przeciw komérkom nowotworowym [38].

Trzecim najwazniejszym elementem zrebu mikrosrodowiska komorek, poza
fibroblastami i komoérkami uktadu immunologicznego, sa komorki naczyn iich
udziat w procesie angiogenezy. Uktad krazenia jest niezmiernie istotny dla funk-
cjonowania catego organizmu. Proces powstawania pierwszych naczyn z komo-
rek progenitorowych nosi nazwe waskularyzacji. Dalsze tworzenie nowych ka-
pilar, z juz istniejacych naczyn, w postaci naczyn krwionosnych nazywane jest
procesem angiogenezy. W najprostszym modelu proces angiogenezy mozna po-
dzieli¢ na dwa etapy. Pierwszy to tworzenie rurki, w ktorej komorki srodbtonka
reagujg na naplyw czynnikow angiogennych i pobudzane sg do proliferacji oraz
migracji w miejsca o wzmozonym przeptywie krwi. Etap drugi obejmuje dojrze-
wanie naczyn. Proces, w ktorym perycyty sa pobudzane do proliferacji srodbton-
ka i stabilizuja nowo powstalg strukture naczynia wlosowatego. Fizjologicznie
angiogeneza odgrywa kluczowa rolg w regulacji zenskiego uktadu rozrodczego
oraz podczas gojenia si¢ ran. Jest procesem zaleznym od czynnikdéw pro- i anty-
angiogennych oraz ich wzajemnej rownowagi w organizmie [3]. Niestety angio-
geneza zachodzi rdwniez w procesach patologicznych. Jednym z istotniejszych
elementéw pobudzajacych jest niedobor tlenu. Komorki zmiany nowotworowej
nie moga swobodnie rosna¢ bez dostepu substancji odzywczych i tlenu. Musza
znajdowaé si¢ w bliskim sasiedztwie naczyn krwiono$nych. Stad, gdy s$rednica
nowotworu przekracza kilka milimetrow, komoérki nowotworowe aktywuja po-
szczegbdlne elementy do rozpoczgcia procesu angiogenezy. Caly proces rozpo-
czyna si¢ od oddzielenia komorek §rédbtonka (ang. normal epithelial cells, NEC)
od perycytdéw, komorek btony podstawnej stabilizujacych naczynie krwionos$ne.
Nastepnie dochodzi do zmian w obrgbie ECM oraz migracji i inwazji komorek
przez blong. Wszystkie te zmiany w koncowym efekcie prowadza do powstania
nowych rurek kapilarnych pomiedzy nowotworowymi komoérkami tkanki [24].
Nie jest to jedyny mechanizm powstawania nowych naczyn w chorobach nowo-
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tworowych, jednak niewatpliwie odgrywa znaczaca role. Pierwszoplanowym ele-
mentem powstawania naczyn jest rownowaga miedzy endogennymi aktywatora-
mi i inhibitorami angiogenezy. W chorobach nowotworowych same komorki, ale
takze elementy mikrosrodowiska odgrywaja istotna rolg¢. Poprzez wydzielanie en-
dogennych czasteczek wplywajacych na rownowage angiogenng stymulujg caly
proces powstawania nowych naczyn krwiono$nych [24].

Do najwazniejszych stymulatoré6w procesu angiogenezy zalicza si¢ stany
niedotlenienia, w ktorych aktywny udziatl bierze czynnik indukowany niedotle-
nieniem (ang. hypoxia-inducible factor 1-alpha, HIF-1a), bezposrednio odpowie-
dzialny za regulacje¢ ekspresji biatek zaangazowanych w angiogeneze¢. Do bia-
fek o charakterze proangiogennym zalicza si¢ takze czynniki wzrost, tj.: VEGF,
zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (ang. basic fibroblast growth factor,
bFGF), czynnik wzrostu pochodzacy z ptytek (ang. platelet-derived growth fac-
tor, PDGF), a takze biatka tj.: interleukina-8, tozyskowy czynnik wzrostu (ang.
placental growth factor, PIGF) i TGF-p [24].

Cecha charakterystyczna powstajacych naczyn nowotworowych jest ich cha-
otyczne rozgalezienie i brak zorganizowanej struktury. Sciana naczyn nowotwo-
rowych czesto jest cienka i bardzo krucha, co sprawia, ze nie jest do konca szczel-
na [14]. Znaczaca role odgrywaja nowotworowe komorki srodbtonka (ang. tumor
endothelial cells, TEC), ktore nie tylko stymulujg wydzielanie i ekspresj¢ czaste-
czek proangiogennych, ale rowniez pobudzaja komorki nowotworowe do prze-
rzutowania [22]. TEC wykazuja pewng zmienno$¢ w zalezno$ci od pochodzenia.
Wykazano, iz r6znig si¢ od NEC stopniem odpowiedzi m.in. na EGF, adrenomo-
duling oraz VEGEF, czyli czasteczki o charakterze proangiogennym. Zauwazono,
iz wydzielany autokrynnie VEGF przez TEC dodatkowo zwigksza przezycie TEC
i stymuluje ich migracje. Druga wazna cecha nowotworowych komoérek endote-
lialnych jest ich opornos¢ na leki [14, 22].

Niestabilno$¢ komoérek TEC jest jednym z wazniejszych elementow, ktory
prowadzi do pobudzenia calego procesu angiogenezy. Przyczyny nieprawidtowo-
sci komorek TEC nie sg do konca znane. Naukowcy opisali jednak kilka prawdo-
podobnych mechanizméw ich powstawania [13]. Jednym z nich jest niestabilnos¢
genetyczna, ktora powstaje w odpowiedzi na zmiany w mikrosrodowisku nowo-
tworu. W komorkach nowotworowych ligandy dla VEGF, bFGF, czy receptora
nabtonkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor, EGFR)
ulegaja ekspresji, co prowadzi do aktywacji ekspresji onkogenow i w konsekwen-
cji do niestabilno$ci genetycznej komorek TEC. Pobudzane sa w podobny sposéb
proangiogenne chemokiny CXCL1 i CXCLS8, poprzez wzrost ekspresji BCL-2.
Juz sam stan niedotlenienia pobudza procesy proangiogenne i aktywacje komo-
rek TEC. Innym mechanizmem powstawania komorek TEC jest odréznicowywa-
nie lub transroznicowanie komoérek nowotworowych lub macierzystych komorek
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nowotworowych. Ztosliwe komorki nowotworowe potrafig roéwniez ulegaé fuzji
z prawidtowymi progenitorowymi komodrkami §rédbtonka (ang. vascular progeni-
tor cells, VPC). Zmiany w prawidtowych komoérkach endotelialnych moga zacho-
dzi¢ w wyniku pobierania onkogenow lub transferu gendéw. Proces ten zachodzi
w wyniku fagocytozy ciatek apoptotycznych lub mikropgcherzykéw pochodza-
cych od zmiany nowotworowej przez komorki NEC. W tworzeniu komoérek TEC
obserwuje si¢ ponad to zjawisko zwane mimikrg naczyniowg nowotworu, polega-
jace na aktywacji markerow $rodbtonka przez komorki nowotworowe. Prowadzi
to do powstania innego rodzaju kanalu naczyniowego [13].

Proces angiogenezy oraz zmiany jakie zachodzg w mikrosrodowisku komorek
nowotworowych prowadzace do powstawania nowych naczyn krwiono$nych sa
niezmiernie waznym elementem przyczyniajagcym si¢ do powstawania przerzu-
téw nowotworowych [24].

Bardzo doktadne poznanie mikrosrodowiska jest jednym z kluczowych elemen-
tow, aby pozna¢ mechanizmy rozwoju nowotworéw. Obecnie mamy coraz wigcej
mozliwosci, aby doktadnie scharakteryzowa¢ kazda nisz¢ komorkowsa i doktadnie
poznac jej mechanizmy dziatania. Duzo mowi si¢ 1 prowadzi wiele analiz na temat
wpltywu mikrosrodowiska na komorki i ich interakcje miedzy sobg. W ostatnich la-
tach intensywnie prowadzi si¢ badania nad egzosomami, ktore sg niewielkimi pe-
cherzykowymi strukturami, bedacymi waznym elementem mikrosrodowiska. Ich
rola, cho¢ w duzej mierze nie jest jeszcze do konca poznana, jest ogromna w prze-
noszeniu sygnatéw miedzykomorkowych.

HISTORIA ODKRYCIA EGZOSOMOW

Analiza i che¢ poznania czasteczek wydzielanych przez komorki doprowa-
dzita do poznania egzosomow, niewielkich czgsteczek o $rednicy do 150 nm. Hi-
storia odkrycia tych wyjatkowych czgsteczek siega roku ok. 1917, a potem 1974,
kiedy to Christian de Duve zostat uhonorowany Nagroda Nobla w dziedzinie me-
dycyny 1 fizjologii za odkrycia dotyczace strukturalnej i funkcjonalnej organiza-
cji komorek, a doktadnie za odkrycie i opisanie czgsteczki liposomu.

Kolejnym waznym wydarzeniem w historii prowadzacym do odkrycia egzo-
somu byly publikacje, ktore ukazaty si¢ w 1983 roku. Opisywaly one proces doj-
rzewania retikulocytow i utrat¢ receptora transferryny na powierzchni komorki
w tym procesie [11, 25, 26].

Te dwa, z pozoru nie zwigzane ze sobg odkrycia, przyczynity si¢ do rozwoju
dalszych badan nad mikroczasteczkami. Naukowcy postawili sobie pytanie. Sko-
ro podczas procesu dojrzewania retikulocyty tracg receptor transferryny, to czy
moze w ten proces sg zaangazowane lizosomy?
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Dwie niezalezne grupy naukowcow wykazaty, ze niewielkie pecherzyki sa
formowane poprzez wpuklenie wewnetrznej btony do $wiatla endosomow. Po-
wstajace struktury nazywane zostaty ciatkami wielopecherzykowymi (ang. multi-
vesicular body, MVB) [19]. Po raz pierwszy terminu ,,egzosom” uzyt i zapropo-
nowat Rose M. Johnstone w 1987 roku. Definiujac egzosom jako pgcherzykowa
czasteczke wydzielang przez ciatko wielopecherzykowe MVB [18].

W dalszych latach powstato szereg badan dotyczacych pochodzenia i budo-
wy egzosomow. W pierwszej kolejnosci naukowcy skupili si¢ na antygenowe;j
charakterystyce egzosomow i okresleniu ich pochodzenia. W drugim rzucie na
poznaniu ich szczegdlowej budowy, w tym tadunku genetycznego jaki ze soba
niosg. Ponadto poszukuje si¢ i bada funkcje jakie egzosomy pelnig w organizmie.

Wiele pytan o egzosomy pozostaje wcigz bez odpowiedzi, za§ prowadzone
liczne badania dajg szanse na znalezienie nowych informacji.

DEFINICJA EGZOSOMU

Rozne komorki wydzielajg rozne czasteczki do mikrosrodowiska, aby dokladnie
zdefiniowac¢ egzosomy konieczne bylo ustalenie konkretnych kryteriow. Poczatkowo
definicja odnosita si¢ do czgsteczek wydzielanych z MVB, i tak definiowat egzosomy
Johnstone 1 wsp. obserwujac egzosomy wydzielane podczas formowania erytrocytéw
[18]. Nieco inna definicje przyjeli Cocucci i wsp., ktdrzy opisali proces tzw. rozsiewa-
nia mikropecherzykow (ang. shedding microvesicles). Opisali oni proces bezposred-
niego wydzielania zawarto$ci cytoplazmatycznej, w tym mikropecherzykow, z btony
komorkowej. W drodze do sformutowania doktadnej definicji egzosomu istotng rolg
odegraly rowniez badania nad podobienstwami mi¢dzy mikropecherzykami, a lizoso-
mami. Naukowcy, Simonsa i wsp. zwrocili uwage na istotng role ceramidu sfingolipi-
dowego w powstawaniu struktur pecherzykowych i ich rozréznieniu [7].

Pecherzyki zewnatrzkomorkowe (ang. extracellular vesicles, EVs), to czasteczki
zwigzane z lipidami, wydzielane do przestrzeni zewnatrzkomorkowej. Trzy najwaz-
niejsze podtypy EV to mikropecherzyki (ang. Microvesicles, MVs) , cialka apopto-
tyczne (ang. apoptotic bodies) oraz egzosomy (ang. exosomes). Wszystkie rodzaje
EV réznig si¢ migdzy sobg biogeneza, drogg uwalniania, wielkoscig oraz tadunkiem
biologicznym i funkcja [8]. W tabeli 1, na podstawie zestawienia Zhang i wsp. wy-
szczeg6lniono najwazniejsze roéznice migdzy réznymi ciatami pecherzykowymi [39].

Srednica egzosomu jest zalezna w duzej mierze od jego pochodzenia. Mini-
malny rozmiar zalezy od dwuwarstwy lipidowej, ktorej grubo$¢ ocenia si¢ na
okolo 5nm. Blona zapewnia egzosomom sztywno$¢, stad najmniejszy mozliwy
pecherzyk musi mie¢ co najmniej 30nm. Policzono, iz catkowity tadunek egzoso-
moéw prawdopodobnie nie moze by¢ wiekszy niz 100 bialek oraz 10 000 nukleoty-
doéw kwasu nukleinowego [35].
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TABELA 1. Zestawienie roznic migdzy ciatami pgcherzykowymi [36]
TABLE 1. List of differences between follicular bodies [36]

Egzosomy Ektosomy Cialka apoptotyczne
Pochodzenie MVB Btona komorkowa
Rozmiar 30-150nm 100-1000 nm 50-5000 nm
Ksztalt roézny rézny rézny
Sedymentacja ~100,000 g ~10,000 g ~1200 g Iub ~2000g

PDCD6IP, TSG101,

Najwazniejsze bialka CDY, CD63, CDS1

MMP2, CK18 histony

cholesterol,

Najwazniejsze lipidy | cholesterol, ceramidy fosfatydyloseryna

fosfatydyloseryna

s Dtugie niekodujace .
Najwazniejsze kwasy | px 1 RNA, miRNA, | PRNA mIRNA, | NA, miRNA, DNA
nukleinowe DNA DNA

Do petnej definicji egzosomu nie wystarczy wziag¢ pod uwage jedynie jego
rozmiaru. Waznym elementem jest rowniez unikatowy sktad biatek i lipidow, nie-
zbedny do identyfikacji. Pomimo rdznic pomi¢dzy samymi egzosomami pocho-
dzacymi z r6znych zrédet ich cechg wspdlng sg charakterystyczne biatka transpor-
towe 1 fuzyjne (GTPazy, aneksyny, flotylina), tetraspaniny (CD9, CD63, CDS81,
CD82), biatka szoku cieplnego (Hsc70, Hsp90), biatka biorgce udziat w tworze-
niu MVB (Alix (ang. ALG-2-interacting protein X), TSG101 (ang. tumor suscep-
tibility gene 101), a takze biatka i fosfolipazy zwigzane z lipidami. Najczgstsze
markery wykorzystywane do identyfikacji egzosomow to: tetraspanniny, Alix,
flotylina, TSG101 i Rab5b [35].

BUDOWA I SKEAD EGZOSOMOW

Jedna z wazniejszych funkcji egzosomow jest przenoszenie i dostarczanie in-
formacji biologicznej do komorek. Te¢ funkcje zawdzigczaja migdzy innymi swo-
jej pecherzykowej strukturze, wewnatrz ktorej znajduja si¢ liczne elementy jak
DNA, RNA, czy biatka niosace informacj¢ genetyczna. Egzosomy komunikuja
si¢ gldéwnie dwoma drogami. Po pierwsze przez scalenie blony komoérkowej eg-
zosomow z komorka biorcy, co umozliwia przeniesienie informacji do komorki
docelowej. Po drugie poprzez aktywacje receptoréow btonowych w komorce bior-
cy, a w dalszej kolejnosci aktywacje szlaku wewnatrzkomorkowego. Egzosomy
sktadajg si¢ gldwnie z trzech elementdéw lipidoéw, biatek i kwaséw nukleinowych.
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LIPIDY

Sktad lipidowy egzosoméw jest bardzo ptynny i zalezny od wielu czynnikow.
Niemniej jednak gtowna grupa lipidow, ktore znajduja si¢ w egzosomach, sa lipidy
btonowe. Druga grupe stanowig lipidy wychwytywane do cytozolu podczas tworze-
nia ILV (ang. intraluminal vesicles). W egzosomach, podobnie jak w komorkach,
lipidy sg rozmieszczone asymetrycznie po dwoch stronach blony komorkowej [31].

Sktad lipidowy egzosomu zalezy m.in. od rodzaju komorki z ktérej pochodzi,
niemniej jednak na podstawie obecnie dostgpnych badan i przeprowadzonych ana-
liz zbiorczych mozna stwierdzié, iz sktad lipidowy egzosomow jest do siebie dosé
zblizony [10]. W egzosomach znajduja si¢ gtdéwnie fosfatydyloseryna, kwas fosfa-
tydowy, cholesterol, sfingomielina, kwas arachidonowy i inne kwasy thuszczowe,
prostaglandyny i leukotrieny [39]. Fakt, iz blona egzosomu bogata jest w cholester-
ol i sfingomieling sugeruje, iz moga si¢ w niej tworzy¢ wysoce dynamiczne domeny
cholesterol-sfingolipid, na ksztatt domen tratwowych. Budowa btony lipidowej jest,
podobnie jak w komodrkach, dwuwarstwowa struktura o réznym sktadzie lipido-
wym. W zewngetrznej btonie znajduja si¢ gtdwnie sfingolipidy i fosfatydylocholina,
natomiast pozostate klasy lipidow lokuja si¢ gldownie po wewnetrznej stronie btony
[31]. Wysoka zawartos¢ sfingolipidow i cholesterolu zapewnia egzosomom sztyw-
no$¢ i podwyzszong odporno$¢ na zmiany fizykochemiczne. Poczatkowo lipidy sa
wlaczane do egzosoméw losowo, dopiero w procesie formowania i dojrzewania
ulegaja sortowaniu [37]. Ogoélnie mozna przyjac, iz molowy procent fosfatydyloeta-
nolaminy w komorkach i egzosomach jest podobny, natomiast molowy procent fos-
fatydylocholiny i fosfatydyloinozytolu jest nizszy w egzosomach, niz komoérkach
z ktorych pochodzg [30]. Na przyktadzie retikulocytow w badaniach pokazano, iz
sktad lipidowy egzosomow uwalnianych na réznym etapie dojrzewania komorki
macierzystej rowniez moze by¢ nieznacznie odmienny [6]. Unikatowy sktad dwu-
warstwy lipidowej egzosomow prawdopodobnie przyczynia si¢ do ich stabilnosci
w roznych srodowiskach pozakomoérkowych. Wiedza na temat doktadnej budowy
tej dwuwarstwy moglaby by¢ wykorzystana na przyktad do poprawy liposomalnych
systemow dostarczania lekow [37].

Lipidy tworzace egzosomy petnig rézne funkcje, na przyktad: zapalng, immu-
nosupresyjna, wyzwalaja migracj¢ leukocytow, zwiekszaja produkcje egzosomow,
biorg udziat w sortowaniu tadunku na MVB, regulujg wydzielanie egzosomow,
wyzwalaja naptyw wapnia i wiele innych. Ponadto egzosomy w swoim wnetrzu
zawieraja funkcjonalne enzymy lipolityczne, ktére moga wytwarza¢ jednost-
ki réznych bioaktywnych lipidow [39]. Lipidy egzosomalne mogg oddziatywac
z r6znymi biatkami przenoszacymi lipidy w cytoplazmie biorcy, tj. receptory czy
biatka wigzace kwasy tluszczowe. Uwalniane egzosomy 1 wychwytywane przez
komorki docelowe mogg uczestniczy¢ w modulowaniu metabolizmu lipidow ko-
morkowych biorgc tym samym udziat w patogenezie chordb jak miazdzyca tetnic.
Dowiedziono, iz egzosomy wywodzace si¢ z aktywowanych limfocytéw T, ktore
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na swojej zewnetrznej powierzchni majg cholesterol oraz fosfatydylocholing (PC)
za posrednictwem receptora PC na monocycie utatwiag gromadzenie si¢ choleste-
rolu w kroplach lipidow. Réwnolegle z akumulacja cholesterolu w monocytach
zwigksza si¢ produkcja prozapalnej cytokiny TNF-a, co potwierdza rol¢ egzoso-
mow w rozwoju miazdzycy [21].

Osobne zagadnienie stanowig lipidy w egzosomach zewnatrzkomorkowych, izo-
lowane z ptyndéw biologicznych. Jak dotagd bardzo mato jest dostepnych badan na ten
temat. Najlepiej opisane pod tym wzgledem sa egzosomy z nasienia oraz moczu [30].

BIALKA

Wiele badan pokazuje, ze tadunek biatkowy egzosomow jest zalezny od rdz-
nego typu komorek, z ktorych pochodza. Czasami zdarza si¢ rdwniez, ze jeden
rodzaj komorek wydziela dwa roézne rodzaje egzosomow lub pod wptywem dzia-
lania czynnikow zewnetrznych tadunek biatkowy egzosomow ulega zmianie [37].

Niemniej jednak w egzosomach mozna wyr6znic kilka grup biatek. Jedna z du-
zych grup stanowig biatka zaangazowane w biogenezg egzosomow, sa to migdzy
innymi elementy uktadu ESCRT (endosomalnego kompleksu sortujacego), biatka
odpowiedzialne za tworzenie i uwalnianie ILV, w tym rodzina bialek Rab. Duza
grupe biatek stanowiag tetraspanny, w tym gldwne: CD63, CD81, CDS82 i CD?9.
Inne biatka odgrywajace istotng role to biatka zaangazowane w przekazywanie
sygnatu, jak EGFR, oraz prezentujace antygeny, MHC 11 MHC II [1]. Jeszcze
inng grupe biatek stanowi grupa biatek szoku cieplnego Hsp [39]. W egzosomach
nie zidentyfikowano obecnosci biatek zwigzanych z siateczkg endoplazmatyczna,
aparatem Golgiego 1 jadrem komoérkowym [33]. Natomiast potwierdzono obec-
nos$¢ czynnikow transkrypcyjnych, ktore zwykle znajduja si¢ wewnatrz jadra ko-
morkowego, np. Wnt, Notch [1].

Sposrod tak wielu biatek niektore z nich uwaza si¢ za biatka markerowe egzo-
somow, naleza do nich gtéwnie TSG101, Hsp70, CD81 i CD63 [39].

TETRASPANINY

Egzosomy pochodza z roznych tkanek i w zaleznos$ci od pochodzenia petnig
rozne funkcje. Ponadto do przestrzeni wydzielane sg nie tylko egzosomy, ale tak-
ze inne czgsteczki o budowie pecherzyka. Tetraspaniny petnig jedng z waznych
funkcji miedzy innymi jako markery egzosomow. Egzosomy w pewnym stopniu
maja doktadnie zdefiniowang, konserwatywna, strukture biatkows. Jako tetraspa-
niny petnigce role markerow egzosomalnych w literaturze wyréznia sig: CD9,
CD63, CD37, CD81 lub CD82. Warto jednak zwrdci¢ uwage na fakt, iz nie sa
to markery idealne i wiele badan pokazuje, ze za pomoca tylko i wylacznie tych
markeréw nie mozna w peni zidentyfikowac egzosomow. Warto rowniez zwrocic¢
uwage, iz ekspresja gtownych tetraspanin egzosomalnych: CD9, CD63 oraz CD81
jest rézna w zaleznos$ci od pochodzenia egzosomow i moze by¢ zmienna [2].
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RNA

Kwasy nukleinowe stanowig jeden z wazniejszych sktadnikow egzosomow.
»Zapakowane w strukture egzosomow” RNA moze przenosi¢ informacj¢ pomig-
dzy komoérkami. Informacja ta moze dotyczy¢ zarowno procesow fizjologicznych,
jak i patologicznych, w tym rozwoju nowotworu [39]. Informacja jaka niesie dana
czasteczka egzosomalnego RNA jest jednak procesem selektywnym i nie zawsze
musi odzwierciedla¢ profil komorki-matki. Egzosomy zawieraja rozne rodzaje
RNA. Badania pokazuja, ze najwi¢cej znajduje si¢ w nich czasteczek mikro RNA
(microRNA, miRNA). Istotne jest to, iz ,,zamknigcie” miRNA w strukturze eg-
zosomu stanowi rownocze$nie pewng form¢ ochrony kwasu rybonukleinowego
dostajacego si¢ do ptyndow ustrojowych/osocza przez nukleolityczng aktywnos$cia
RN-az [17]. Inne rodzaje RNA wystepujace w egzosomach to: rybosomalne RNA,
mate niekodujace RNA (ang. piwi-interacting RNA, piRNA; ang. small nuclear
RNA, snRNA; ang. small nucleolar RNA, snoRNA; ang. small Cajal body-specific
RNAs, scaRNA; ang. Ro-associated Y, YRNA), tRNA (ang. transfer RNA) i jego
fragmenty oraz dlugie niekodujace RNA [16].

Wiele badan wskazuje na znaczenie RNA egzosomalnego jako elementu dia-
gnostycznego. Naukowcy probuja zidentyfikowac czasteczki egzosomalnego
miRNA pochodzace z konkretnej zmiany nowotworowej (np. rak jajnika, rak pro-
staty, rak sutka, rak ptuca, czy glejak), wykorzystujac je nastepnie jako krazacy
biomarker diagnostyczny [5, 12, 16, 23, 32] Badania wskazuja rowniez, iz kraza-
ce miRNA moze by¢ uzywane jako marker uszkodzenia watroby lub zapalenia.
Nie ma jednej uniwersalnej czasteczki egzosomalnego RNA, ktora mogtaby by¢
wykorzystywana do diagnostyki stad liczne prowadzone badania nad rolg egzoso-
malnego RNA w rozwoju nowotworu [16, 27, 28].

PODSUMOWANIE

Mikrosrodowisko stanowigc nisze do rozwoju komorek i komunikacji po-
migdzy nimi jest obiektem zainteresowan wielu zespolow badawczych. Zain-
teresowanie to dodatkowo wzrosto wraz z poznaniem szeregu aspektow po-
wstawania, uwalniania i znaczenia egzosomoéw majacych wptyw na komorki,
zarowno prawidtowe, jak i te powigzane ze stanami patologicznymi organizmu.
Biorac pod uwage udziat egzosomoéw w dwukierunkowej komunikacji z komor-
kami czy tkankami dystalnymi dalsze poznanie roli egzosomoéw w funkcjono-
waniu mikrosrodowiska jest nadal wysoce pozadane.
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ROLA WYBRANYCH CZYNNIKOW
REGULUJACYCH ANGIOGENEZE W ROZWOJU
I PRZEBIEGU RDZENIAKA ZARODKOWEGO

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

Adrianna KLIMCZAK, Mikotaj PATELSKI, Przemystaw TRELA,
Tomasz FLUR, Barbara PIETRZAK, Maciej CZAPLA, Szymon BLIDA

Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Streszczenie: Medulloblastoma jest nowotworem os$rodkowego ukladu nerwowego najczgsciej
wystepujacym u dzieci. Obecnie gldéwnymi metodami w walce z rdzeniakiem zarodkowym sa che-
mioterapia, radioterapia oraz chirurgiczne resekcje guza. Wiek mtodych pacjentow jest szczegdlnie
istotny, poniewaz ogranicza mozliwosci pomocy. Typowe leczenie niesie ze sobg szereg powiklan oraz
skutkow ubocznych. Nadzieje na opracowanie swoistej terapii daja badania nad angiogenezg rdzeni-
aka zarodkowego. Angiogeneza jest procesem ztozonym z wielu etapow prowadzacych do powstania
nowych naczyn krwionos$nych. Zapoczatkowaé ja moze czynnik proangiogenny, hipoksja, nat¢zona
produkcja tlenku azotu przez komoérki endotelium, badz naprezenie $cinajace przeptywajacej przez
naczynie krwi oddzialujace na komorki srodbtonka. Najistotniejszym czynnikiem indukujagcym angi-
ogeneze jest VEGF. Proces tworzenia nowych naczyn jest zahamowany, gdy czynniki proangiogenne
zostang zdominowane przez czynniki antyangiogenne.

Angiogeneza jest procesem fizjologicznym, jednakze moze warunkowaé wzrost irozwdj guza,
poniewaz komorki nowotworowe potrzebuja dostepnosci tlenu i sktadnikoéw odzywczych. W poczat-
kowej fazie rozwoju guza, gdy ilo$¢ obecnych naczyn krwiono$nych nie jest w stanie sprosta¢ zapo-
trzebowaniu na tlen wystepuje hipoksja. Drugg mozliwa drogg indukcji angiogenezy jest produkcja
czynnikow proangiogennych przez komorki nowotworowe lub inne komoérki otaczajace nowotwor.
Cechg naczyn powstatych w procesie nowotworzenia jest dezorganizacja. Odmiennie od naczyn ro-
zwinigtych w sposéb fizjologiczny, te maja ograniczone mozliwosci podazy krwi i tym samym stan
hipoksji si¢ utrzymuje stymulujac dalszg angiogenez¢. Nowe naczynia warunkuja przetrwanie nowot-
woru oraz przerzutowanie, ktore determinuje rozwdj choroby i ogranicza skuteczno$¢ leczenia.
Niestety przebieg angiogenezy w przypadku rdzeniaka zarodkowego nie jest dobrze zbadany. Do-
tychczasowe badania wskazuja, Ze jest to guz naczyniozalezny co warunkuje jego ztosliwosc¢ i zdol-
no$¢ przerzutowania. Dalsze badania i poglebienie wiedzy na temat tego procesu u medulloblas-
toma daja nadziej¢ na opracowanie terapii celowanej ubozszej w efekty uboczne oraz szans¢ na
dtuzsze przezycie mtodych pacjentow.

Stowa kluczowe: medulloblastoma, angiogeneza, VEGF
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Summary: Medulloblastoma is a central nervous system tumor that usually occurs in children. Cur-
rently the treatments to fight medulloblastoma are chemotherapy, radiotherapy and surgical resection
of the tumor. Due to the young age of patients the possibilities of help are limited. Typical treatment
involves a number of complications and side effects.

The research on angiogenesis of medulloblastoma may provide hope for patients. Angiogenesis is
a complex, multistep process that leads to the formation of new blood vessels. It may be initiated by
a proangiogenic factor, hypoxia, increased production of nitric oxide by endothelial cells, or the shear
stress of blood flowing through the vessel. VEGF is the most essential inducer of angiogenesis. The
process is inhibited when the proangiogenic factors are in excess comparing to antiangiogenic factors.
Angiogenesis is a physiological process. However, it can lead to tumor’s growth and development. To
survive cancer cells need supply of oxygen and nutrients. In the initial stage of tumor development,
when the number of present blood vessels is not able to meet the oxygen demand, hypoxia occurs. The
second possible way of inducing angiogenesis is the production of proangiogenic factors by tumor
cells or other cells surrounding the tumor.

Disorganization is a feature of the vessels formed in the neoplastic process. Contrary to physiolog-
ically developed vessels, these have a limited ability to supply blood and thus remain hypoxic. The
hypoxia stimulates further angiogenesis. New vessels determine tumor survival and metastasis what
makes the treatment less effective.

Unfortunately, the angiogenesis in medulloblastoma is not well studied. The available research indi-
cates that it is a vascular-dependent tumor, which determines its malignancy and metastasis. Further
research and deepening the knowledge of this process offer hope for the development of targeted ther-
apy with less side effects and a chance for longer survival of young patients.

Keywords: medulloblastoma, angiogenesis, VEGF

MEDULLABLASTOMA — RDZENIAK ZARODKOWY
CHARAKTERYSTYKA, EPIDEMIOLOGIA ORAZ LECZENIE

Rdzeniak zarodkowy jest najczestszym nowotworem osrodkowego uktadu
nerwowego o pochodzeniu zarodkowym, dotykajacym w znacznej wigkszosci
populacje wieku dziecigcego. Wedtug klasyfikacji Swiatowej Organizacji Zdro-
wia WHO, nalezy do nowotwordéw o najwyzszym — [V stopniu zlos§liwosci. Sza-
cuje sig, iz stanowi okoto 20% wszystkich guzow mozgu wystepujacych u dzieci
[39]. Najczesciej rozwija si¢ w obrgbie tylnego dotu czaszki, w okolicach robaka
mozdzku albo komory IV. Dzigki temu wykazuje sktonnosci do rozsiewania prze-
rzutow droga ptynu moézgowo-rdzeniowego itym sposobem w wielu przypad-
kach nacieka na sasiadujace struktury anatomiczne [56]. Tak jak inne nowotwory
embrionalne, tworza go komorki niezréoznicowane lub o niskim stopniu zréznico-
wania. W zwigzku z tym nie wykazujg one zaréwno morfologicznych, jak i im-
munohistochemicznych cech dojrzatych komorek [12].

Rdzeniak przynalezy do grupy nowotworéw drobnookragtoniebieskoko-
morkowych, charakteryzujacej si¢ specyficznym rysem budowy histologiczne;.
Tworza go ciasno utozone, niewielkie komorki z malg iloscia cytoplazmy i hi-
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perchromatycznym jadrem. W barwieniu hematoksyling i eozyna przyjmuja kolor
granatowy. Czesto posiadaja skapo wyksztatcone wypustki cytoplazmatyczne. Na
te chwile, WHO w obowiazujacej klasyfikacji nowotworéw wyrdznia 5 histolo-
gicznych podtypow medulloblastoma: klasyczny (classic medulloblastoma), de-
smoplastyczny/guzkowy (desmoplastic/nodular medulloblastoma), z silnie wyra-
zong guzkowoscia (medulloblastoma with extensive nodularity), anaplastyczny
(anaplastic medulloblastoma) i wielkokomoérkowy (large cell medulloblastoma).
Kazdy znich moze skutkowa¢ odmiennym, specyficznym dla siebie przebie-
giem klinicznym choroby. obecnie trwaja intensywne badania nad ich podtozem
molekularnym [56]. Na ich podstawie rozrézniono co najmniej cztery odrgbne
podtypy guza: Wnt, SHH (SonicHedghog), grupa 3 i grupa 4. Grupy Wnt oraz
SHH zostaty nazwane zgodnie ze $ciezkami molekularnymi, ktérych mechani-
zmy zostaty zachwiane (na skutek mutacji odpowiednich gendéw biatek uczestni-
czacych w szlakach), a ktore odgrywaja istotng rolg w procesach embriogenezy.
Grupy 3 14 (okreslane czesto wspdlnie jako: Non-Wnt/ShhTumors z ang.) nie
zostaly dotychczas wystarczajaco doktadnie scharakteryzowane pod wzgledem
procesow, odpowiadajacych za rozwdj patologii. Zadecydowano wigc, ze dopoki
nie zostanie poznana bardziej szczegoétowo biologia napgdzajaca wyksztatcenie
zmian nowotworowych w tych przypadkach, nazwy pozostana bardziej ogdlne.
Wiele trudnosci przysparza fakt, ze sg to jednostki do siebie podobne, czgsto wy-
kazujace zbiezne elementy patologii. Istotnym genem, ktorego ekspresja czgsto
ulega amplifikacji w grupie 3 jest mi.in gen MYC, natomiast w grupie 4 onkogen
OTX2. Najwyrazniej niekorzystne rokowanie pacjentdow z grupy 3 wskazuje na
konieczno$¢ poswigcenia jej szczegdlnej uwagi w aspekcie poszukiwan praktycz-
nych biomarkerow[48].

Rdzeniak zarodkowy po raz pierwszy zostal opisany przez Harveya Cushinga
i Percivala Baileya w 1925 roku, ktorzy tym samym odro6znili go od scharaktery-
zowanego w owym czasie guza glejowego, okreslanego wspodtczesnie spongiobla-
stoma. Badacze chcieli w ten sposob podkresli¢ jego odmienne niz wczesniej sa-
dzono, pochodzenie. Zaprzeczyli oni 6wczesnym przekonaniom o zrddle rozwoju
rdzeniaka z jednej z pieciu pluripotencjalnych komorek macierzystych, zasiedla-
jacych cewe nerwowa. Do tej pory jednak, nie udato si¢ zidentyfikowa¢ zadnej
komorki embrionalnej, ktéra mozna by utozsamia¢ z Medulloblastoma[31]. Na
poczatku lat osiemdziesigtych XX wieku, bazujac na podobienstwu histologicz-
nym pomie¢dzy rdzeniakami a innymi drobnymi guzami niebieskoomérkowymi,
ktore rozwijaja si¢ poza tylnym dolem czaszki, zawnioskowano, aby sklasyfi-
kowa¢ je wspdlnie w ramach grupy prymitywnych guzéw neuroektodermalnych
(ang. Peripheral primitive neuroectodermal tumour, PNET). Jednak, ze wzgledu
na odmienno$¢ molekularng drobnoniebieskokomoérkowych guzéow tylnego dotu
od tych wystepujacych na obszarach szyszynki czy tez w korze mdzgu, zadecydo-
wano o odgraniczeniu rdzeniaka zarodkowego od pozostatych PNET. Swiatowa
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Organizacja Zdrowia (WHO) (Kleihues et al., 1993) zatwierdzita te klasyfikacje,
co wzbudzito wiele kontrowersji. Wielu uczonych wciaz spiera si¢ w tej kwestii,
twierdzac, iz dotychczas nie przedstawiono wystarczajacych dowodow, pozwala-
jacych na rozroznienie wyzej wymienionych nowotworow [12].

Leczenie rdzeniaka opiera si¢ na terapii wielodyscyplinarnej, obejmuje che-
mioterapi¢ i radioterapi¢ oraz w przypadkach, ktére na to pozwalaja, interwencje
chirurgiczne w postaci resekcji guza. Metody dostosowuje si¢ przede wszystkim
do wieku dziecka. Leczenie dobierane jest rOwniez na podstawie stratyfikacji ry-
zyka, wielkosci i rozleglosci guza, obecno$ci przerzutow oraz, coraz czgsciej, hi-
stologii komorek nowotworu i molekularnych mechanizmach towarzyszacych da-
nym podtypom. Obecnie, szczegolne obawy budzi poddawanie radioterapii bardzo
matych pacjentow (ponizej 3 roku zycia). Nalezy réwniez wspomnie¢ o niepoko-
jacych powiktaniach wtornych dlugoterminowego leczenia. Badania nad jako$cia
postkuracyjnego zycia, stanowig obecnie obiekt szczegolnego zainteresowania. Po-
wiktania obejmujg degeneracj¢ funkcji neurokognitywnych, endokrynologicznych,
uposledzenie wzrostu i, utrat¢ stuchu oraz wtérne nowotwory [14]. Nadzieje niosa
badania prowadzone nad molekularnymi patomechanizmami rozwoju i funkcjono-
wania rdzeniakow. Coraz bardziej rozlegta wiedza i rozwo6j technologii pozwalaja
wierzy¢ w opracowanie skuteczniejszych form leczenia w niedalekiej przysztosci.
Lekarze sktaniajg si¢ czg$ciej ku stosowaniu bardziej swoistych metod terapeutycz-
nych, co tym samym umozliwi zminimalizowanie stopnia nasilenia, tak czgsto to-
warzyszacych skutkéw ubocznych [1].

ANGIOGENEZA - CHARAKTERYSTYKA

Odpowiednie zaopatrzenie tkanki w tlen i sktadniki odzywcze mozliwe jest
dzigki obecnosci naczyn krwiono$nych. Rozwinigcie ich gestej sieci umozliwia
sprostanie wzmozonemu zapotrzebowaniu na substraty w momencie natezonej
aktywnos$ci metabolicznej. Jednoczes$nie, wraz z krwig usuwane sa zbedne pro-
dukty przemiany materii i tym samym stan homeostazy zostaje utrzymany. Po-
wstawanie nowych naczyn krwionos$nych w warunkach fizjologicznych przebie-
ga na drodze trzech odmiennych mechanizméw: waskulogenezy, angiogenezy
oraz arteriogenezy[52].

Waskulogeneza jest procesem powstawania naczyn krwionosnych de novo
z prekursorow komorek $rodblonka (angioblastow) w okresie embrionalnym.
W odro6znieniu od niej angiogeneza polega na tworzeniu, ekspansji oraz wzroscie
nowych kapilar na bazie juz istniejacych w wyniku proliferacji komorek srodbton-
ka [25, 43]. Istotnym jest fakt, iz stanem podstawowym komorek $rodbtonka or-
ganizmow dorostych jest stan spoczynku. Proliferujg one jedynie w $cisle okre-
slonych sytuacjach takich jak odnowa endometrium, rozwdj tozyska, owulacja
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czy potrzeba poprawy perfuzji organu. Ponadto w przypadku uszkodzenia tkanki
angiogeneza warunkuje proces gojenia, jest wiec naturalnym i pozagdanym zjawi-
skiem fizjologicznym [28, 42, 52].

Arteriogeneza z kolei jest procesem polegajacym na przeksztalceniu naczyn
kolateralnych w przewodzace krew tetnice. W odroznieniu od wczesniej wspo-
mnianej waskulogenezy czy angiogenezy, arteriogeneza pozostaje niezalezna od
hipoksji. Jest ona indukowana mechanicznie poprzez wzrost napigcia §cinajgcego.
W sytuacji okluzji arteriogeneza jest wigc wrodzonym mechanizmem pozwala-
jacym na wznowienie perfuzji w obszarach o uposledzonym ukrwieniu. Jest to
istotny klinicznie proces w przypadku choroby niedokrwiennej serca czy udarze
moézgu [10, 23].

Angiogeneza jest skomplikowanym procesem przebiegajagcym wieloetapo-
wo. Do jej zapoczatkowania niezbedne jest zadziatanie czynnika proangiogen-
nego. Najwieksze znaczenie majg czynniki chemiczne, takie jak czynnik wzrostu
srédblonka naczyniowego (VEGF), czynnik wzrostu fibroblastow (FGF), angio-
poetyny, ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF), czynnik wzrostu hepatocy-
tow (HGF), transformujacy czynnik wzrostu alfa oraz beta (TGF- a; TGF- p),
czynnik martwicy nowotworow (TNF) czy interleukina 8 (IL-8) [42, 52]. Innymi
czynnikami indukujacymi angiogeneze sa hipoksja i zwickszona produkcja tlen-
ku azotu przez komorki $rodbtonka naczyn. Ponadto dziatajace na powierzchnie
srédblonka naprezenie $cinajace przeptywajacej krwi jest czynnikiem mechanicz-
nym prowadzacym do rozwoju krazenia obocznego [33].

Po zadziataniu czynnika proangiogennego komorki srédbtonka znajdujace sie
w stanie spoczynku ulegajg aktywacji powodujac wzrost przepuszczalno$ci §ciany
naczyn. Nastepnie maleje sila potaczen otaczajacych od zewnatrz srodbtonek pe-
rycytow, powodujac oddalanie si¢ od siebie obu warstw [7]. Komorki srodbtonka
tworza 1 uwalniajg enzymy proteolityczne, ktoére degraduja macierz zewnatrzko-
morkowa oraz btong podstawng. W procesie tym w naczyniu powstaje szczelina,
ktora zostaje otoczona migrujacymi i proliferujacymi komoérkami endotelialnymi,
co zapoczatkowuje tworzenie nowych struktur bedacych przedhuzeniem pierwot-
nego naczynia. Proces formowania takiego odgatg¢zienia nosi nazwe ,kietkowa-
nia” (sprouting). Kolejnym etapem jest synteza btony podstawnej i dojrzewanie
komorek srodbtonka, ktore przechodza w stan spoczynku. Stabilizacja nowopow-
statego naczynia mozliwa jest dzigki powtérnemu przyleganiu perycytow. Rosna-
ca sie¢ naczyn ulega fuzji, a tym samym wzrasta przeplyw krwi [7, 42].

Angiogeneza poprzez ,,kietkowanie” uznawana jest za dominujagcy mecha-
nizm rozwoju nowych naczyn w zyciu pozaptodowym. Istnieja takze inne typy
angiogenezy, ktore przyczyniajg si¢ do rozrostu sieci naczyn krwionosnych u or-
ganizmow dorostych [32]. Jednym z nich jest angiogeneza wglebna, inaczej zwa-
na angiogenezg rozszczepiajaca, polegajaca na podzieleniu pierwotnego naczy-
nia na dwa potomne. W przypadku angiogenezy wglebnej potaczenia komorek
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srodblonka ulegajg ostabieniu. Nastgpnie warstwa perycytow oddala si¢ od endo-
telium, a uwolnione czynniki proangiogenne mobilizuja fibroblasty, ktore migruja
w kierunku rozwarstwienia $rodbtonka. Fibroblasty zaczynaja odktada¢ wtokna
kolagenowe i powstaje wewnatrznaczyniowy filar. Wnikajaca poprzez wglgbie-
nie macierz zewnatrzkomoérkowa umozliwia tworzenie btony podstawnej, a final-
nie separacj¢ dwoch nowych naczyn [7].

Prawidtowy przebieg angiogenezy determinowany jest rtownowaga pomiedzy
czynnikami proangiogennymi, o ktorych wspomniano powyzej, a czynnikami an-
tyangiogennymi, do ktorych zalicza si¢ m.in. trombospondyng-1, endostatyng, an-
giostatyne, tumstatyne, wazostatyne czy interferon-y Tworzenie nowych naczyn
krwiono$nych zachodzi, gdy produkcja czynnikéw stymulujacych angiogeneze
przewaza nad produkcja czynnikéw antyangiogennych. W przypadku sytuacji od-
wrotnej angiogeneza ustaje. (IF-y) [32].

Tworzenie nowych naczyn krwiono$nych nie zawsze przebiega prawidtowo. Za-
chwianie rownowagi i nadprodukcja czynnikow proangiogennych moze powodowac
rozrastanie si¢ naczyn w sposob niekontrolowany. Naczynia krwionosne powstaja-
ce w przebiegu patologicznej angiogenezy sg nadmiernie przepuszczalne dla osocza
1jego biatek, kietkuja w sposob nieregularny, a ich dystrybucja jest nierdwnomierna.
Konsekwencja patologicznej angiogenezy jest wiele standw chorobowych m.in. stany
zapalne, czy neowaskularyzacja oczna polegajaca na tworzeniu naczyn w obrebie oka
w miejscach, gdzie nie wystgpuja w stanie fizjologicznym. Angiogeneza wykazuje
takze szczegdlne znaczenie w przypadku nowotworzenia, gdzie przyczynia si¢ w spo-
sOb znaczacy do wzrostu i rozwoju guza [28].

WYBRANE CZYNNIKI PROANGIOGENNE

Angiogeneza jest procesem, ktorego inicjacja oraz przebieg, wymagaja wspot-
dziatania duzej grupy czynnikow. Wydaje si¢ jednak, ze cze$¢ z nich petni klu-
czowg role w tym procesie. Nalezy do nich m.in.: naczyniowo — $rédbtonkowy
czynnik wzrostu VEGF.

Naczyniowo nabtonkowy czynnik wzrostu — VEGF (ang. vascular endothelial
growth factor) jest to gldéwny, bezposredni czynnik wpltywajacy na angiogeneze
ito zarowno w warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych. Nalezy on do
plytkowych czynnikow wzrostu i wptywa na kazdy etap rozwoju naczyn [3].

Dzieje si¢ to gtdwnie na skutek odziatywania VEGF na komorki §rodbtonka
naczyn. Bierze on udziat w angiogenezie poprzez nastgpujace mechanizmy:

- zwiekszenie przepuszczalno$ci naczyn i to w sposob znacznie silniejszy

niz czynia to inne czynniki proangiogenne na przyktad Ang-2 [39], czy
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histamina (dziata az 50 razy silniej), co powoduje gromadzenie si¢ ptynu
1 biatek w przestrzeni pozanaczyniowej [61].

- dziatanie mitogenne na komorki srédbtonka, pobudzenie ich proliferacji oraz
migracji komorek co skutkuje tworzeniem si¢ prymitywnych naczyn [51].

- niszczenie przestrzeni pozakomorkowej poprzez aktywacje enzymow
proteolitycznych doprowadzajac do wytworzenia przestrzeni, w ktorych
mogg tworzy¢ si¢ nowe naczynia [61].

- zapewnienie utrzymania przy zyciu nowych naczyn poprzez ich ochro-
n¢ przed apoptoza wywotang przez interferon oraz poprzez bezposrednia
produkcje biatka antyapoptycznego Bcl-2 [61]. Z tego powodu VEGF
nazywany jest czynnikiem przetrwania (ang. survival factor) i dziata on
w ten sposob zaréwno na komorki nowotworowe, jak i prawidlowe ko-
morki srodbtonka [51].

U 0s6b zdrowych VEGF rowniez wystepuje i odpowiada za utrzymanie ho-
meostazy, dziata neuroprotekcyjnie w siatkowce i OUN, jest takze konieczny
do rozwoju embrionalnego czy gojenia si¢ ran [61]. Czynniki regulujace syn-
teze i ekspresje VEGF dzieli si¢ na zewnetrzne i wewnetrzne. Najwazniejszym
czynnikiem egzogennym, §rodowiskowym jest hipoksja. Niedotlenienie, na dro-
dze zwickszenia ilo$ci czynnika indukowanego hipoksja — HIF-1, bezposrednio
zwigksza produkcje VEGF, ale wptywa réwniez na ekspresje jego receptorow
[61]. Wptyw na tworzenie czynnika VEGF majg rowniez czynniki wzrostu i cy-
tokiny (interleukina 1 oraz 6) oraz hormony, czy takie zwigzki chemiczne jak
trombina czy czynnik tkankowy TF [39]. Czynniki wewngetrzne wplywajace na
ekspresj¢ VEGF to mutacje gendéw supresorowych i aktywacja genéow [39]. Po-
twierdzono, ze mutacja genow Ras i p53 zwicksza ekspresje VEGF [19].

Istnieja cztery izoformy tego czynnika, ktore rdznia si¢ iloscia tworzacych
je aminokwasoéw — odpowiednio 121, 165, 189 oraz 206 a takze wlasciwosciami
fizykochemicznymi. Najczesciej wystepujaca izoforma to VEGF 165 [39]. Aby
wywotac¢ efekt biologiczny VEGF musi polaczy¢ si¢ ze swoimi receptorami, ktore
znajduja si¢ w wigkszosci w blonie komoérek srodbtonka naczyn. Najwazniejsze
znich to VEGFR-1 oraz VEGFR-2. Receptory VEGFR-1 wykazuja 10-krotnie
wigksze powinowactwo do czynnika wzrostu, jednakze na powierzchni bton ko-
morkowych jest ich znacznie mniej niz VEGFR-2. VEGFR-1 nazywane s3 tez
receptorami przynetowymi, gdyz wychwytujac VEGF doprowadzaja do zmniej-
szenia aktywnosci czynnika i w konsekwencji zapobiegajg proliferacji §rédbton-
ka [39]. Poprzez potaczenie z receptorem VEGFR-2 dochodzi do pobudzenia roz-
rostu komorek srodbtonka, zwigkszenia przepuszczalnosci naczyn krwionosnych
oraz inicjacji angiogenezy. Po potaczeniu z receptorem VEGFR-1 czynnik moze
dziata¢ pobudzajgco, ale i hamujgco na naczyniotworzenie [39].
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ANGIOGENEZA 1 WYBRANE CZYNNIKI
PROANGIOGENNE W NOWOTWORZENIU

Komoérki nowotworowe, tak jak kazde inne, potrzebuja do prawidtowego
funkcjonowania doptywu tlenu oraz zwiazkow odzywczych, dostarczanych im
przez naczynia krwionosne. Naczynia te sg tez drogg odplywu powstajacych
w komorkach zbednych produktow przemiany materii. Szacuje si¢, ze podczas
poczatkowej fazy wzrostu zmiany nowotworowej, kiedy korzysta ona jedynie
z dostepnosci naczyn zaopatrujacych otaczajace ja tkanki, jej wielko$¢ nie prze-
kracza zazwyczaj 2-3 mm3. Po osiggnigciu tej wielkosci, procesy apoptozy i pro-
liferacji komorek nowotworowych rownowaza si¢ [60].

Aby tkanka nowotworowa mogta kontynuowac¢ swodj wzrost, musi doj$¢ do
procesu neowaskularyzacji, dzigki ktoremu znaczaco poprawia si¢ jej ukrwienie.
Najlepiej poznanym mechanizmem prowadzacym do rozbudowy sieci naczynio-
wej guza jest angiogeneza paczkujaca, prowadzaca do powstania nowych naczyn
krwiono$nych z wczesniej juz istniejacych dzigki ich wzrostowi i rozgatezianiu
w kierunku strefy awaskularnej [45, 60].

Stymulacja angiogenezy jest procesem niezwykle ztozonym i zaleznym od
rownowagi miedzy czynnikami proangiogennymi i antyangiogennymi, reguluja-
cymi homeostaze naczyniowa. W warunkach fizjologicznych rownowaga ta jest
zwykle przesunigta w kierunku czynnikow antyangiogennych i angiogeneza jest
wstrzymana [60].

Podczas rozwoju guza czynniki kontrolujgce angiogeneze sa wydzielane nie
tylko przez komoérki nowotworowe, ale takze przez komorki tworzace mikrosro-
dowisko guza, do ktorych naleza fibroblasty o fenotypie CAF, komoérki endo-
telialne, pericyty, adipocyty oraz komoérki uktadu immunologicznego, gtéwnie
monocyty, makrofagi, limfocyty i komorki dendrytyczne. Waznymi elementami
mikrosrodowiska nowotworu sg rowniez naczynia krwionosne i lifmatyczne, ko-
morki nerwowe oraz macierz pozakomérkowa ECM [47].

Przewaga czynnikow promujacych angiogeneze moze zosta¢ w mikros$rodo-
wisku nowotworowym uzyskana dwoma drogami. Pierwsza z nich jest nabycie
przez cze$¢ komorek guza tzw. fenotypu angiogennego. Dochodzi do tego w sku-
tek spontanicznych mutacji lub zmian epigenetycznych w obrebie onkogenow,
genow supresorowych lub tez genow kodujacych czynniki proangiogenne [49,
57, 60]. Druga mozliwos$cia jest stymulacja szlakow uwalniajacych czynniki pro-
angiogenne w wyniku przedtuzajacej si¢ hipoksji. Hipoksja jest niezwykle cz¢sto
obserwowana w obrebie rosnacych nowotworow i jest oczywistym skutkiem nie-
dostatecznego ukrwienia komorek. Odpowiedz komorek na te niesprzyjajace wa-
runki jest regulowana glownie poprzez stymulacje syntezy rodziny czynnikow re-
gulowanych hipoksja (HIF) [4]. Jest to grupa czynnikdéw transkrypcyjnych majaca
zdolno$¢ wplywania na wiele genéw komoérek nowotworowych zaangazowanych
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w takie procesy jak proliferacja, apoptoza, regulacja pH mikrosrodowiska czy tez
indukcja angiogenezy [4]. Do tych ostatnich nalezy gen kodujacy czynnik VEGF
— gléwny czynnik proangiogenny produkowany przez komorki guza w warunkach
hipoksji [4, 49]. Hipoksja odgrywa istotng rol¢ rowniez w wielu innych procesach
— moze na przyktad stymulowa¢ rekrutacje komorek prekursowych ze szpiku ko-
stnego 1 ich réznicowanie do komodrek endotelialnych [44, 60], pobudza¢ komorki
endotelialne do proliferacji [44] czy tez, wplywajac na rdwnowage cytokin w mi-
krosrodowisku guza, ttumi¢ odpowiedz immunologiczna organizmu [60].

Najbardziej istotnym czynnikiem kontrolujagcym proces angiogenezy jest
czynnik wzrostu §rodbtonka naczyniowego (VEGF). Cho¢ w mikrosrodowisku
guza to komorki nowotworowe sg gtownymi komorkami produkujacymi ten
czynnik, to wydzielany moze by¢ on rowniez przez inne komorki, takie jak fi-
broblasty o fenotypie CAF lub tez przez ptytki krwi [60]. VEGF nie tylko indu-
kuje angiogenezg, ale takze chroni nowopowstale naczynia guza przed apoptoza,
za pomocg czynnikéw antyapoptycznych, gtownie Bcl-2 [5]. Ponadto bierze on
udziat w szlakach prowadzacych do zmniejszenia liczby potaczen miedzy komor-
kami endotelialnymi, a w konsekwencji zwigkszenia przepuszczalno$ci naczyn
W obrgbie guza [36].

Innym czynnikiem proangiogennym, mogacym mie¢ duze znaczenie w trakcie
rozwoju guza, jest SDF-1 (nazywany tez biatkiem CXCL12). Poza wptywem na in-
dukcje angiogenezy, stymuluje on komoérki wielu rodzajow nowotworow to prolifera-
cji, migracji czy inwazji naczyniowej [26]. Udowodniono réwniez pozytywny wptyw
SDF-1 na mozliwos¢ przetrwania komoérek guza w niekorzystnych warunkach oraz
zdolnos¢ tego czynnika do lokalnej supresji odpowiedzi immunologicznej [2].

Z kolei czynnikiem majacym ogromne znaczenie w komunikacji miedzy ko-
morkami nowotworowymi a innymi komorkami mikrosrodowiska guza jest ptyt-
kopochodny czynnik wzrostu (PDGF). Poza wlasciwos$ciami proangiogennymi,
ma on duze znaczenie w stabilizacji uformowanych naczyn poprzez wywieranie
wplywu na pericyty [15, 22]. Wykazano, ze PDGF moze odgrywac role w unika-
niu przez komorki nowotworowe odpowiedzi immunologicznej organizmu po-
przez interakcje z makrofagami [15].

Naczynia krwiono$ne powstajagce w procesie angiogenezy w obrgbie zmiany
nowotworowej roznig si¢ znaczaco od tych wystepujacych fizjologicznie. Ce-
chuje je duzy stopien dezorganizacji, brak wyraznego zrdéznicowania na naczy-
nia wlosowate, zylne i tetnicze, duzy stopien przepuszczalno$ci oraz powolny
przeptyw krwi. Te anormalne cechy prowadza do mato efektywnego odzywienia
zaopatrywanej przez nie tkanki, co skutkuje przewlekta hipoksja komoérek nowo-
tworowych i ciggla indukcja powstawania kolejnych naczyn [57].

W przypadku czgsci nowotwordw proces angiogenezy moze by¢ istotny nie tyl-
ko ze wzgledu na umozliwienie przetrwania i wzrostu guza, ale rdbwniez daje spo-
sobnos¢ dla rozpoczecia procesu jego przerzutowania. Przerzutowanie jest gldéwna
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przyczyng zgonow zwiagzanych z choroba nowotworowa [27]. W procesie tym ko-
morki nowotworowe przedostaja si¢ do naczyn i wraz z krwig docieraja do odle-
glych tkanek, w ktorych opuszczaja naczynie i rozpoczynaja proliferacje w nowym
srodowisku. Ich zdolno$¢ przedostania si¢ do krazenia zalezy $cisle od interakcji
z pozostalymi komorkami mikrosrodowiska. Pericyty otaczajace naczynia w tkance
nowotworowej cechujg si¢ mniejszym przyleganiem do komoérek endotelialnych,
co skutkuje powickszeniem przestrzeni, przez ktore moga przenika¢ komorki no-
wotworowe [60]. Rowniez same komorki endotelialne moga w mikrosrodowisku
guza przyjmowac charakterystyczne fenotypy i wydzielajac czynniki angiokrynne
wplywac na progresj¢ komorek nowotworowych [27, 60]. Ogromne znaczenie dla
procesu intrawazacji ma pojawienie si¢ w mikrosrodowisku nowotworu czynnikéw
takich jak VEGF, MMP czy ANGPTL4, ktorych sekrecja przez wiele komorek jest
napedzana gtownie przewlekta hipoksja w tymze §rodowisku [27, 60].

ANGIOGENEZA W RDZENIAKU ZARODKOWYM

Proces angiogenezy w rdzeniaku zarodkowym nie jest dobrze poznany, jed-
nakze istniejg nieliczne badania, ktérych wyniki sugeruja, iz jest to guz naczy-
niozalezny. Rdzeniak zarodkowy jest najczestszym guzem embrionalnym wérod
populacji pediatrycznej. Sposrod 4 podgrup molekularnych Wnt, SHH, grupa 3
i grupa 4, najwyzszym poziomem angiogenezy wykazuje si¢ grupa 3, ktora ce-
chuje takze si¢ najgorszymi rokowaniami. Proces angiogenezy jest cechg charak-
terystyczng rozwoju tego guza, a utkanie ich tworzy charakterystyczne struktury
glomuroidalne co réwniez stanowi o jego ztosliwosci [53, 54].

Badania wykonane na trzech niezaleznych grupach pacjentow wykazaty podwyz-
szony poziom mRNA VEGF-A wsrod pacjentow grupy 3 oraz réznice w przezywal-
nosci pacjentow sposrod wszystkich grup na korzys¢ pacjentéw z niska ekspresja.
[53] W trakcie badan wykonano ksenoprzeszczepy trzech réznych typoéw rdzeniarka
zarodkowego trzem grupom myszy laboratoryjnych, a nastepnie okreslano z wyko-
rzystaniem DSC MRI unaczynienie rozwijajacych si¢ guzow oraz przezywalno$é
osobnikow z danym typem guza, za$ wyniki DSC MRI potwierdzono badaniami hi-
stologicznymi post mortem. Wykazano, ze najnizszg przezywalnoscig cechowaly si¢
zwierzeta z przeszczepionym guzem o najwyzszej ekspresji mRNA VEGF-A i zwigk-
szala si¢ ona wsrod grup z przeszczepionymi guzami o mniejszym unaczynieniu.
Opisano réwniez trzy wzorce unaczynienia guza: zorganizowane, mikronaczynia
rozproszone ,,DM” (ang. diffuse microvascular) oraz heterogenne. Wzorzec zorga-
nizowany cechuje si¢ rownomiernym rozlozeniem naczyn krwiono$nych o podobne;j
srednicy w obrebie calego guza, w przypadku ,,DM” dochodzi do rozwoju matych
naczyn krwionosnych rozmieszczonych w obrebie catego guza bez lub z minimalng
iloscig wigkszych naczyn, natomiast unaczynienie heterogeniczne jest potgczeniem
cech unaczynienia zorganizowanego i,,DM”. Pod wzgledem przezycia, najlepsze
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wyniki uzyskala grupa myszy z guzem o unaczynieniu zorganizowanym, a najgorsze
— z mikrounaczynieniem rozproszonym ,,DM”, co sugeruje wplyw typu unaczynienia
na ztosliwo$¢ rdzeniaka zarodkowego. Badanie wykazalto, ze ekspresja mRNA VE-
GF-A w przeszczepianym guzie odpowiada ekspresji w mozgu, wydaje si¢ zatem, ze
egzogenny VEGF-A indukuje wydzielanie tego czynnika przez komorki gospodarza.

Badania Huber i wsp. wykazato obecno$¢ wielu czynnikéw proangiogennych
wsrod 93% badanych pacjentdw z rdzeniakiem zarodkowym z czego najwazniej-
szymi byty VEGF165, VEGF-A i VEGF-B. W niniejszych badaniach VEGF165
byl jednym z najpowszechniejszych czynnikow proangioennych w liniach komor-
kowych PNET i pierwotnych PNET/MB oraz poziom jego ekspresji byt zblizony
do poziomu obserwowanego u dzieci z guzami glejowymi. Dodatkowo badania
wykazaty, iz ekspresje VEGF, VEGF-B oraz Ang-2 byly ze sobg skorelowane, co
sugeruje jednoczesny udzial kilku czynnikdéw proangiogennych w regulacji neo-
waskularyzacji w PNET/MB [17].

Z wykorzystaniem metod immunohistochemicznych zidentyfikowano wzmo-
zong angiogenez¢ oraz ekspresj¢ VEGFA, FLT1 oraz HBEGF w mysim modelu
guza grupy SHH pozbawionym Pten, ktory jest jednym z gtéwnych inhibitorow
przekazywania sygnatu przez kinaze PI-3. Przeprowadzone badania wykazaty, iz
niedobor ten wplywa na zmiang histologii rdzeniaka zarodkowego z klasycznej na
ekstensywnie guzowata (MBEN). Buzy MBEN charakteryzujg si¢ nizszym indek-
sem proliferacyjnym i zroznicowaniem neurocytowym, jednakze zadne badania
nie wykazaty nizszej przezywalnosci osobnikoéw z tym typem guza [6].

Receptory VEGF wystepuja naturalnie w komorkach srédbtonka naczyniowe-
go w malym ilosciach, jednakze ulegaja one nadekspresji w komdrkach §rédbton-
ka naczyn krwiono$nych rdzeniaka zarodkowego. Istnieje wiele dowodoéw wska-
zujacych na wptyw czynnikow angiogennych na tempo wzrostu guzoéw oraz na
ich potencjat w tworzeniu przerzutow [29].

Mimo, iz badania poswigcone neowaskularyzacji w rdzeniaku zarodkowym sa
nieliczne, to wydaje sie, ze istnieje zalezno$¢ pomigdzy tym procesem a wzrostem
i rozwojem nowotworu, a takze korelacja z przezywalno$cig pacjentow. Szcze-
gblnie dotyczy to pacjentow, ktorych guzy wykazuja cechy typowe dla grupy 3.
W zwigzku z powyzszym wydaje si¢, ze angiogeneza moze by¢ nowym celem
terapii medulloblastoma.

TERAPIA ANTYANGIOGENNA
W RDZENIAKU ZARODKOWYM

Metody leczenia rdzeniaka zarodkowego uzaleznione sg przede wszystkim od
stopnia rozwoju nowotworu oraz od wieku chorego. Podstawowym schematem
leczenia jest operacja neurochirurgiczna oraz wdrozona pooperacyjnie radiote-
rapia[8, 31, 37]. W niektoérych przypadkach, m.in. u dzieci ponizej 3 roku zycia,
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rezygnuje si¢ z radioterapii i wdrazane jest zastepcze leczenie czgsto wykorzy-
stywanymi chemioterapeutykami [20, 21, 38]. Takie postepowanie wigze si¢ jed-
nak czesto z powaznymi skutkami ubocznymi, w zwiazku z czym coraz wigcej
zespotow badawczych opracowuje nowoczesne podej$cie do leczenia rdzeniaka
zarodkowego, wykorzystujace wiedze na temat czynnikdéw wzrostu majacych klu-
czowe znaczenie w rozwoju guza [30]. Badania kliniczne nad takimi formami
terapii wykazuja, ze sg one mniej obcigzajace dla organizmu i charakteryzuja si¢
wystepowaniem tagodniejszych form niepozadanych efektow leczenia.

Obecnie jednym z gtownych celéw dla naukowcow jest doktadne poznanie
mechanizmu dziatania czynnikow, ktore indukuja nie tylko rozrost samego no-
wotworu, ale takze przyczyniajg si¢ do angiogenezy w jego obrgbie. Wiedza ta
umozliwitaby opracowanie terapii wycelowanych w konkretne szlaki transdukcji
sygnatu odpowiedzialne za proliferacje komoérek oraz angiogeneze. Zablokowa-
nie badz wzmocnienie niektérych z nich moze okaza¢ si¢ przelomem w walce
z wieloma nowotworami, w tym z rdzeniakiem zarodkowym. Aktualnie wiele le-
kéw przechodzi kolejne fazy badan klinicznych i przynosi obiecujace rezultaty.
Nalezg do nich m.in.: mebendazol oraz forenitib.

Mebendazol jest lekiem do$¢ powszechnie stosowanym przy zarazeniach pa-
sozytami. Jednak ostatnie badania wskazuja, iz moze on znalez¢ zastosowanie
takze w terapiach niektorych nowotworow uktadu nerwowego, takze rdzeniaka
zarodkowego, zastgpujac powszechnie stosowang winkrystyne[ 1, 9]. Lek ten cha-
rakteryzuje si¢ mozliwos$cig oddzialywania na liczne szlaki wewnatrz-, jak i ze-
wnatrzkomoérkowe oraz zdolnoscig do taczenia si¢ ze strukturami wewnatrzko-
morkowymi, w tym z tubuling. Oddzialywanie to blokuje podzialty komoérkowe,
jak réwniez utrudnia sygnalizacje miedzykomorkows.

Inng wazng wtasciwoscia mebendazolu jest zdolnos¢ do inhibicji receptora
naczyniowo-$rodbtonkowego czynnika wzrostu (VEGFR2), przez co blokowa-
ny jest szlak sygnatowy odpowiadajacy za angiogeneze[35]. Co wiecej, badania
kliniczne nad skuteczno$cig mebendazolu w terapii glejaka przeprowadzane na
ludziach wskazuja na jego duze bezpieczenstwo nawet przy stosowaniu wysokich
dawek leku. Stad tez w leku tym poktada si¢ duze nadzieje w kontekscie nowej
terapii antyangiogennej rdzeniaka zarodkowego [1].

Foretinib jest eksperymentalnym lekiem, ktorego dziatanie testowane jest
pod katem leczenia licznych nowotworéw. Podobnie jak Mebendazol, Foretinib
jest inhibitorem dla receptora czynnika wzrostu §rodbtonka naczyniowego (VE-
GFR2), dzigki czemu moze wptywaé na ograniczenie angiogenezy w polu zmia-
ny nowotworowej. Hamuje takze szlak watrobowego czynnika wzrostu (HGFR),
bedacego waznym punktem w trakcie rozwoju moézdzku [18]. Zapobiega w ten
spos6b nadmiernej proliferacji komorek oraz indukuje wejscie komorek nowo-
tworowych w szlak apoptozy w rdzeniaku zarodkowym typu SHH. Co istotne,
zauwazono, ze Foretinib ma zdolno$¢ przekraczania bariery krew-mozg oraz jest
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dobrze metabolizowany. Badania na myszach pokazaty, iz Foretinib wptywal ha-
mujaco na rozwoj pierwotnej zmiany nowotworowej, jej unaczynienia, ale takze
ogranicza czesto$¢ wystepowania przerzutow [48].

Duze nadzieje zwiazane z terapia w rdzeniaku zarodkowym poktada si¢ takze
w badaniach nad nowotworowymi komoérkami macierzystymi. Badania te doty-
cza w duzej mierze szlakow transdukeji sygnatu oraz genéow odpowiedzialnych
m.in. za angiogeneze. Wycelowanie leczenia wlasnie w te komorki moze by¢
o tyle istotne, iz stanowig one populacje komorek odpowiadajacych nie tylko za
rozrost zmiany, ale takze za jej zapoczatkowanie, utrzymanie, za wystgpowanie
przerzutow, ale rowniez za nawroty choroby. Co wigcej, wykazujg odporno$¢ na
tradycyjne leczenie takie jak chemioterapia oraz radioterapia [16]. Zatem opra-
cowanie metody terapeutycznej, ktora pozwolitaby na niszczenie tych komorek,
znacznie utatwitaby proces leczenia.

Pomimo tego, ze wigkszo$¢ prob przynosita niezadowalajace rezultaty, po-
jawiaja si¢ bardziej obiecujgce metody, takie jak stosowanie GDC-0941 w celu
inhibicji szlaku 3-kinaz fosfatydyloinozytolu PI3K/Akt, ktére wyraznie zmniej-
sza ilo$¢ komorek CD133+ majacych wlasciwosci komorek macierzystych nowo-
tworu [12]. Szlak PI3K/Akt ma istotne znaczenie w metabolizmie komoérkowym,
w trakcie podziatow komorek, ale rowniez w procesie angiogenezy. Poprzez
wplyw zewngtrznych czynnikow wzrostu, w tym VEGF, oddzialuje na szlak sy-
gnalowy zwigzany z tlenkiem azotu(Il) NO. Obydwa szlaki wywotuja kaskadg
reakcji doprowadzajgcych do formowania naczyn krwionosnych zarowno w wa-
runkach fizjologicznych, jak i patologicznych[46]. Zatem jego zahamowanie mo-
globy potencjalnie prowadzi¢ do ograniczenia unaczynienia w obrgbie zmiany
NOWOtWOrowe;j.

Oprocz szlaku PI3K/Akt analizie poddawany jest rowniez szlak STAT3, kto-
rego inhibicja przez cucurbitacyne I czy celekoksyb pozwala na znaczne zmniej-
szenie wlasciwosci proliferacyjnych komoérek CD133+[58]. Szlak STAT3, po-
dobnie jak PI3K/Akt, petni znaczaca role w przebiegu angiogenezy w chorobach
nowotworowych. Jak pokazuja badania, biatko STAT3 moze przylaczaé si¢ do
miejsca promotorowego w genie kodujacym VEGF iw ten sposob indukowaé
jego wzmozong ekspresje. Skutkiem tego jest wzmozona proliferacja komorek
nowotworowych oraz tworzenie naczyn krwionosnych w obrebie zmiany[34].
Z tego wzgledu opracowywane sg terapie majace na celu zablokowanie aktyw-
nosci STAT3, a tym samym zmniejszenie ekspresji VEGF oraz zahamowanie an-
giogenezy. Oprocz cucurbitacyny I oraz celekoksybu dziatanie hamujace wzgle-
dem STAT3 wykazujg takze dasatinib w terapii taczonej z cisplatyng, ruxolitinib
oraz tofacitinib, ktore w modelach przedklinicznych wykazuja duza skutecznosc.
W zwigzku z powyzszym planowane jest rozpoczecie badan klinicznych, ktore
potwierdzityby ich skuteczno$¢ oraz bezpieczenstwo stosowania w przysztych te-
rapiach antyangiogennych [55].
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PODSUMOWANIE

Rdzeniak zarodkowy jest najczesciej wystepujacym nowotworem ztosliwym
o pochodzeniu embrionalnym osrodkowego uktadu nerwowego u dzieci. Jego
anatomiczne polozenie skutkuje mozliwoscia wystapienia przerzutow droga ply-
nu moézgowo-rdzeniowego, co czyni go jeszcze bardziej $miertelnym.

Sposroéd wielu mechanizmow, ktore sprzyjaja powstaniu, wzrostowi i prze-
rzutowaniu rdzeniaka zarodkowego, istotnym procesem nan oddziatywujacym
jest angiogeneza, ktéra zapewnia prawidlowe ukrwienie guza, a tym samym jego
odzywienie i dotlenienie, jak roéwniez umozliwia powstawanie wtornych ognisk
nowotworowych w miejscach odleglych. Angiogeneza ma skomplikowany prze-
bieg i jest kontrolowana przez szereg czynnikow proagniogennych i antyangio-
gennych. Rownowaga miedzy nimi reguluje zachodzenie angiogenezy. W trakcie
powstawania i rozwoju nowotworéw, w tym takze rdzeniaka, dochodzi do za-
burzenia procesu naczyniotworzenia, z reguly na skutek zwigkszonej ekspresji
czynnikdéw stymulujacych angiogenezg.

Rdzeniak zarodkowy jest nowotworem, dla rozwoju ktérego duze znaczenie
ma proces angiogenezy. Charakteryzuje si¢ on nadekspresja czynnikow proangio-
gennych. Badania udowodnity, ze wystepuje korelacja miedzy przezywalnos$cia,
a stopniem wydzielania czynnikow proangiogennych, gtownie VEGF, przez rdze-
niaka zarodkowego. Inng zauwazong prawidtowoscia jest zwigkszenie si¢ ilosci
swoistych receptorow dla VEGF w $rédbtonku naczyn krwiono$nych tego guza.
Ponadto, uktad nowotworzacych si¢ naczyn krwiono$nych w obrebie guza moze
mie¢ znaczenie prognostyczne.

Badania dotyczace procesu angiogenezy w rdzeniaku zarodkowym majg duze
znaczenie dla optymalizacji jego leczenia. Zablokowanie tworzenia nowych na-
czyn lub zahamowanie tego procesu jest istotnym etapem leczenia. Wcigz podsta-
wowa procedura leczenia rdzeniaka zarodkowego jest operacja chirurgiczna i ra-
dioterapia. Radioterapia nie moze by¢ jednak stosowana u dzieci ponizej 3 roku
zycia, dlatego rozwoj terapii chemioterapeutykami jest kluczowy w walce z tym
czgsto wystepujacym nowotworem. Lekiem blokujacym szlak angiogenezy jest
mebendazol, ktory doprowadza do inhibicji VEGF 2. Jednocze$nie lek jest bez-
pieczny w stosowaniu. Podobnie dziatajacym lekiem jest foretinib, ktory oprocz
blokowania VEGF 2, hamuje szlak watrobowego czynnika wzrostu (HGFR),
skutkiem tego jest indukowanie apoptozy komorek guza.

Przeprowadzone dotychczas badania wskazujg na istotng role procesu an-
giogenezy w rozwoju rdzeniaka zarodkowego. Tym samym stosowanie lekow
o charakterze antyangiogennym u pacjentow z medulloblastoma, u ktérych kon-
wencjonalne leczenie nie jest mozliwe lub nie przynosi oczekiwanych rezultatow,
daje duze nadzieje na opracowanie skutecznych form terapii. Jednak zagadnienie
to wymaga przeprowadzenia dalszych badan, w tym na poziomie klinicznym.



(1]
(2]

(3]
(4]
(3]

(6]

(7]

(8]

[9]

[10]

(1]
[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

ANGIOGENEZA W RDZENIAKU ZARODKOWYM 245

LITERATURA

ARCHER TC, MAHONEY EL, POMEROY SL. Medulloblastoma: Molecular Classification-Based
Personal Therapeutics. Neurotherapeutics2017; 14: 265-273. doi: 10.1007/s13311-017-0526-y.
BAIR-Y, STAEDTKE V, RUDIN CM, BUNZ F, RIGGINS GJ. Effective treatment of diverse medul-
loblastoma models with mebendazole and its impact on tumor angiogenesis. Neuro Oncol2015; 17:
545-554. doi: 10.1093/neuonc/nou234.

BALKWILL F. The significance of cancer cell expression of the chemokine receptor CXCR4. Semin-
CancerBiol2004; 14: 171-179. doi: 10.1016/j.semcancer.2003.10.003.

BANYS A, BULAS L, DLUGOSZ E, SZULC-MUSIAL B, JANKOWSKI A (2009) Angiogeneza
w chorobie nowotworowej. 64: 247-250.

CAMUZI D, DE AMORIM {SS, RIBEIRO PINTO LF, OLIVEIRA TRIVILIN L, MENCALHA AL,
SOARES LIMA SC (2019) Regulation Is in the Air: The Relationship between Hypoxia and Epi-
genetics in Cancer. Cells 8. doi: 10.3390/cells8040300.

CARMELIET P (2005) VEGF as a key mediator of angiogenesis in cancer. Oncology 69 Suppl 3:
4-10. doi: 10.1159/000088478.

CASTELLINO RC, BARWICK BG, SCHNIEDERJAN M, BUSS MC, BECHER O, HAMBARD-
ZUMYAN D, MACDONALD TJ, BRAT DJ, DURDEN DL (2010) Heterozygosity for Pten pro-
motes tumorigenesis in a mouse model of medulloblastoma. PLoS One 5: ¢10849. doi: 10.1371/
journal.pone.0010849.

DARWEESH RS, AYOUB NM, NAZZAL S (2019) Gold nanoparticles and angiogenesis: molecu-
lar mechanisms and biomedical applications. Int J Nanomedicine 14: 7643-7663. doi: 10.2147/IJN.
S223941.

DE BRAGANCA KC, PACKER RJ (2013) TREATMENT OPTIONS FOR MEDULLOBLASTO-
MA AND CNS PRIMITIVE NEUROECTODERMAL TUMOR (PNET). CURR TREAT OPTIONS
Neurology 15: 593-606. doi: 10.1007/s11940-013-0255-4.

DE WITT M, GAMBLE A, HANSON D, MARKOWITZ D, POWELL C, AL DIMASSI S, ATLAS M,
BOOCKVAR J, RUGGIERI R, SYMONS M (2017) Repurposing Mebendazole as a Replacement for
Vincristine for the Treatment of Brain Tumors. Mol Med 23: 50-56. doi: 10.2119/molmed.2017.00011.
DEINDL E, QUAX PHA (2020) Arteriogenesis and Therapeutic Angiogenesis in Its Multiple As-
pects. Cells 9. doi: 10.3390/cells9061439.

DOMAGALA W (2007) Molekularne podstawy karcynogenezy i $ciezki sygnatowe niektorych no-
wotworow osrodkowego uktadu nerwowego. Polski Przeglgd Neurologiczny 3: 127-141.
EHRHARDT M, CRAVEIRO RB, HOLST MI, PIETSCH T, DILLOO D (2014) The PI3K inhibitor
GDC-0941 displayspromising in vitro and in vivo efficacy for targetedmedulloblastomatherapy. Onco
arget 6: 802-813.

GERBER NU, MYNAREK M, VON HOFF K, FRIEDRICH C, RESCH A, RUTKOWSKI S (2014)
Recent developments and current concepts in medulloblastoma. Cancer Treat Rev 40:356-365. doi:
10.1016/j.ctrv.2013.11.010.

HUANG F, WANG D, YAO Y, WANG M (2017) PDGF signaling in cancer progression. 12.
HUANG G-H, XU Q-F, CUI Y-H, LI N, BIAN X-W, LV S-Q (2016) Medulloblastoma stem cells:
Promising targets in medulloblastoma therapy. Cancer Sci 107: 583-589. doi: 10.1111/cas.12925.
HUBER H, EGGERT A, JANSS AJ, WIEWRODT R, ZHAO H, SUTTON LN, RORKE LB, PHIL-
LIPS PC, GROTZER MA (2001) Angiogenic profile of childhood primitive neuroectodermal brain
tumours/medulloblastomas. European Journal of Cancer 9.

IERACI A, FORNI PE, PONZETTO C (2002) Viable hypomorphic signaling mutant of the Met re-
ceptor reveals a role for hepatocyte growth factor in postnatal cerebellar development. Proc Natl Acad
Sci U S A 99: 15200-15205. doi: 10.1073/pnas.222362099.

KAJDANIUK D, MAREK B, FOLTYN W, KOS-KUDLA B (2011) Naczyniowo-§rédblonkowy
czynnik wzrostu (VEGF) w endokrynologii i onkologii. Endokrynologia Polska 62: 456-464.



246

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]
[28]
[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

(36]

[37]

A.KLIMCZAK I WSP.

KANN BH, LESTER-COLL NH, PARK HS, YEBOA DN, KELLY JR, BAEHRING JM, BECKER
KP, YU JB, BINDRA RS, ROBERTS KB (2017) Adjuvantchemotherapy and overallsurvival in adu-
Itmedulloblastoma. Neuro Oncology 19: 259-269. doi: 10.1093/neuonc/now150.
KHATUA S, SONG A, SRIDHAR DC, MACK SC (2018) Childhood Medulloblastoma: Current
Therapies, Emerging Molecular Landscape and Newer Therapeutic Insights. Curr Neuropharmacol
16: 1045-1058. doi: 10.2174/1570159X15666171129111324.
KILVAER TK, RAKAEE M, HELLEVIK T, VIK J, PETRIS LD, DONNEM T, STRELL C, OS-
TMAN A, BUSUND L-TR, MARTINEZ-ZUBIAURRE I (2019) Differential prognostic impact
of platelet-derived growth factor receptor expression in NSCLC. Scientific Reports 9: 10163. doi:
10.1038/s41598-019-46510-3.
KLUEVER A-K, BRAUMANDL A, FISCHER S, PREISSNER KT, DEINDL E (2019) The Extraor-
dinary Role of Extracellular RNA in Arteriogenesis, the Growth of Collateral Arteries. /nt J Mol Sci
20. doi: 10.3390/ijms20246177.
KOWALEWSKA-CELEJEWSKA M, SKRZYPKOWSKA M, MYSLIWSKA J, SIEBERT J (2012)
Angiogenina i czynniki proangiogenne jako marker i cel terapii nowotworowych. Forum Medycyny
Rodzinnej 6: 68-73.
LUGANOR,RAMACHANDRAN M, DIMBERGA (2020) Tumor angiogenesis: causes, consequenc-
es, challenges and opportunities. Cell Mol Life Sci 77: 1745-1770. doi: 10.1007/s00018-019-03351-7.
MA D-M, LUO D-X, ZHANG J (2016) SDF-1/CXCR7 axis regulates the proliferation, inva-
sion, adhesion, and angiogenesis of gastric cancer cells. World J Surg Oncol 14. doi: 10.1186/
$12957-016-1009-z.
MAISHI N, HIDA K (2017) Tumor endothelial cells accelerate tumor metastasis. Cancer Sci 108:
1921-1926. doi: 10.1111/cas.13336.
MARKIEWSKI MM, DAUGHERITY E, REESE B, KARBOWNICZEK M (2020) The Role of
Complement in Angiogenesis. Antibodies (Basel) 9. doi: 10.3390/antib9040067.

MARME D (1996) Tumor angiogenesis: the pivotal role of vascular endothelial growth factor.
World J Urol 14: 166-174. doi: 10.1007/BF00186896.
MENYHART O, GYORFFY B (2020) Molecular stratifications, biomarker candidates and new thera-
peutic options in current medulloblastoma treatment approaches. Cancer Metastasis Rev 39: 211-233.
doi: 10.1007/s10555-020-09854-1.
MILLARD NE, DE BRAGANCA KC (2016) Medulloblastoma. J Child Neurology 31:1341-1353.
doi: 10.1177/0883073815600866.
MOCCIA F, NEGRI S, SHEKHA M, FARIS P, GUERRA G (2019) Endothelial Ca2+ Signaling,
Angiogenesis and Vasculogenesis: Just What It Takes to Make a Blood Vessel. Int J MolSci 20. doi:
10.3390/ijms20163962.
MORAGA A, LAO KH, ZENG L (2017) Angiogenesis and Cardiovascular Diseases: The Emerging
Role of HDACs. In: Simionescu D, Simionescu A (eds) Physiologic and Pathologic Angiogenesis —
Signaling Mechanisms and Targeted Therapy. In Tech.
NIU G, WRIGHT KL, HUANG M, SONG L, HAURA E, TURKSON J, ZHANG S, WANG T,
SINIBALDI D, COPPOLA D, HELLER R, ELLIS LM, KARRAS J, BROMBERG J, PARDOLL D,
JOVE R, YU H (2002) Constitutive Stat3 activity up-regulates VEGF expression and tumor angio-
genesis. Oncogene 21: 2000-2008. doi: 10.1038/sj.onc.1205260.
NYGREN P, FRYKNAS M, AGERUP B, LARSSON R (2013) Repositioning of the anthelmintic
drug mebendazole for the treatment for colon cancer. J Cancer Res Clin Oncol 139: 2133-2140. doi:
10.1007/s00432-013-1539-5.
OKAMOTO T, USUDA H, TANAKA T, WADA K, SHIMAOKA M (2019) The Functional Implica-
tions of Endothelial Gap Junctions and Cellular Mechanics in Vascular Angiogenesis. Cancers (Basel)
11. doi: 10.3390/cancers11020237.
PACKER RJ, GAJJAR A, VEZINA G, RORKE-ADAMS L, BURGER PC, ROBERTSON PL,
BAYER L, LAFOND D, DONAHUE BR, MARYMONT MH, MURASZKO K, LANGSTON J,



[38]

[39]

[40]

[41]

[42]
[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

ANGIOGENEZA W RDZENIAKU ZARODKOWYM 247

SPOSTO R (2006) Phase III study of craniospinal radiation therapy followed by adjuvant chemother-
apy for newly diagnosed average-risk medulloblastoma. J Clin Oncol 24: 4202-4208. doi: 10.1200/
JCO.2006.06.4980.

PAULINA JAROSZ P, BARTOSZ WOZNIAK B (2012) Angiogeneza w chorobach nowotworowych.
Medical Review.

PURVIS 1J, AVILALA J, GUDA MR, VENKATARAMAN S, VIBHAKAR R, TSUNG AJ, VEL-
PULA KK, ASUTHKAR S (2019) Role of MYC-miR-29-B7-H3 in Medulloblastoma Growth and
Angiogenesis. J Clin Med 8. doi: 10.3390/jcm8081158.

RAJABI M, MOUSA SA (2017) The Role of Angiogenesis in Cancer Treatment. Biomedicines 5. doi:
10.3390/biomedicines5020034.

RIZOV M, ANDREEVA P, DIMOVA 1(2017) Molecular regulation and role of angiogenesis
in reproduction. Taiwanese Journal of Obstetrics and Gynecology 56: 127-132. doi: 10.1016/].
tj0g.2016.06.019.

RONCA R, BENKHEIL M, MITOLA S, STRUYF S, LIEKENS S (2017) Tumor angiogenesis re-
visited: Regulators and clinical implications. Med Res Rev 37: 1231-1274. doi: 10.1002/med.21452.
SACEWICZ I, WIKTORSKA M, WYSOCKI T, NIEWIAROWSKA J Mechanizmy angiogenezy no-
wotworowej. Postepy Higieny i Medycny Doswiadczalnej 10.

SAMAKOVAA, GAZOVA A, SABOVA N, VALASKOVA S, JURIKOVA M, KYSELOVIC J (2019)
The PI3k/Akt Pathway Is Associated With Angiogenesis, Oxidative Stress and Survival of Mesenchy-
mal Stem Cells in Pathophysiologic Condition in Ischemia. Physiol Res S131-S138. doi: 10.33549/
physiolres.934345.

SAMPLES J, WILLIS M, KLAUBER-DEMORE N (2013) Targeting angiogenesis and the tumor
microenvironment. Surg Oncol Clin N Am 22: 629-639. doi: 10.1016/j.s0¢.2013.06.002.

SMITH C, FARIA CC, DUBUC AM, REMKE M, GOLBOURN BIJ, DIAZ RJ, AGNIHOTRI S,
LUCK A, SABHA N, OLSEN S, WU X, GARZIA L, RAMASWAMY V, MACK SC, WANG X,
LEADLEY M, REYNAUD D, ERMINI L, POST M, NORTHCOTT PA, PFISTER SM, CROUL
SE, KOOL M, KORSHUNOV A, TAYLOR MD, RUTKA JT (2014) FORETINIB IS EFFECTIVE
THERAPY FOR METASTATIC SONIC HEDGEHOG MEDULLOBLASTOMA. Neuro Oncol 16:
35. doi: 10.1093/neuonc/nou208.47.

SOBCZYNSKA-RAK A, SILMANOWICZ P, POLKOWSKA I (2016) Tumor Angiogenesis — fac-
tors influencing the development of a tumor vascular network and assessment of neoangiogenesis in
histopathological samples. Medycyna Weterynaryjna 72: 542-548. doi: 10.21521/mw.5563.
TAYLOR MD, NORTHCOTT PA, KORSHUNOV A, REMKE M, CHO Y-J, CLIFFORD SC, EBER-
HART CG, PARSONS DW, RUTKOWSKI S, GAJJAR A, ELLISON DW, LICHTER P, GILBERT-
SON RJ, POMEROY SL, KOOL M, PFISTER SM (2012) Molecular subgroups of medulloblastoma:
the current consensus. Acta Neuropathol 123: 465-472. doi: 10.1007/s00401-011-0922-z.
TCHORZEWSKA M, KOWALIK M, KULIS A, OLEJARZ W (2019) MECHANISMS LEADING
TO ANGIOGEGNESIS IN CANCERS. 60-65.

TELEANU RI, CHIRCOV C, GRUMEZESCU AM, TELEANU DM (2019) Tumor Angiogenesis
and Anti-Angiogenic Strategies for Cancer Treatment. J Clin Med 9. doi: 10.3390/jcm9010084.
THOMPSON EM, KEIR ST, VENKATRAMAN T, LASCOLA C, YEOM KW, NIXON AB, LIU
Y, PICARD D, REMKE M, BIGNER DD, RAMASWAMY V, TAYLOR MD (2017) The role of
angiogenesis in Group 3 medulloblastoma pathogenesis and survival. Neuro Oncol 19: 1217-1227.
doi: 10.1093/neuonc/nox033.

VIRAG J, KENESSEY I, HABERLER C, PIURKO V, BALINT K, DOME B, TIMAR J, GARAMI
M, HEGEDUS B (2014) Angiogenesis and angiogenic tyrosine kinase receptor expression in pediat-
ric brain tumors. Pathol Oncol Res 20: 417-426. doi: 10.1007/s12253-013-9711-4.

WEIJ, MAL, LI C, PIERSON CR, FINLAY JL, LIN J (2019) Targeting Upstream Kinases of STAT3
in Human Medulloblastoma Cells. Curr Cancer Drug Targets 19: 571-582. doi: 10.2174/156800961
8666181016165604.



248

[54]

[55]

[56]
[57]

[58]

A.KLIMCZAK I WSP.

Y C (2009) Tumor angiogenesis and molecular targets for therapy. Front Biosci (Landmark Ed) 14:
3962-3973. doi: 10.2741/3504.

YANG M-Y, LEE H-T, CHEN C-M, SHEN C-C, MA H-I (2014) Celecoxib suppresses the phosphor-
ylation of STAT3 protein and can enhance the radiosensitivity of medulloblastoma-derived cancer
stem-like cells. Int J Mol Sci 15: 11013-11029. doi: 10.3390/ijms150611013.

ZAKRZEWSKA M, LIBERSKI PP (2011) Podtoze molekularne rdzeniaka wieku dziecigcego. Aktu-
alnosci Neurologiczne 11: 85-90.

ZUAZO-GAZTELU I, CASANOVAS O (2018) Unraveling the Role of Angiogenesis in Cancer Eco-
systems. Front Oncol 8. doi: 10.3389/fonc.2018.00248.

ZYGON ] (2014) Wplyw naczyniowo-srodblonkowego czynnika wzrostu i jego receptora Flt-1 na
angiogeneze¢ oraz rokowanie w operacyjnym raku jelita grubego. 85.

Redaktor prowadzgcy - Michat Nowicki

Otrzymano: 02.09.2021

Przyjeto: 24.09.2021

Adrianna Klimczak

ul. Dgbrowskiego 130b/22, 60-576 Poznan
tel.: 791729 175

e-mail: klimczakadrianna@gmail.com



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 48 2021 NR 3 (249-364)

OGRANICZENIE KALORYCZNE
A PROCES STARZENIA SIE ORGANIZMU

CALORIC RESTRICTION AND AIGING PROCESS
Katarzyna ZGUTKA, Katarzyna PIOTROWSKA
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Streszczenie: Zmniejszenie liczby spozywanych kalorii opdznia procesy starzenia i znacznie re-
dukuje ryzyko wystepowania choréb zwigzanych z wiekiem. Liczne badania przeprowadzone na
przestrzeni ostatnich lat wykazaty, ze restrykcja kaloryczna od 25 do 60 procent zapotrzebowania en-
ergetycznego przy jednoczesnym zachowaniu prawidlowego poziomu koniecznych dla prawidtowe-
go funkcjonowania organizmu sktadnikéw mineralnych i witamin znacznie zwigkszyta dtugosc¢ jak
i poprawiata jako$¢ zycia wielu gatunkow zwierzat. W niniejszej pracy omowiono restrykcje kalo-
ryczng w aspekcie mechanizméw molekularnych zwigzanych ze starzeniem si¢ organizmu.

Stowa kluczowe: restrykcja kaloryczna, starzenie sig, teorie i mechanizmy starzenia si¢ organizmu

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

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

WSTEP

Proces starzenia jest zjawiskiem plastycznym [27]. Wplywa na niego wiele
czynnikdéw m.in. niestabilno$¢ genomu, zmiany epigenetyczne, dysfunkcja mi-
tochondriow, starzenie komorek, wyczerpanie puli komorek macierzystych, czy
chociazby zmiany w sygnalizacji migdzykomorkowej [10, 21, 52]. Uwaza sig,
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rowniez, ze wiele tzw. nutraceutykow, czyli sktadnikéw pozywienia pochodzenia
naturalnego, poprzez swoje dziatanie antyoksydacyjne i przeciwzapalne moze mo-
dyfikowac proces starzenia a tym samym opdznia¢ rozwoj chorob wieku podeszte-
go [1]. Liczne doniesienia literaturowe poswiadczajg takze, ze ograniczenie kalorii
(CR) jest obecnie jedyna niegenetyczng interwencja majacg na celu opoznienie po-
stepu starzenia i rozw0j chorob przewlektych zwigzanych z wiekiem [35].

Zgodnie z definicja restrykcje kaloryczng (ang. caloric restriction, CR/ ang.
dietary restrictin, DR) rozumiemy jako diete, w ktorej znaczaco zmniejsza si¢
warto$¢ energetyczng pozywienia (od 30 do 60% dziennego zalecanego spozycia)
ale dostarczane sg wszystkie niezbedne mikro- i makroelementy, witaminy oraz
inne sktadniki odzywcze [7]. Niektorzy badacze wykorzystujac do badan mode-
le zwierzgce stosuja tzw. tagodnag restrykcje kaloryczng ok. 10-15%, ktéra row-
niez przynosi znaczne efekty [3, 26, 50]. Pierwsze doniesienia poswiadczajace
znaczacy wplyw ograniczenia kalorycznego na dlugos¢ i jakos¢ zycia pochodza
juz z 1935 roku, kiedy to McCay wraz ze wspotpracownikami zaobserwowali,
ze szczury poddane restrykcji kalorycznej zyja dluzej niz zwierzeta otrzymujace
zalecang dzienng dawke pozywienia [54]. Wyniki tego do§wiadczenia miaty prze-
lomowe znaczenie w gerontologii i wyznaczyty nowy kierunek badan nad pro-
cesami starzenia. Od tego czasu podobne obserwacje poczyniono w stosunku do
wielu réznych gatunkow m.in. drozdzy, robakow, ryb, myszy, szczuréw i matp [9,
22,26, 27, 30]. Zaobserwowano, ze organizmy te nie tylko zyja dtuzej, ale dtuzej
zachowujg pelng aktywnosc.

U ludzi ocena wptywu ograniczenia kalorycznego jest dos¢ trudna gldwnie
z technicznego punktu widzenia. Dotyczy to przede wszystkim dlugoterminowo-
$ci tego typu eksperymentdw, przestanek bioetycznych i kosztéw. Pozostaja zatem
historyczne obserwacje, ktore poczyniono na przestrzeni lat. Wsrod tych rozlicz-
nych doniesien na plan pierwszy wysuwa si¢ przyktad mieszkancow japonskiej
wyspy Okinawy, ktory od wielu lat fascynuje naukowcow. Na podstawie obszerne;j
analizy sporzadzonej w latach 70 Kagawa odnotowatl, Ze na wyspie tej zylo naj-
wigcej na $wiecie stulatkdw, na kazde 100 tys. przypadato ich ok. 50 podczas gdy
w krajach wysoko uprzemystowionych byto ich 10-20 [59]. W 2006 roku wsrod
1,3 mln. mieszkancow zyto 740 stulatkow w tym 90% stanowily kobiety. Miesz-
kancy Okinawy oprocz tego, ze zyli dtuzej to dodatkowo wykazywali zwickszong
jak na swoj wiek sprawnos¢ fizycznag [59, 60]. Liczba zgonoéw na skutek udarow,
nowotwordw i chorob serca byta w tej populacji o 35% nizsza, a liczba zgonow
0sob w wieku 60-64 lat o polowe mniejsza niz na innych wyspach Japonii. Ka-
gawa powiazal obserwowany stan rzeczy z ograniczeniem kalorycznym jakiemu
poddawani sg mieszkancy Okinawy juz od wczesnych lat swojego zycia. llos¢ ka-
lorii jaka przyjmowaty dzieci w wieku szkolnym to 62% dziennej, zalecanej daw-
ki. Dorosli natomiast spozywali o 40% mniej kalorii w stosunku do mieszkancow
USA [22, 59]. W badaniach trwajacych ponad 25 lat, w ktore zaangazowat si¢



OGRANICZENIE KALORYCZNE A PROCES STARZENIA SIE ORGANIZMU 351

rowniez rzad Japonii, przebadano ludzi powyzej 70 roku zycia w tym ponad 900
stulatkow. Stwierdzono brak wyraznych zaburzen sprawnos$ci fizycznej, osoby
poddane badaniu odznaczaly si¢ szczupta sylwetka, miaty drozne tetnice a tylko
w nielicznych przypadkach odnotowano choroby serca czy nowotwory. Dodat-
kowa analiza uwzgledniajaca aspekt genetyczny i klimatyczny przeprowadzona
przez grupg prof. Suzuki nie wykazata zadnego nietypowego genu wystepujacego
tylko w populacji zyjacej na Okinawie, ani niezwyktego sktadnika mikroklimatu
[60]. Przedstawione powyzej dane dotyczyly osob starszych nalezacych do tak
zwanego pokolenia powojennego. Niestety, ostatnimi czasy pojawity si¢ doniesie-
nia $wiadczace o tym, ze Okinawa traci swoj wysoki wskaznik dlugowiecznosci.
Zadaniem naukowcow jest to gtdéwnie wynikiem ,,westernizacji” diety obecnego
pokolenia [19].

Kontrolowane badania wplywu restrykcji kalorycznej z udziatem ludzi sa
nowoscig a czas ich przeprowadzania jest znacznie ograniczony (maksymalnie 2
lata) [28]. Trudno na ich podstawie okreslic wplyw restrykcji na dtugowiecznosé
czy przezywalnos¢ ludzi.

W 1991 roku przeprowadzono eksperyment ekologicznego pod nazwg Biosfe-
ra, ktory jako pierwszy pokazat wptyw restrykcji kalorycznej na niektore parame-
try fizjologiczne cztowieka. Biosfera byta zamknietym, odizolowanym obszarem,
w ktorym umieszczono 8 0sob (cztery kobiety i czterech mezczyzn) na okres 2 lat.
W wyniku nieoczekiwanych problemow, ktore pojawily sie w pierwszej czesci
eksperymentu, uczestnicy poddani zostali przymusowemu ograniczeniu kalorycz-
nemu. Dzienne spozycie kalorii wynosito 1750-2100 kcal [57]. Dane uzyskane po
zakonczeniu projektu pokazaty, ze obnizeniu ulegly: wskaznik masy ciata o 19%
dla me¢zezyzn 1 13% dla kobiet; ci$nienie krwi skurczowe o 25% i rozkurczowe
0 22%), hormony (np. insulina, obnizona o 42%; T3, obnizona o 19%), parametry
biochemiczne (np. poziom cukru we krwi obnizony o 21%; cholesterol obnizony
0 30%). Szereg dodatkowych zmian , w tym wartosci rT3, kortyzolu, hemoglo-
biny glikowanej i innych, przypominaty wartosci u gryzoni lub malp utrzymywa-
nych w rezimie niskokalorycznym [57].

W 2007 roku rozpoczeto kompleksowe badanie w ramach programu CAL-
ERIE (Comprehensive Assessment of the Long-term Effects of Reducing Energy
Intake). Bylo to pierwsze, zaprojektowane badanie majace na celu oceng skutkow
dtugotrwatego (6, 12 i 24 miesigce) ograniczenia kalorycznego nieotytych ludzi.
W programie uczestniczyto 3 o$rodki badawcze ze Stanow Zjednoczonych lacz-
nie w badaniu wzig¢lo udziat 220 oso6b (kobiet i m¢zczyzn) w wieku 21-50 lat [49].
Wykazano, ze 2 lata umiarkowanego ograniczenia kalorii (25%) znacznie zmniej-
szyly wartosci kardiometabolicznych czynnikow ryzyka u mtodych, nieotylych
dorostych. Znacznie poprawit si¢ profil lipidowy surowicy krwi (obnizeniu ule-
gly: wartosci LDL, stosunku cholesterolu catkowitego do HDL) i funkcja rozkur-
czowa serca. Badania te dowodza, ze praktykowanie umiarkowanego ogranicze-
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nia kalorii u mlodych i zdrowych os6b w $rednim wieku moze przynie$¢ znaczne
korzysci dla zdrowia uktadu sercowo-naczyniowego [28].

Pomimo, Ze istnieja solidne dane sugerujace, iz restrykcja kaloryczna popra-
wia zdrowie i moze wydluzy¢ zywotnos¢, trudno jednoznacznie stwierdzic, ze jej
efekty sg uniwersalne. Wykazano, ze bardzo duze znaczenie ma min.: tlo gene-
tyczne, ple¢, rodzaj ograniczenia oraz czas jego rozpoczecia [ 14, 38, 43].

JAK RESTRYKCJA KALORYCZNA WPLYWA
NA MECHANIZMY ZWIAZANE
ZE STARZENIEM SIE ORGANIZMU?

Obecnie szeroko akceptowang teorig na temat ograniczenia spozycia kalorii
ijego wptywu na dlugowieczno$¢ jest hipoteza hormezy [31, 54]. Termin ten zo-
stat sformulowany przez Suothama i Ehrlicha w 1943 roku i oznacza zjawisko po-
legajace na tym, ze pewne substancje — ktore podawane sa w nadmiarze wywieraja
szkodliwy efekt, w malych ilosciach mogg przynosi¢ korzystne rezultaty [5, 6, 48].
I tak hipoteza hormezy w kontekscie restrykcji kalorycznej, zaktada, ze obnizenie
ilosci spozywanych kalorii jest tagodnym czynnikiem stresowym, ktéry wywoluje
w organizmie pozytywna odpowiedz obronng. W efekcie zmianie ulega metabolizm
—ro$nie odpornos$¢ na stres, co w konsekwencji powoduje zwigkszenie dtugosci zy-
cia krytycznych dla organizmu komoérek. Hipoteza hormezy dotyczaca ogranicze-
nia kalorii w diecie wysuwa cztery gldwne przypuszczenia. Po pierwsze, fagodny
czynnik stresowy jakim jest ograniczenie kalorii indukuje sygnalizacyjne szlaki
wewnatrzkomorkowe. Szlaki te zaangazowane sg w mechanizm obrony komodrek
i tkanek przed skutkami procesu starzenia (ostabienie procesu apoptozy). Po dru-
gie, reguluja metabolizm glukozy, thuszczow i biatek w taki sposob, ktory zwicksza
szanse na przezycie organizmu w warunkach stresu. Cato$¢ mechanizméw za$ pod-
lega kontroli uktadu hormonalnego i autonomicznego zapewniajagcym utrzymanie
rownowagi wewnetrznej organizmu [54].

Badania z ostatnich dwoch dekad dostarczyly wielu szczegdtow na temat me-
chanizmoéw restrykcji kalorycznej. Ostatnie postepy w technikach bioinformatycz-
nych, analizy zaburzen genetycznych na poziomie organizmu, znacznie poszerzyly
naszg wiedz¢ na temat mechanizmow molekularnych, ktore posrednicza w wydtu-
zeniu dlugosci zycia przez interwencje kaloryczne. Ze wzgledu na fakt, ze wiele
genow 1 szlakéw zwigzanych z procesem starzenia jest w duzej mierze konserwa-
tywne ewolucyjnie, organizmy modelowe takie jak drozdze, nicienie, D. melanoga-
ster byty kluczowe dla odkry¢ tych mechanizmoéw. Obecnie wiadomo, ze CR dziata
poprzez kluczowe metaboliczne szlaki sygnatowe reagujace na sktadniki odzywcze
i stres, w tym sirtuiny, [IS/FOXO, TOR, AMPK, i mitofagi¢ [7, 8, 32, 58] (Rye. 1).
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RESTRYKCJA KALORYCZNA

EFEKTY OGOLNE I EFEKTY MOLEKULARNE:
METABOLICZNE: | sygnatowania szlaku mTOR,
| masy ciata, | sygnalowania szlaku IIS,
| temperatury ciata | sygnalowana JNK,
| wydatkowania energii, | spadek poziomu ROS,
| metabolizmu lipidow, inaktywacja TNFa,
| poziomu insuliny na czczo, 1 caskady AMPK,
| poziomu stanu zapalnego, 1 poziomu sirtuin,

1 autofagii,

taktywnos$ci FoxO,

RYCINA 1. Zmiany na poziomie molekularnym i metabolicznym zachodzace w organizmie pod
wplywem ograniczenia kalorycznego. mTOR — ang. mammalian target of rapamycin kinase; 11S- ang.
insulin/IGF-1 signaling pathway; INK — ang. c-Jun N-terminal kinase pathway; ROS — ang. reactive
oxygen species; TNFa — ang. tumor necrosis factor a; AMPK — ang. AMP-activated protein kinase;
FoxO — ang. Forkhead box protein O

FIGURE 1. Changes on the molecular and metabolic level occurring in the body due to caloric re-
striction. mMTOR — mammalian target of rapamycin kinase; IIS- insulin/IGF-1 signaling pathway; JNK
— c-Jun N-terminal kinase pathway; ROS — reactive oxygen species; TNFa — tumor necrosis factor o;
AMPK — AMP-activated protein kinase; FoxO — Forkhead box protein O

SIRTUINY A RESTRYKCJA KALORYCZNA

Ostatnie odkrycia dowodza, ze mechanizm zwigzany z wptywem ograniczenia
kalorycznego na proces starzenia jest efektem dziatania sirtuin (ang. silent infor-
mation regulator, Sir). Zainteresowanie tymi biatkami wzrosto po 1999 roku kiedy
to zaobserwowano, ze jedno z nich Sir 2 przedtuza zycie drozdzy Saccharomyces
cerevisiae o ok. 30% [17]. Wiadomo, ze sirtuiny naleza do enzymow z rodziny
NAD™ - zaleznych deacylaz histonowych (HDAC), co sugeruje, ze ich aktywnos$¢
zalezy od stanu metabolicznego komorki [20]. Przypisuje si¢ im udziat w takich
procesach jak: wyciszanie transkrypcyjne gendw, regulacja apoptozy i homeosta-
zy gospodarki lipidowej czy wspomniana powyzej ingerencja w proces starzenia
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[29]. U ssakow zidentyfikowano siedem gendw SIRT-7, bedacych homologami
odkrytego u drozdzy genu Sir2. Geny te koduja biatka o masie czasteczkowej od
33,9kDa (SIRTS) do 81,7kDa (SIRT1) [53]. Wszystkie formy charakteryzuja si¢
wystepowaniem domeny wigzacej NAD, umozliwiajgca aktywno$¢ enzymatycz-
ng. Stanowia element konserwatywnego ewolucyjnie aparatu genetycznej kontroli
starzenia, uruchamianego i promujacego przezycie organizmu w niekorzystnych
warunkach $rodowiska. Poszczegdlne sirtuiny réznig si¢ miedzy sobg rodza-
jem aktywnosci, kierunkiem dziatania i lokalizacja w obrebie komorki (Tab. 1).
SIRT1 wystepuja w jadrze komorkowym i cytoplazmie, SIRT2 w cytoplazmie,
SIRT3, 4, 5 w mitochondriach a SIRT6, 7 wystepuja w jadrze komérkowym [17,
29, 32]. Funkcja enzymatyczna tych bialek nie zostata jeszcze catkowicie zgle-
biona. Wiadomo, ze substratami dla tych enzymdéw sa m.in.: zwigzane z DNA
biatka histonowe, odpowiadajace za strukture chromatyny; biatko p53, hamujacy
rozwd6j nowotwordw, okreslany czesto mianem straznika genomu; budujace mi-
krotubule biatko a- tubuliny; syntetaza acetylo-CoA [17, 53]. Odkrycie sirtuin
odpowiadajacych za przebudowe struktury chromatyny i regulacje transkrypcji
umozliwito nowe spojrzenie na rozumienie mechanizmu jaki tgczy ograniczenie
kalorii z wydtuzeniem zycia. Kolejne doniesienia stanowily potwierdzenie wcze-
$niejszych obserwacji, ponadto wykazano, ze efekt wydtuzenia czasu zycia w od-
powiedzi na restrykcje kaloryczna nie wystepuje gdy uszkodzone sa geny koduja-
ce sirtuiny [4]. Zwigkszenie ekspresji tych genow powoduje z kolei wzmocnienie
obserwowanego efektu. Ograniczenie kaloryczne powoduje wzrost aktywnos$ci
sirtuin. Zmniejszenie szybkosci metabolizmu i zmiana stanu oksydoredukcyjne-
go komorek, ktora wigze si¢ ze zmiang stosunku NAD* /NADH zwicksza pulg
wolnych koenzymow NAD™ i tym samym ich dostepnos$¢ dla biatek SIRT [17,
53]. W 2003 roku Sinclair i wspotpracownicy wykazali, ze na wydtuzenie zycia
u drozdzy poza sirtuinami ogromne znaczenie ma rowniez funkcjonalnos¢ genu
PNCI- [2]. Produktem aktywno$ci tego genu jest biatko nikotynamidaza PNCI,
katalizujaca reakcje deaminacji nikotynamidu do kwasu nikotynowego. Nikoty-
namid poza tym, ze jest produktem, to stanowi dodatkowo substancj¢ hamujaca
deacylacje przeprowadzang przez sirtuiny [2]. Co ciekawe nie zaobserwowano,
by podobny efekt wywotywal kwas nikotynowy. Reasumujac, obnizenie stezenia
nikotynamidu przez PNC1 prowadzi do wzrostu aktywno$ci sirtuin. Teoria ta wy-
daje si¢ by¢ catkowicie zgodna z przytoczong powyzej hipoteza hormezy- ogra-
niczenie kaloryczne jako tagodny czynnik stresowy powoduje aktywacje biatek
SIRT przez obnizenie st¢zenia inhibitoréw lub zwigkszenie ilosci substancji akty-
wujacych te biatka [36]. Dodatkowo wiele badan wskazuje sirtuiny jako represory
genow bioracych udziat w adipogenezie i magazynowaniu ttuszczow w komor-
kach [55]. Wedtug jednej z proponowanych hipotez obserwowany efekt w przy-
padku restrykeji kalorycznej zwiazany jest bezposrednio z redukcjg ilosci tkanki
thuszczowej [44, 53]. Ponadto w proces aktywacji sirtuin zaangazowane sg roOw-
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niez: insulina i insulinopodobny czynnik wzrostu typu 1 (IGF-1) a doktadnie ich
niskie stezenie we krwi. Warto wspomnie¢, ze istnieje rowniez poglad, ze sirtuiny
w szczegolnosci SIRT1 reguluje przetrwanie komorek poprzez wplyw na czynni-
ki indukujgce zaprogramowang $mier¢ komorki — apoptoze. Do takich zaliczamy
czynnik transkrypcyjny O z rodziny forkhead- FoxO uczestniczacy w regulacji
proliferacji, r6znicowania czy apoptozy komoérek. SIRT1 katalizuje deacylacje
FoxO, w wyniku czego przyczynia si¢ do nasilenia proceséw zwigzanych z napra-
wa DNA, poprzez zwigkszenie ilo$ci biatka GADDA45, czy wzmocnienie obrony
antyoksydacyjnej [29]. Istniejg przypuszczenia sugerujace, ze SIRT1 moze ko-
rzystnie wptywac na zwigzany z rodzing biatek Bcl-2 szlak apoptotyczny. Biatka
te regulujg m.in. przepuszczalno$¢ btony mitochondrialnej, jedne wykazuja dzia-
lanie antyapoptotyczne inne za$ promuja proces apoptozy. Do drugiej grupy za-
liczane jest biatko Bax. Bialko to podlega regulacji przy udziale czynnika Ku70.
SIRT1 deacyluje dwie kluczowe reszty lizyny Ku70 przez co hamuje ten szlak
apoptozy [12]. Sirtuiny to enzymy o wielu funkcjach. Biorg udziat w licznych
procesach komoérkowych, regulujac metabolizm wielu modelowych organizmow.
Substratami dla sirtuin sg nie tylko enzymy szlakow metabolicznych, ale rowniez
czynniki transkrypcyjne oraz histony. Biorgc zatem pod uwage ich duzg specy-
ficzno$¢ substratowa jak i zwigzang z nimi ingerencje w procesy metaboliczne
istnieje przypuszczenie, iz substancje te moga sta¢ si¢ w niedlugiej przysztosci
obiecujgcym, molekularnym celem w terapii wielu choréb wieku podesztego.

SCIEZKA SYGNALOWANIA INSULINA /IGF-1

Wedhug rozlicznych doniesien literaturowych istnieje zwiazek migdzy hor-
monami a dlugowiecznoscia [18]. Najprawdopodobniej dzieje si¢ tak na skutek
wzrostu ekspresji niektorych gendw zwigzanych m.in. ze szlakiem sygnalowania
insuliny i insulinopodobnego czynnika wzrostu (IIS). Do gendéw tych zaliczamy
geny kodujace biatka IRS 1 i/lub IRS 2 (substrat receptora insulinowego 1 12).
Biatka te ulegaja fosforylacji po wczes$niejszym zwigzaniu si¢ insuliny ze swoim
receptorem zlokalizowanym na powierzchni komorki [37]. Masternak i wspotpra-
cownicy odnotowali, ze zar6wno u myszy o fenotypie Ames, ktore nie wydzielaja
hormonu wzrostu 1 wskutek tego maja niski poziom IGF-1 w surowicy, jak i tych
o fenotypie dzikim, restrykcja kaloryczna powoduje wzrost ekspresji wspomnia-
nych genow [37].

U gryzoni, u ktoérych zastosowano tzw. tagodng 15% lub 40-60% restryk-
cje kaloryczng zaobserwowano m.in. spadek poziomu hormonu wzrostu (GH),
czynnika insulinopodobnego (IGF-1) i insuliny [50]. Substancje te okreslane sa
w literaturze mianem biomarkerow restrykcji kalorycznej [22]. Zarowno insulina,
insulinopodobny czynnik wzrostu typu 1 (IGF-1) i typu 2 (IGF-2) to m.in. stymu-
latory podziatdéw komoérkowych, dotyczy to nie tylko komorek fizjologicznych ale
rowniez nowotworowych. Poziom wspomnianych czynnikow we krwi powigzany
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jest $cisle z iloscig przyjmowanych kalorii. Insulina wydzielana jest przez komor-
ki beta wysp trzustkowych po dostarczeniu pokarmu do organizmu, IGF-1 nato-
miast jest uwalniany z komorek watroby pod wplywem hormonu wzrostu. Szlaki
sygnalowe uruchamiane przez te czynniki s3 wysoce konserwatywne i zbiezne.
Obnizenie poziomu insuliny we krwi powoduje, ze z tkanki thuszczowej zwiek-
sza si¢ uwalnianie thuszczu i wydzielanie adiponektyny bedacej m.in. czynnikiem
uwrazliwiajacym komorki na insuling. Co z kolei skutkuje dalszym obnizaniem
poziomu insuliny we krwi [11]. Z molekularnego punktu widzenia wiadomym
jest fakt, ze na skutek aktywacji szlaku IIS przez hormon wzrostu, czynnik tran-
skrypecyjny FoxO ulega fosforylacji i translokacji z jadra do cytoplazmy, co skut-
kuje jego unieczynnieniem. W okresie zmniejszonej podazy pozywienia obniza
si¢ sygnatowanie szlaku IIS w wyniku czego, czynnik transkrypcyjny FoxO ulega
aktywacji przez deacylacje w obecnosci sirtuin, przemieszcza si¢ do jadra gdzie
promuje ekspresje gendw zwigzanych z dlugowiecznoscia [24].

mTOR A OGRANICZENIE KALORYCZNE

Kinaza serynowo — treoninowa (ang. mammalian target of rapamycin, mTOR)
jest biatkiem regulujagcym tempo wielu istotnych proceséw wewnatrzkomoérko-
wych. Wystepuje w postaci dwdch funkcjonalnie odrgbnych kompleksow bial-
kowych: mTORCI (ang. mammalian target of rapamycin complex 1) i mTORC2
(ang. mammalian target of rapamycin complex 2). W warunkach fizjologicznych
mTOR jest gldéwnym regulatorem wzrostu i podziatu komoérek eukariotycznych
w odpowiedzi na czynniki odzywcze (glukozg i aminokwasy), insuing i czynniki
wzrostowe. Poczynajac od drozdzy a na ssakach konczac biatka TOR sg kolejny-
mi wysoce konserwatywnymi czynnikami. Kompleks mTORCI poprzez fosfory-
lacje¢ dwoch najlepiej scharakteryzowanych substratow — kinazy rybosomalnej S6
(ang. ribosomal protein S6 kinase 1, S6K1) oraz biatka wigzacego eukariotycz-
ny czynnik inicjacji translacji 4E (ang. Eukaryotic translation initiation factor
4E-binding protein 1, 4E-BP1) — kontroluje syntez¢ biatek kluczowych dla cy-
klu komérkowego. Kompleks ten stymuluje réwniez biosynteze lipidéw, hamuje
degradacj¢ na drodze autofagii i reguluje metabolizm glukozy [41]. Podstawo-
wa funkcja kompleksu TORC?2 jest organizacja cytoszkieletu [46], jak rowniez
udziat w aktywacji kinazy Akt — gtdéwnego stymulatora kompleksu TORC1 [56].
Pierwsze doniesienia pokazujace, ze mTOR moze regulowac procesy starzenia,
pochodza z badan przeprowadzonych na drozdzach, u ktérych wykazano, ze de-
lecja pojedynczego genu kodujacego SCHY (drozdzowy ontolog S6K,) powodu-
je wydluzenie zycie tych organizméw o 50% [15, 34]. Ponadto farmakologiczne
zablokowanie szlaku rapamycyng lub sulfaksyming metioniny znacznie wydluza
chronologiczng dlugos¢ zycia (CLS) czyli czas przezywalno$ci komorek drozdzy
w fazie stacjonarnej. Zmniejszone sygnatwanie sprzyja rowniez zwickszeniu od-
pornos$ci na stres organizmow modelowych. U drozdzy, nicieni i ssakéw mTOR
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uznawany jest za negatywny regulator procesu autofagii [23]. W nawigzaniu do
badan przeprowadzonych z udzialem myszy stwierdzono, ze stosowanie restryk-
cji kalorycznej znacznie obniza sygnatowanie szlaku mTOR i korzystnie wplywa
na wydtuzenie dtugos$¢ zycia. Warto wspomnie¢, ze oprocz aminokwasoéw szlak
mTOR jest rowniez regulowany przez stan energetyczny komorki w sposob zalez-
ny od kinazy biatkowej aktywowanej przez AMP (AMPK).

AMPK A RESTRYKCJA KALORYCZNA

AMPK kinaza biatkowa aktywowana przez AMP (ang. AMP-activated protein
kinase) to enzym bioracy udziat w procesach odpowiedzialnych za utrzymanie
homeostazy energetycznej zardwno na poziomie komoérkowym jak i catego or-
ganizmu u eukariotow. AMPK dziata jak czujnik wewnetrznego poziomu fosfo-
rano6w adenozyny. Jesli w komoérce nie ma niedoboru ATP, stosunek ATP/ADP
pozostaje wysoki, a reakcja przebiega z wytworzeniem ADP i obnizeniem pozio-
mu AMP. W takim przypadku wysokie stezenie ATP zapobiega aktywacji AMPK.
W przypadku restrykcji kalorycznej stosuneck AMP/ATP zmienia si¢ znacznie
szybciej niz stosunek ADP/ATP, stad AMP staje si¢ gtownym czynnikiem ak-
tywacji AMPK [33]. U C.elegans znaczne ograniczenie podazy glukozy powo-
duje wydtuzenie zycia tego organizmu poprzez indukcje oddychania tlenowego
w mitochondriach. Co ciekawe wykazano, ze zastosowanie restrykcji kaloryczne;j
u nicienia z mutacjg w genie aaak-2, homologu AMPK, nie wydtuza zycia orga-
nizmu. Fakt ten $wiadczy o niezaprzeczalnej roli AMPK w zastosowaniu ograni-
czenia kalorycznego u C. elegans.

U ssakow wykazano, ze poprzez ograniczenie spozycia kalorii aktywacji ule-
ga watrobowa AMPK w wyniku czego znacznie spowalnia glukoneogeneza, na-
tomiast w migsniach dochodzi do stymulacji wychwytu glukozy poprzez wzrost
syntezy jednego z jej transporterow GLUT4 [39].

Jak wspomniano powyzej, kinaza ta jest rowniez znana jako czynnik negatyw-
nie regulujacy kompleks mTORCI. Przypuszcza si¢, ze regulacja ta odbywa si¢
na zasadzie co najmniej dwoch odrebnych mechanizmoéow. Jeden z nich zwigzany
jest z posrednim udziatem AMPK, ktora aktywuje biatko TSC2 (ang. Tuberous
Sclerosis Complex 2) przez fosforylacje jego reszt serynowych. W konsekwencji
tego procesu dochodzi do zahamowania szlaku sygnalowania mTOR. Drugi ro-
dzaj reakcji odbywa si¢ na zasadzie bezposredniego wptywu kinazy na fosforyla-
cje sktadnika kompleksu mTORCI1- biatka Raptor, co w konsekwencji uposledza
przekazywanie sygnaty w obrebie szlaku [62] (Rye. 2).

Warto réwniez nadmienié, ze indukcja aktywnosci AMPK posredniczy w syn-
tezie cytokin przeciwzapalnych. Nadmierna podaz energii promuje przewlekly
stan zapalny, ktory przyczynia si¢ do przyspieszenia procesOw zwigzanych ze
starzeniem si¢ organizmu, czy tez do wystgpienia choréb zwigzanych z wie-
kiem podesztym: otytos$ci, insulinoopornosci, cukrzycy typu II, miazdzycy [45].
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RYCINA 2. Wplyw restrykcji kalorycznej na szlaki sygnatowania komorkowego i czynniki z nimi
zwigzane. Niebieskimi strzalkami zaznaczono dzialanie aktywujace, czerwonymi regulacj¢ negaty-
wng. CR — ang. calorie restriction; IGF-1R — ang. insulin-like growth factor 1 receptor; AMPK — ang.
AMP-activated protein kinase; SIRTS — ang. sirtuins; mTOR — ang. mammalian target of rapamycin
kinase; AGT — ang. autophagy-related proteins; PGCla — ang. peroxisome proliferator-activated re-
ceptor gamma coactivator 1a; NF-gB — ang. nuclear factor kappa-light-chain- enhancer of activated
B cells, FoxO — ang. Forkhead box protein O

FIGURE 2. Effect of caloric restriction on cell signaling pathways and factors associated with them.
Activating action is marked with blue arrows, negative adjustment with red. CR — calorie restriction;
IGF-1R — insulin-like growth factor 1 receptor; AMPK — AMP-activated protein kinase; SIRTS —
sirtuins; mTOR — ang. mammalian target of rapamycin kinase; AGT — autophagy-related proteins;
PGCla- peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator lo; NF-gB — nuclear factor
kappa-light-chain- enhancer of activated B cells, FoxO — Forkhead box protein O

W licznych badaniach dowiedziono, ze AMPK jest istotnym, cho¢ posrednim,
regulatorem $ciezki sygnatowej NF-kP3 zaangazowanej w odpowiedz immunolo-
giczng organizmu [51].W komorkach miesni szkieletowych wykazano, ze na sku-
tek wzrostu ilo$ci glukozy dochodzi do wzrostu wytwarzania reaktywnych form
tlenu (ROS), ktore z klei promuja sygnatowanie szlaku NF-kf. Dowiedziono tym
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samym, ze NF-kf uposledza homeostaz¢ mitochondrialng. Podjednostki budujace
ten czynnik transkrypcyjny sa regulowane przez m.in.: SIRT1, PGC-1a, p53 czy
FoxO czyli biatka regulowane przez AMPK [41] (Rye. 2). Co cickawe, wiado-
mo, ze kinaza ta ma kluczowe znaczenie dla mitofagii — procesu niezbednego do
utrzymania prawidlowej homeostazy energetycznej na poziomie komorkowym.
Dzigki mitofagii mozliwe jest systematyczne i wydajne usuwanie niesprawnych
badz uszkodzonych mitochondriow. Wiele badan wskazuje, ze szybko$¢ usuwa-
nia wadliwych mitochondriow obniza szybkos¢ proceséw prowadzacych do sta-
rzenia si¢ komorek [16]. W warunkach stresu energetycznego AMPK reguluje
ksztalt sieci mitochondrialnej. Dzigki AMPK, biatko MFF (ang. mitochondrial
fission factor) bedace sktadnikiem zewnetrznej btony mitochondrialnej, rekrutu-
je biatko DRP1 (ang. dynamin related protein 1) posredniczace we fragmentacji
mitochondriéw i peroksysomow [25, 42]. Ponadto wykazano, ze u ssakow brak
AMPK powoduje nadmierng akumulacje biatka adaptorowego p62/SQSTMI1
i wadliwg mitofagie [13]. AMPK jest rowniez niezbgdna do rekrutacji kinazy
ULK1 do mitochondriéw, gdzie dochodzi do fosforylacji biatka FUNDCI1 beda-
cego receptorem mitofagicznym w zewngtrznej blonie mitochondrialnej. Dzigki
temu procesowi mozliwa jest interakcja FUNDCI1 i LC3 (biatko zwigzane z mi-
krotubulami (ang. microtubule-associated protein light chain 3), prowadzaca do
mitofagii [61]. Ponadto, AMPK jest niezbedna do aktywacji kompleksu kinazy
3-fosfatydyloinozytolu- PIK3 i kaskady biatek ATG, ktore odgrywaja istotng role
w wydtuzaniu i dojrzewaniu autofagosomu. Jednakze, mimo tych wszystkich do-
niesien, nasza wiedza dotyczaca efektu restrykcji kalorycznych na sam proces
mitofagii jest ograniczona. Priece i wspot. zaobserwowali, ze po zastosowaniu re-
strykeji kalorycznych u myszy, czas potowicznego rozpadu biatek mitochondrial-
nych hepatocytéw ulegl znacznemu wydtuzeniu [47]. Cui odnotowalt, ze ekspresja
PINK1 (kinaza indukowana przez fosfataz¢ PTEN ang. PTEN induced putative
kinase) w nerkach u szczurow poddanych restrykcji kalorycznej byta znaczaco
obnizona, co moze wskazywac na to, ze restrykcja tagodzi uszkodzenia mitochon-
driow. Ponadto, w tym samym badaniu zaobserwowano wzrost ekspresji biatka
BNIP3 (ang. Bcl-2/adenovirus E1B-19kDa interacting protein 3, wczesniej Nip3)
inicjujacego pierwsze etapy autofagii [40]. Zhao stwierdzit, u 8 tygodniowych
myszy poddanych restrykcji kalorycznych, znaczny wzrost mitofagii w obszarze
serca na skutek wzrostu ekspresji biatkka DRP1 [63]. Na podstawie nielicznych
doniesien mozna wysuna¢ jednak wniosek, ze interwencje zwigzane z ogranicze-
niem kalorycznym wplywaja na autofagie mitochondriéw poprzez wzrost ekspre-
sji markeroéw tego procesu. Jak wida¢, powyzsze przyktady wskazuja, ze AMPK
jest istotnym czynnikiem zwigzanym z mechanizmami uruchamianymi podczas
restrykcji kalorycznych. Wydaje si¢, ze AMPK stanowi kluczowe ogniwo lacza-
ce ze sobg szlaki sygnatowania §cisle powigzane z ograniczeniem kalorycznym
i dtugowiecznoscia.
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PODSUMOWANIE

Starzenie, czyli utrata fizjologicznej integralnosci organizmu prowadzaca
do uposledzenia funkcji zyciowych i znacznej zapadalnosci na réznego rodza-
ju schorzenia, jest obecnie jednym z najistotniejszych wyzwan dla §wiata nauk
biologicznych i medycznych. Przytoczone powyzej przyktady po raz kolejny
przedstawiaja restrykcje kaloryczna jako dziatanie sprzyjajace poprawie zdrowia.
Jednakze nalezy pamigtac, ze kolejne badania sg niezb¢dne aby opracowa¢ mo-
del najbardziej efektywny i w miar¢ mozliwos$ci uniwersalny. Obecne doniesienia
pokazuja, jak duze znaczenie ma czas, rodzaj interwencji jak rowniez populacja
poddana ograniczeniu kalorycznemu. Rycina 2 przedstawia zbiorcze zestawie-
nie omowionych powyzej czynnikow, ktére modulowane sg przez ograniczenie
kalorii. Wnikliwsze poznanie ich mechanizméw molekularnych, jak rowniez in-
terakcji jakim ulegaja wzajemnie mogloby okaza¢ si¢ przetomem w medycynie,
gerontologii i istotnie wptyna¢ na poprawe jakosci i dtugos$ci zycia.

PODZIEKOWANIA

Prace sfinansowano z tematu statutowego Katedry 1 Zaktadu Fizjologii
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego
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