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Streszczenie

  Komórki raka jelita grubego charakteryzują się dużą opornością immunologiczną oraz lekoopor-
nością. Wysiłki badaczy skupiają się dodatkowo na ocenie możliwości zastosowania w przyszło-
ści w leczeniu raka jelita grubego cytokin – w tym w szczególności interferonów, o ile powiodą 
się próby uwrażliwienia komórek raka jelita grubego na ich działanie. Poznanie mechanizmów 
sterujących naturalnymi reakcjami zwalczania komórek nowotworowych przez układ odporno-
ściowy oraz sposobów unikania przez komórki nowotworowe apoptozy jest podstawowym wa-
runkiem powodzenia takich działań.

  Z przedstawionych w artykule informacji na temat badań mechanizmów przekazywania sygnałów 
w komórce, przeprowadzonych przede wszystkim na liniach komórek raka jelita grubego wyni-
ka, że potrafi ą one przetrwać atak komórek układu obronnego i immunologicznego. Na przykład, 
komórki ludzkiego raka okrężnicy linii COLO 205 nie ulegają działaniu cytokin cytotoksycznych 
zastosowanych indywidualnie, ale już zastosowanie ich w pewnych układach okazuje się skutecz-
ne. Przyczyna tego zjawiska nie jest do końca zrozumiała i może wynikać ze złożonego charakte-
ru przekaźnictwa sygnału, w którym najważniejsze miejsce zajmują czynniki STAT. Innym spo-
sobem unikania przez komórki COLO 205 śmierci jest wykorzystanie „sygnalingu odwrotnego” 
powodującego zahamowanie aktywności atakujących makrofagów pod wpływem rozpuszczal-
nych form receptorów TNF-a (sTNF-a R1, sTNF-a R2). Podobne skutki w komórkach COLO 
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205 wywołuje cytokina prozapalna IL-6, wytwarzana przez aktywne makrofagi. W odpowiedzi 
na IL-6, komórki raka okrężnicy wytwarzają przeciwzapalną cytokinę IL-10, która hamuje ak-
tywność PMNC. I w tym przypadku w reakcjach komórek zarówno COLO 205, jak i makrofa-
gów pośredniczą STAT. Należy również pamiętać, że aktywność transkrypcyjna czynników STAT 
decyduje o wrażliwości komórek na bodźce apoptogenne. Inhibitory STAT hamujące apopto-
zę wydają się w komórkach raka okrężnicy aktywniejsze niż wynikałoby to z ujemnego sprzę-
żenia zwrotnego, wymaganego dla toru Jak/STAT. Kolejnym zjawiskiem determinującym opor-
ność immunologiczną komórek COLO 205 jest bardzo duża aktywność podstawowa systemów, 
odpowiedzialnych za przeżycie komórek. Najważniejsze z nich to PI-3K/Akt, cPKC/Raf1/ERK, 
NF-kB/JNK czy Jak/STAT. Wreszcie to, co przykuwa również naszą uwagę, to zdolność skiero-
wania sygnału śmierci na tor przeżycia, ze wskazaniem STAT1 jako prawdopodobnego modula-
tora reakcji wywołanej przez cytokiny immunomodulacyjne.
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Summary

  Since colorectal cancer cells are characterized by both high immune- and multidrug-resistan-
ce, investigations concerning the search for cytokines, especially interferons, which would dele-
te cancer cells have prospects of success only if cancer cells became sensitive to such treatment. 
The prerequisite for successful treatment is to discover how the immune system kills colorectal 
cancer cells.

  In this article we focus our attention on signal transduction pathways in colorectal cancer cells, 
which are characterized by a variety of mechanisms that enable them to survive the hostile mi-
croenvironment created by immune system attack. Knowledge relevant to cancer cell immunity 
to defense mechanisms is crucial for the prospects of cytokine-supportet therapy. A case in po-
int is the human colorectal cancer cell line COLO 205, which is not affected by individual cyto-
kines, although it becomes vulnerable to combined treatment with some of them. It is not clear 
what factors make COLO 205 cells resistant to cytotoxins, however; it seems plausible to point to 
the complex signaling pathways, and STAT proteins in particular. Another feature of COLO 205 
cells avoiding cytokine-mediated death signals is the reverse signaling causing activated macro-
phages to become dormant in response to soluble TNF-a receptors (sTNF-a R1, sTNF-a R2). 
Similarly, COLO 205 cells respond to the proinfl ammatory cytokine IL-6 released by activated 
macrophages. Cancer cells release anti-infl ammatory cytokine IL-10, which ceases the action of 
PMNCs. It should be stressed that STATs mediate and/or activate the transcription of several ge-
nes indispensable for cell death. Cancer cells isolated from large bowel tumors express elevated 
constitutive activity of STATs inhibitors leading to antiapoptosis. Correspondingly, the increased 
survival rates of these cells could be attributed to accelerated actions of the PI-3K/Akt, cPKC/
Raf1/ERK, NF-kB/JNK, or Jak/STAT cascades. Finally, an uncertainty in large bowel cancer 
cells is whether STATs might redirect the cytokine signal from cell deletion to cell survival.
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PRZYCZYNY OPORNOŚCI IMMUNOLOGICZNEJ KOMÓREK LUDZKIEGO 
RAKA OKRĘŻNICY LINII COLO 205

SYGNALING ODWROTNY

Cytokina prozapalna TNF-a, należąca do grupy cytokin 
immunomodulacyjnych jest wytwarzana w różnych komór-
kach (m.in. adipocyty, miocyty), lecz głównym jej źró-
dłem są aktywne makrofagi (PMNC). Uwalnianie TNF-
a przez makrofagi ma szczególny i wyjątkowy przebieg. 
Jak pokazano na ryc. 1 wydzielanie cząsteczek cytokiny 
(m.cz. 26 kDa) poprzedza ich homotrimeryzacja. Już jako 
homotrimery ulegają zakotwiczeniu w błonie komórko-
wej tworząc postać transbłonową ligandu (mTNF-a), peł-
niącą w pewnych warunkach rolę receptora błonowego. 
Homotrimeryzacja jest również niezbędna do uzyskania 
przez TNF-a biologicznej aktywności, albowiem - podob-
nie do innych receptorów śmierci TNF-a R1 i TNF-a R2 
stają się funkcjonalne dopiero po oligomeryzacji pod wpły-

wem ligandu TNF-a. Transmembranowe białko TNF-a 
pod wpływem enzymu konwertującego TNF-a (TACE) 
ulega proteolitycznemu odłączeniu od błony (złuszczeniu) 
do postaci rozpuszczalnej (sTNF-a). Ten sam enzym bie-
rze również udział w złuszczaniu receptorów TNF-a R1 
i TNF-a R2, powodując powstanie ich postaci rozpuszczal-
nych (sTNF-a R1, sTNF-a R2). Postać wolna (sTNF-a) 
ma w porównaniu z mTNF-a mniejszą masę cząsteczko-
wą (17 kDa) i może występować jako mono-, di- lub ho-
motrimer. Z punktu widzenia właściwości fi zjologicznych 
wydaje się interesujące, iż sTNF-a indukuje sygnał doko-
mórkowy po przyłączeniu się do TNF-a R1 (p55, 55 kDa), 
a ta sama cytokina w postaci mTNF-a (ligand i receptor) 
w równym stopniu reaguje z TNF-a R1 jak i TNF-a R2 
(p75, 75 kDa).

Skuteczność oddziaływania TNF-a na komórkę jest jed-
nak zdecydowanie większa za pośrednictwem TNF-a R1. 
Istnienie postaci zarówno rozpuszczalnych jak i transbłono-

initiated signaling complex); DR4, DR5 – receptory śmierci (death receptors DR4, DR5); E1 – enzym aktywujący 
ubikwitynę (ubiquitin-activating enzyme); E2 – białko transportujące ubikwitynę (ubiquitin carrier protein); 
E3 – ligaza ubikwitynowa (ubiquitin-protein isopeptide ligase); EGF – naskórkowy czynnik wzrostowy (epidermal 
growth factor); EPO – erytropoetyna; FADD – białko z domeną śmierci wiążące się z receptorem Fas (Fas 
associated death domain); FasL – ligand Fas; FLICE – kaspaza 8 (FADD-like interleukin converting enzyme); 
GAS – sekwencja DNA w miejscu aktywacji genu zależna od interferonu gamma (gamma-activated sequence 
elements); GCSF – czynnik pobudzający tworzenie kolonii granulocytów (granulocyte colony stimulating factor); 
GH – hormon wzrostu (growth hormone); ICE – kaspazy (interleukin 1-beta converting enzymes); ICH1 – kaspaza 
2; ICS-2/GAS – wspólna sekwencja DNA w miejscach aktywacji genów zależnych od interferonów i interferonu 
gamma (interferon consensus sequence/g-interferon-activated sequence); IGF-1 – insulinopodobny czynnik 
wzrostowy typ 1 (insulin-like growth factor 1); IFN – interferon; IkB – podjednostka inhibująca NF-kB (inhibitory 
subunit of NF-kB); IKK – kinaza IkB (IkB kinase); IL-3, IL-6, IL-10 – interleukiny; IRF1 – czynnik regulacyjny 
zależny od interferonu (interferon regulatory factor 1); ISRE – aktywowana przez interferon sekwencja DNA 
(interferon-stimulated response element); Jak1, Jak2 – niereceptorowe kinazy tyrozynowe Janusa (Janus kinase 
1, –2); JNK/SAPK – kinaza aktywowana przez stres (c-Jun N-terminal kinase/stress activated kinase); JUN, 
FOS, MYC – białka, produkty aktywnych protoonkogenów JUN, FOS, MYC; LMP2 – gen (low molecular weight 
polypeptide 2); MAPK – kinazy białkowe aktywowane przez mitogeny (mitogen activated protein kinases); 
MHC – główny kompleks zgodności tkankowej (major histocompatibility complex); mTNF-a – czynnik martwicy 
nowotworu (postać transbłonowa) (membrane-bound tumor necrosis factor-alpha); NCAM – cząsteczka 
przylegania międzykomórkowego typu neuronalnego (neural cell adhesion molecule); NF-kB – czynnik jądrowy 
kappa B (nuclear factor kappa B); PIAS – białkowe inhibitory aktywnych STAT (protein inhibitors of activated 
STATs); PI-3K – 3-kinaza fosfatydyloinozytolu (phosphatidyl inositol 3-kinase); PKB/Akt – kinaza białkowa 
B, produkt genu akt (protein kinase B); PKC – kinaza białkowa typu C (protein kinase C); PMNC – makrofagi 
z wielokształtnym jądrem (polymorphonuclear cells); p53 – gen supresorowy nowotworów; RIP – białko 
adaptorowe łączące się z receptorem TNF-a (TNF-a-receptor interacting protein); SH2 – domena homologiczna 
dla Src (Src homology domain 2); SHP, SHP-2 – domena homologiczna dla Src zawierająca domenę fosfatazy 
(PTP)-2 (SH2 domain –containing protein tyrosine phosphatase (PTP)-2); SOCS – inhibitory przekaźnictwa sygnału 
od cytokin (suppressors of cytokine signaling, SOCS1-SOCS7); STATs – czynniki transdukcji i transkrypcji (signal 
transducers and activators of transcription); SUMO – ubikwitynopodobne małe białko modyfi kujące (small 
ubiquitin-like modifi er); TACE – konwertaza TNF-a (TNF-a-converting enzyme); TC-PTP – białkowa fosfataza 
limfocytów T (T cell protein tyrosine phosphatase); TNF-a – czynnik martwicy nowotworu (tumour necrosis factor-
alpha); sTNF-a – czynnik martwicy nowotworu (postać rozpuszczalna) (soluble tumour necrosis factor-alpha); 
TNF-a R1 i TNF-a R2 – receptory błonowe ligandu TNF-a, sTNF-a R1; sTNF-a R2 – receptory błonowe 
ligandu TNF-a (postaci rozpuszczalne); TRADD – białko wzmacniające z powinowactwem do domeny śmierci 
receptora TNF-a (TNF-a receptor associated death domain); TRAF2 – białko adaptorowe typ 2 związane 
z receptorem TNF-a (TNF-a receptor associated factor 2); TRAIL – związany z TNF-a ligand wywołujący apoptozę 
(TNF-a-related apoptosis-inducing ligand); Tyk2 – niereceptorowa kinaza tyrozynowa
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wych TNF-a, TNF-a R1 oraz TNF-a R2 nasunęło podej-
rzenie, że ligand, którym jest TNF-a dla TNF-a R1, może 
w pewnych szczególnych okolicznościach spełniać funkcję 
receptora (mTNF-a), podczas gdy sTNF-a R1 i sTNF-a 
R2 stają się wówczas ligandami mTNF-a. O ile skutki dzia-
łania TNF-a na komórki są dość dobrze znane, o tyle me-
chanizm molekularny tej reakcji pozostaje niezrozumiały. 
Złożony charakter interakcji zachodzącej między TNF-a 
a jego receptorami nasunął przypuszczenie istnienia dwóch 
jakościowo różnych torów przekaźnictwa sygnału; pierw-
szego pochodzącego od TNF-a R1/R2 i drugiego induko-
wanego przez transbłonową postać TNF-a. Pierwszy szlak 
jest aktywowany z chwilą uformowania się podwójnego ho-
motrimerycznego kompleksu TNF-a-TNF-a R1, w którym 
udostępnieniu ulega domena śmierci receptora, pozwala-
jąca przyłączyć się białku wzmacniającemu TRADD. Za 
pośrednictwem białka TRADD przyłączają się pozostałe 
białka, tzw. sygnalosomu np. FADD tworząc DISC i ak-
tywując FLICE, co prowadzi do apoptozy. Alternatywnie 
z białkiem TRADD może się łączyć TRAF2 i RIP umoż-
liwiając sekwencyjną aktywację NF-kB za pośrednictwem 
CIKS (NIK) i IKK. Prowadzi to do powstania sygnaloso-
mu, który indukuje fosforylację IkB, jego poliubikwitynację 
z udziałem białek E1, E2 i E3 oraz proteasomalną degra-
dację [10,35]. W drugim przypadku transbłonowy TNF-a 
w części N-terminalnej domeny wewnątrzcytoplazmatycz-
nej pozostaje konstytutywnie ufosforylowany przy dome-
nach serynowych (czytaj aktywny) dzięki kinazie seryno-
wo-treoninowej CKI tak długo, aż jej aktywność nie ulegnie 
zahamowaniu po przyłączeniu ligandu (sTNF-a R1), po-
wodującego aktywację swoistej fosfatazy SHP2 [28]. Ze 
względu na osobliwy charakter (aktywacja bez ligandu, na-
tomiast inaktywacja przez ligand) ostatni z przytoczonych 
torów określono mianem sygnalingu odwrotnego (reverse 
signaling), już wcześniej opisany dla innych ligandów z ro-

dziny TNF (CD30, CD40, OX40, 4-1BB). Obecnie trudno 
jeszcze jednoznacznie ocenić fi zjologiczną funkcję sygna-
lingu odwrotnego. Biorąc jednak pod uwagę dużą oporność 
niektórych komórek nowotworowych na naturalne mecha-
nizmy ich eliminacji oraz zdolność do wytwarzania sTNF-
a R1 i sTNF-a R2 przypuszcza się, że ten utrwalony ewo-
lucyjnie proces daje komórkom nowotworowym zdolność 
lokalnej immunosupresji. Pewnych dowodów na poparcie 
tej hipotezy dostarczają badania komórek ludzkiego raka 
okrężnicy linii COLO 205. Komórki COLO 205 należą 
do niewrażliwych na cytopatyczne i cytotoksyczne skut-
ki działania sTNF-a, natomiast giną w procesie apoptozy, 
jeśli obecne w ich błonie komórkowej TNF-a R1 i TNF-a 
R2 ulegną aktywacji przez mTNF-a (ryc. 2).

Wykazano, że makrofagi stawały się wyjątkowo cytotok-
syczne wobec komórek COLO 205 jeśli poddano je dzia-
łaniu BB1101 – inhibitora TACE, uniemożliwiając w ten 
sposób złuszczanie sTNF-a, przez co w błonie makrofa-
gów gromadził się mTNF-a [27]. Cytotoksyczność makro-
fagów ulegała jednak zniesieniu po preinkubacji z sTNF-a 
R1, potwierdzając supresję wywołaną przez sygnaling od-
wrotny [27]. Zastosowanie czynników wybiórczo hamują-
cych aktywność TACE w makrofagach może mieć znacze-
nie kliniczne. Można się bowiem spodziewać uwrażliwienia 
komórek guza na naturalny mechanizm eliminacji.

ROLA INTERFERONÓW W PRZEŻYWALNOŚCI KOMÓREK COLO 205

Zanim zostaną szczegółowo opisane inne mechanizmy chro-
niące komórki COLO 205 przed cytotoksycznym działaniem 
cytokin immunomodulacyjnych przypomnijmy pokrótce prze-
bieg transdukcji sygnałów indukowanych przez interferony 
(IFN). Opisany niżej przebieg reakcji jest w ogólnym zarysie 
charakterystyczny również dla innych cytokin np. IL-3, IL-6, 
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Ryc. 1.  Schemat powstawania postaci rozpuszczalnych TNF-a (sTNF-a) i TNF-a R1 (sTNF-a R1) pod wpływem proteazy TACE (TNF-a-converting 
enzyme). Na rycinie przedstawiono budowę receptorów TNF-a R1 i mTNF-a wraz z przyłączonymi ligandami, odpowiednio sTNF-a i sTNF-a 
R1. Ten ostatni ligand indukuje sygnaling odwrotny czyli hamuje aktywność makrofagów dzięki fosfatazie SHP-2, która antagonizuje skutki 
działania kinazy CKI
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IL-9, czynników wzrostu (EGF, GCSF, IGF-1), hormonów 
(GH, EPO), a także dwuniciowego RNA. IFN-g należy do 
cytokin prozapalnych, działając na receptory błonowe powo-
duje ich oligomeryzację i rekrutację niereceptorowych kinaz 
tyrozynowych Jak1 i Jak2. Aktywowane kinazy fosforylują 
z kolei tyrozynowe domeny receptora. Ufosforylowane reszty 
tyrozynowe receptora są „rozpoznawane” przez białka mają-
ce domeny SH2. Należą do nich m.in. białka STAT1, które 
po przyłączeniu do receptora stają się celem działania Jak1 
i Jak2 i ulegają fosforylacji przy domenie tyrozynowej Tyr701 
(Y701). Istnieje doniesienie, że Jak2 może również fosforylo-
wać STAT1 przy domenie serynowej [36]. Aktywne cząstecz-
ki STAT1 mogą utworzyć homodimery dzięki połączeniom 
między przeciwległymi domenami SH2 jednego a fosfotyro-
zyną 701 drugiego białka i odwrotnie. Dimery STAT1 wy-
kazują aktywność transkrypcyjną oddziałując na geny za-
wierające tzw. sekwencję GAS. Interferony typu I (IFN-a, 
IFN-b i IFN-w), powodując heterodimeryzację receptorów 
IFNAR1 i IFNAR2, analogicznie do IFN-g aktywują Jak1 
i Tyk2, a te z kolei podobnie do Jak1 i Jak2 powodują fos-
forylację STAT1 i STAT2 przy domenach tyrozynowych. 
Wykorzystując opisany mechanizm STAT1 i STAT2 tworzą 
heterodimery, a po połączeniu z białkiem p48 formują kom-
pleks transkrypcyjny ISGF3, regulujący aktywność genów 
zawierających sekwencję ISRE. Istnieje kilka rodzajów bia-
łek STAT (-1, -2, -3, -4, -5, -6) przy czym do pełnej aktywacji 
STAT1, -3 i -5 potrzebna jest dodatkowo fosforylacja dome-
ny serynowej Ser727 (S727) w części C-terminalnej łańcucha. 

W przypadku indukcji przez IFN-a reakcja jest katalizowana 
przez Jak2 lub kinazę białkową B (Akt). Ta ostatnia aktywo-
wana jest za pośrednictwem 3-kinazy fosfatydyloinozytolu 
(PI-3K) wskutek ufosforylowania tyrozyny w jej podjedno-
stce katalitycznej p85 [33]. O ile aktywność transkrypcyjna 
STAT1 jest niezbędna do indukcji genów kodujących biał-
ka indukcyjnej i wykonawczej fazy apoptozy [3], takich jak 
ICE, CPP32 i ICH1 [14], o tyle aktywność STAT3 wywołana 
przez IFN-a lub IFN-b na poziomie receptora IFNAR1 pro-
wadzi do aktywacji NF-kB za pośrednictwem kaskady PI-3K/
Akt. Aktywacja jest skutkiem ufosforylowania podjednostki 
blokującej IkB przy domenach serynowych, dzięki czemu 
białko to może ulec ubikwitynacji i proteosomalnej degrada-
cji. Odłączenie i eliminacja IkB umożliwia heterodimerowi 
p50/p65 (NF-kB) przemieszczenie do jądra komórkowego, 
gdzie wykazuje aktywność transkrypcyjną przyłączając się 
do nici DNA w regionach (cis-acting kB) promotorów i en-
hancerów genów istotnych do przeżycia. Podwyższona ak-
tywność PI-3K/Akt oraz następcza aktywacja NF-kB służą 
zatem komórce do poprawienia przeżywalności [33]. Akt 
dodatkowo hamuje apoptozę komórek pobudzając poten-
cjał transaktywacyjny p50/p65 [15].

ROLA KINAZ NIERECEPTOROWYCH WE WRAŻLIWOŚCI KOMÓREK 
COLO 205 NA CZYNNIKI APOPTOGENNE

Kwestia udziału białek STAT i przedstawionej powyżej ka-
skady przekaźnictwa sygnału w odniesieniu do TNF-a nadal 
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Ryc. 2.  Przykłady indukowania śmierci przez makrofagi w komórkach COLO 205 i hamowania aktywności cytotoksycznej makrofagów przez 
komórki ludzkiego raka okrężnicy linii COLO 205. Po stronie lewej widoczna aktywacja torów przekaźnictwa sygnałów śmierci zależnych od 
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Postepy Hig Med Dosw (online), 2004; tom 58: 428-437

432



pozostaje kontrowersyjna. Pierwsze doniesienia na temat po-
tencjalnego udziału czynników STAT w transdukcji i wy-
wołaniu przez TNF-a śmierci komórek sugerowały główną 
rolę STAT1 w utrzymaniu konstytutywnej aktywności kaspaz 
niezbędnych do wywołania apoptozy [14]. Poszukując drogi 
działania STAT1 wymienieni autorzy zauważyli, że pomi-
mo zablokowania transkrypcji przez aktynomycynę D (AD) 
TNF-a indukował apoptozę w komórkach z zachowaną przez 
STAT1 zdolnością do tworzenia homodimerów. Cytokina 
nie wykazywała natomiast takiego działania w komórkach, 
które utraciły funkcjonalne białko STAT1 na skutek muta-
cji typu „nonsense”. Apoptozę wywołano w komórkach, 
które utraciły na skutek mutacji typu „missense” zdolność 
do tworzenia przez STAT1 homodimerów, pod warunkiem, 
że STAT1 miał domeny SH2 i mógł ulec fosforylacji przy 
S727 w części C-terminalnej łańcucha. Wydaje się zatem, 
że do wywołania przez TNF-a śmierci komórek wystar-
cza sama obecność STAT1 a nie aktywność transkrypcyj-
na wynikająca ze zdolności do tworzenia przez STAT dime-
rów. Nie można jednak odrzucać możliwości oddziaływania 
STAT na geny, albowiem, jak wykazali Chatterjee-Kishore 
i współpr. [2], pozbawiony fosfotyrozyny (Y701) STAT łą-
czył się z czynnikiem transkrypcyjnym IRF1. Do genów 
podlegających regulacji przez STAT1 należy m.in. LMP2 
– podjednostka proteasomu 20S niezbędna do zaprezento-
wania limfocytom T CD8+ determinant antygenowych wiru-
sów lub komórek guza w reakcji z udziałem białek głównego 
kompleksu zgodności tkankowej (MHC) klasy I. Aktywacja 
odbywała się w zachodzącej na siebie wspólnej sekwencji 

ICS-2/GAS. Badania na myszach transgenicznych potwier-
dziły, że u osobników niewykazujących ekspresji STAT 1 
(„STAT-null”) ryzyko rozwoju chorób nowotworowych jest 
większe, ale nie stwierdza się tak poważnych wad rozwojo-
wych jak u osobników „Cpp32-null” (niewykazujących eks-
presji kaspazy 3) [13,16]. Opierając się na zebranych donie-
sieniach Guo i współpr. [4] a później Wang i współpr. [26] 
zasugerowali, że STAT1 może brać udział w transdukcji sy-
gnału od receptora TNF-a R1. Guo i współpr. [4] wykaza-
li, że kinazy Jak1, Jak2 i Tyk2 przyłączają się do wewnątrz-
cytoplazmatycznej domeny receptora TNF-a R1, na który 
działa TNF-a lub ligand agonista np. swoiste przeciwcia-
ło anty-TNF-a R1. Procesom tym towarzyszy fosforylacja 
(aktywacja) STAT1, STAT3, STAT5 i STAT6 bez następ-
czego oddziaływania na genom, przynajmniej w odniesieniu 
do STAT1 i STAT3. Opisane zjawisko stwierdzono w giną-
cych pod wpływem TNF-a mysich fi broblastach linii 3T3-
L1 oraz komórkach ludzkiej linii HeLa. Molekularny me-
chanizm śmierci komórek HeLa (podobnie jak i innych linii 
przebadanych komórek) na skutek przyłączenia TNF-a do 
receptora TNF-a R1 miałby polegać na interakcji STAT1 
z białkiem TRADD, bez wpływu na rekrutację białka FADD 
i uformowanie się kompleksu DISC. Bez przeszkód zacho-
dziłaby więc aktywacja kaspazy 8 i indukowanie apoptozy 
komórek. W tym samym czasie STAT1 miałby uniemożli-
wiać transmisję sygnału przetrwania na rozwidleniu dróg sy-
gnałowych od TNF-a-TNF-a R1-TRADD do białek adap-
torowych RIP i TRAF2, które warunkują aktywację NF-kB 
i przetrwanie komórek (ryc. 3).
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W tym miejscu wypada zwrócić uwagę, że w zależności od 
aktywacji jednej z wymienionych dróg TNF-a może wy-
wołać śmierć komórki (droga zależna od FADD) lub prze-
życie (droga zależna od RIP/TRAF2) [9,10]. Zdaniem au-
torów głównym czynnikiem decydującym o aktywności 
jednej lub drugiej drogi jest przede wszystkim stopień fos-
forylacji STAT1 przy Y701, który determinowałby śmierć 
komórek dzięki inhibicji NF-kB a w konsekwencji i zależ-
nego od NF-kB hamowania apoptozy. Nie wykazano, aby 
proces ten był natomiast zależny od aktywności transkryp-
cyjnej dimerów STAT1. Opierając się na ostatnim spostrze-
żeniu, w wysiłkach nad uniemożliwieniem komórkom nowo-
tworowym „ucieczki” przed odpowiedzią immunologiczną 
uzasadnione wydaje się poszukiwanie czynników aktywują-
cych STAT1 przez fosforylację Y701 oraz przyłączanie się 
do TRADD. Zakładając główną rolę STAT1 ufosforylowa-
nego przy Y701 bez znaczenia wydaje się fosforylacja przy 
S727, która oznacza dla STAT1 podwyższenie aktywności 
transkrypcyjnej. Poznanie mechanizmów regulacji aktyw-
ności Jak1, Jak2 i Tyk2 jako kinaz nadrzędnych dla STAT 
oraz czynników decydujących o powinowactwie STAT1 
do TRADD w przeciwieństwie do aktywności genomowej 
STAT1 może mieć podstawowe znaczenie. Najnowsze ba-
dania nad interakcją pomiędzy STAT1 a TRADD wykazały, 
że w komórkach poddanych działaniu IFN-g, STAT1 zespa-
la się z TRADD, przy czym stopień fosforylacji STAT1 jest 
tym większy im mniejsza jest dostępność TRADD do two-
rzenia połączeń ze STAT1 (ograniczona wskutek introdukcji 
siRNA hamującego ekspresję TRADD) [29]. Dotychczas są-
dzono, że połączenia TRADD-STAT1 są charakterystyczne 
wyłącznie dla kompleksu sygnałowego powstającego przy 
TNF-a R1. W świetle zebranych obserwacji wydaje się 
bardziej prawdopodobne, że kompleksy TRADD-STAT1 
wykrywane zarówno w cytoplazmie jak i w jądrach bada-
nych komórek, powstają często w odpowiedzi na działanie 
co najmniej TNF-a, IFN-a lub IFN-g. Może to oznaczać, 
że STAT1 pełni rolę łącznika w poziomych oddziaływa-
niach pomiędzy szlakami sygnałowymi pochodzącymi od 
cytokin immunomodulacyjnych. W tym kontekście dokład-
niejsze poznanie funkcji STAT1 w komórkach COLO 205 
jest szczególnie ważne, albowiem są one wyjątkowo opor-
ne na działanie wymienionych wcześniej cytokin zastoso-
wanych indywidualnie, natomiast stają się wrażliwe po za-
stosowaniu tych samych cytokin w różnych kombinacjach 
[6]. Na szczególną uwagę zasługuje to, że komórki COLO 
205 poddają się łatwo apoptogennemu działaniu TRAIL. 
Molekularne mechanizmy zaangażowane w wytwarzanie 
TRAIL przez komórki limfoidalne oraz ekspresja swoistych 
receptorów dla tego ligandu na komórkach COLO 205, po-
dobnie jak i rola STAT1 w transdukcji sygnału od recep-
torów TRAIL (DR4, DR5 i inne) czekają na wyjaśnienie. 
Z najnowszych badań dotyczących właściwości komórek 
raka jelita grubego w odniesieniu do konstytutywnej ak-
tywności torów przekaźnictwa sygnału wynika, że komór-
ki linii COLO 205, Caco-2, COLO 201 i HT29 w odróż-
nieniu od LOVO, DLD-1, SW480, SW620 czy HCT116 nie 
wymagają aktywacji toru Ca2+-cPKC-Raf-1-ERK-NF-kB 
do zwiększenia ekspresji TRAF1 [25]. Białko adaptorowe 
TRAF1 może się przyłączać do TRADD i TRAF2 sekwe-
strując wówczas c-IAP1, c-IAP2, TRADD oraz RIP, odgry-
wając w ten sposób ważną rolę w hamowaniu apoptozy [11]. 
Wyniki tych badań nasuwają podejrzenie, że czynnik trans-
krypcyjny NF-kB nie jest jedynym ważnym dla komórek 
COLO 205 regulatorem przetrwania. Ze względu na moż-

liwość aktywowania szlaku zależnego od JNK/SAPK moż-
na by przypuszczać, że ta ostatnia droga ratowania komó-
rek przed śmiercią indukowaną za pośrednictwem TNF-a 
ma większe znaczenie [23]. Aktywacja JNK/SAPK nastę-
puje jednak przez odgałęzienie torów sygnału od TNF-a 
R1 i w wyniku interakcji pomiędzy TRADD a TRAF2/
CIKS, a więc drogą, nad którą nadrzędną funkcję ma spra-
wować STAT1. Na podstawie przedstawionych obserwacji 
nie wydaje się zatem prawdopodobne by tor przekaźnic-
twa sygnału zależny od JNK/SAPK stanowił alternatywny 
szlak przetrwania komórek z aktywnym STAT1. Ważniejszą 
funkcję od JNK/SAPK pełni raczej p53, albowiem u my-
szy z mutacją typu „nonsense” w genie p53 i niefunkcjonal-
nym czynnikiem STAT1 nowotwory rozwijają się w jesz-
cze większej różnorodności niż u osobników „STAT-null” 
[13], co potwierdza główną rolę p53 w hamowaniu rozwo-
ju raka. Do wyjaśnienia roli STAT1 w transdukcji sygna-
łu śmierci/przeżycia od receptora TNF-a R1 przyczyniły 
się badania Mukhopadhyaya i współpr. [19], którzy pod-
jęli się sprawdzenia czy istnieją różnice w przebiegu oby-
dwu reakcji w komórkach stransformowanych ludzkich 
fi broblastów, które nie wykazują ekspresji STAT1. W jed-
nej z nich dokonano udanej i trwałej transfekcji cDNA dla 
STAT1. Nie stwierdzili oni różnic w odpowiedzi biologicz-
nej ani w molekularnych mechanizmach reakcji na TNF-a 
w obu liniach komórek. Bez wątpienia stwierdzili jednak, 
że STAT1 jest niezbędny do przeniesienia sygnału śmierci 
na drodze blokowania aktywacji NF-kB, lecz ligandem do 
wywołania tego stanu nie jest TNF-a lecz IFN-a. U pod-
staw tego zjawiska leży mechanizm pośredniczenia przez 
IFN-a w cytopatycznych i cytotoksycznych skutkach dzia-
łania TNF-a na komórki. Ostatecznie autorzy przytoczo-
nych obserwacji uważają, że STAT1 nie jest potrzebny do 
tego by TNF-a nie mógł uaktywnić NF-kB, JNK i wywo-
łał apoptozę ludzkich fi broblastów. Niewątpliwie, fi brobla-
sty giną pod wpływem TNF-a, ale już komórki COLO 205 
nie poddają się apoptogennemu działaniu tej cytokiny, za-
tem oczekiwanie, że IFN-a wspomoże TNF-a w elimina-
cji komórek COLO 205 jest mało prawdopodobne. A jed-
nak, Herbeuval i współpr. [6] podjęli się zadania oceny 
cytotoksycznego oddziaływania różnych cytokin immuno-
modulacyjnych na komórki kilku linii raka jelita grubego 
w tym COLO 205 i stwierdzili, że wbrew wcześniejszym 
doniesieniom innych autorów TNF-a w stężeniu farmako-
logicznym a IFN-a i TNF-a zastosowane łącznie w stęże-
niach fi zjologicznych powodują wczesną apoptozę komó-
rek linii COLO 205 (nasze badania nie potwierdzają tych 
spostrzeżeń). Najskuteczniejszym induktorem śmierci ko-
mórek COLO 205 okazał się jednak TRAIL.

MAKROFAGI, WSPÓŁPRACA Z INNYMI KOMÓRKAMI A SYNERGIZM 
DZIAŁANIA CYTOKIN IMMUNOMODULACYJNYCH

Rozważając mechanizmy obronne ustroju odpowiadające 
za eliminację komórek nowotworowych szczególną uwagę 
trzeba zwrócić na makrofagi zdolne do naciekania guza (in-
fi ltracja), rozpoznawania komórek guza oraz wybiórczego 
ich zabijania korzystając z narzędzi uruchamianych dzięki 
kontaktowi makrofag-komórka oraz uwalnianych cytokin 
cytotoksycznych. Nieco więcej światła na pierwszy z wy-
mienionych mechanizmów zabijania komórek guza jelita 
grubego rzuciły obserwacje zebrane przez Wattsa i współpr. 
[27]. We wspólnej hodowli monocytów linii Mono mac 6 
i komórek linii COLO 205 komórki umierały z powodu za-
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blokowania przez mTNF-a sygnalingu odwrotnego, ujaw-
niając główną rolę kontaktu makrofag-komórka. W przy-
padku drugiego z mechanizmów (humoralnego) jak podają 
Herbeuval i współpr. [6] nadsącz zebrany z hodowli ma-
krofagów izolowanych z wysięków pobranych od chorych 
na wczesną postać raka, po wymieszaniu w równych czę-
ściach z pożywką zabijał około 40% komórek COLO 205. 
Takich właściwości nie miał nadsącz zebrany z hodowli 
makrofagów izolowanych z wysięków pobranych od cho-
rych na zastoinową niewydolność krążenia lub zaawanso-
waną postać raka. Okazało się, że dla komórek COLO 205 
fatalne w skutkach działanie nadsączu spowodował ligand 
TRAIL, przy czym komórki COLO 205 w warunkach nasi-
lonej apoptozy wykazywały ekspresję od trzynastu do sze-
ściu razy więcej receptorów TRAIL, odpowiednio (DR5) 
i (DR4). Kiedy wymienione dane porównano z wynika-
mi obserwacji zebranych po zastosowaniu rekombinantów 
TRAIL, TNF-a i IFN-a okazało się, że TRAIL zastosowa-
ny w stężeniu wyższym (10 ng/ml) niż wykryte w nadsą-
czu (około 1 ng/ml) nie zwiększył odsetka apoptotycznych 
komórek COLO 205, podobnie jak i pozostałe wymienio-
ne cytokiny. Niemal 90% komórek COLO 205 ginęło jed-
nak, gdy TRAIL zastosowano razem z IFN-a lub TNF-a, 
lub z obydwiema cytokinami naraz. Niewątpliwie pomię-
dzy wymienionymi cytokinami dochodzi do synergizmu 
działania znacznego stopnia. W jaki sposób TRAIL, IFN-
a i TNF-a współdziałają z sobą w indukowaniu apoptozy 
komórek raka okrężnicy jest obecnie celem intensywnych 
badań. W rozważaniach na temat przyczyn śmierci ko-
mórek wywołanej przez wymienione cytokiny uwaga jest 
zwrócona na potencjalne blokowanie toru(ów) przetrwania, 
ewentualnie na aktywację zewnątrzpochodnego (zależne-

go od ligandu) toru apoptozy. Należy nadmienić, że FasL 
nie indukował apoptozy w komórkach linii COLO 205 ani 
samodzielnie, ani w różnych kombinacjach z pozostały-
mi cytokinami [6]. W wyjaśnieniu wysokiego wskaźnika 
przetrwania komórek linii COLO 205 (90%) w odpowie-
dzi na reakcję układu obronnego pomocne jest założenie 
zdolności komórek raka do indukowania immunosupresji. 
Niedawno takie zjawisko w komórkach raka jelita grube-
go kilku linii ludzkich (COLO 205, COLO 320 i HT29) 
opisali Herbeuval i współpr. [7]. Korzystając z opisanego 
wcześniej modelu doświadczalnego stwierdzili, że doda-
nie 50% nadsączu znad hodowli makrofagów pobranych 
od ludzi zdrowych lub chorych na raka do pożywki uży-
tej w hodowli komórek raka jelita grubego powodowa-
ło wydzielanie przez te ostatnie IL-10 o działaniu immu-
nosupresyjnym i przeciwzapalnym [32]. W identycznych 
warunkach IL-10 nie wydzielały komórki raków: szyj-
ki macicy (HECIA), gruczołu mlekowego (MCF7), płuc 
(A549) i gruczołu krokowego (PxPc3). Indukcja wydzie-
lania IL-10 przez komórki raka jelita grubego następowa-
ła pod wpływem obecnej w nadsączu IL-6. Ta cytokina 
prozapalna wydzielana była przez makrofagi i działała za 
pośrednictwem receptorów IL-6R na komórki raka jelita 
grubego [8]. Wydzielanie IL-10 uległo zahamowaniu pod 
wpływem monoklonalnych przeciwciał anty-IL-6 lub anty-
IL-6R dodanych do nadsącza. Jednocześnie zablokowana 
została fosforylacja STAT3, który jak wiadomo spełnia rolę 
mediatora za pośrednictwem indukowania ekspresji genu 
IL-10 [5]. Czynnik STAT3 podlegał zatem fosforylacji (ak-
tywacji) w następstwie oddziaływania IL-6 za pośrednic-
twem IL-6R i białka adaptorowego/receptora gp130 (ryc. 
2). Wspomniano już o zjawisku potencjalnego hamowania 
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apoptozy przez NF-kB, JNK, cPKC, PKB/Akt. Czas zatem 
ujawnić molekularne mechanizmy hamowania aktywności 
czynników, które decydują o transdukcji sygnału oraz in-
dukcji genów swoistych dla eliminacji komórek.

FOSFATAZY KINAZ TYROZYNOWYCH I ICH ROLA W PRZEŻYCIU 
KOMÓREK RAKA JELITA GRUBEGO

Hiperaktywny sygnał transdukowany przez STAT oraz ki-
nazy nadrzędne Jak/Tyk oznacza poważne zaburzenia czyn-
ności komórek i tkanek. Brak na przykład postaci funkcjo-
nalnej fosfatazy SHP-1 (dawniej PTP1C, SHPTP-1, SHP 
lub HCP) prowadzi do nadmiernej proliferacji i aktywno-
ści makrofagów, które uszkadzają u transgenicznych my-
szy (Shp1–/–) płuca i skórę (motheaten mice). Właśnie na 
straży krótkotrwałej aktywności cytosolowych kinaz tyro-
zynowych Jak/Tyk stoją konstytutywne fosfatazy typu SHP 
(SH2 containing phosphatases) zawierające domenę SH2. 
SHP-1 hamuje aktywność cytokin defosforylując fosfoty-
rozynę transduktorów np. receptora IL-4, receptora c-kit, 
receptora EPO oraz kinazy Jak2. Może również łączyć się 
z receptorem insulinowym. Druga z fosfataz – SHP-2 (daw-
niej Syp, SHPTP-2, SHTP-3, PTP2C lub PTP1D), z wy-
jątkiem receptora gp130, odgrywa rolę pozytywnego re-
gulatora transdukcji sygnału (ryc. 4).

W przypadku STAT analogiczną niekatalityczną funkcję peł-
nią konstytutywne inhibitory PIAS. Oprócz wymienionych, 
istnieje grupa białkowych inhibitorów sygnalingu cytokin, 
tzw. SOCS i CIS a ich ekspresja jest indukowana (inhibi-
tory indukowalne). Działanie SOCS polega na przyłącza-
niu się do receptorów zespolonych z kinazami uniemożli-
wiając im bezpośrednio dalsze przekazywanie informacji 
od cytokin oraz pośrednio dzięki ułatwieniu ubikwitynacji 
i proteosomalnej degradacji receptora [30]. PIAS(-y) z ko-
lei po przyłączeniu się do STAT albo hamują wiązanie do 
DNA (PIAS1/STAT1, PIAS3/STAT3) albo przenoszą ak-
tywność ligazy SUMO (sumoylacja) przy domenie Lizyna 
703, a więc blisko domeny Y701 uniemożliwiając aktywa-
cję STAT przez kinazy Jak [21] (ryc. 4). Natomiast SOCS 
dysponując domeną SH2 podobną do STAT3 tworzy połą-
czenia kompetycyjne z receptorami cytokin a nawet z do-
meną katalityczną Jak2 blokując w ten sposób transdukcję 
sygnału. Ponadto, kompleks ligazy ubikwitynowej E3 roz-
poznaje SOCS przyłączone do białek docelowych i umoż-
liwia ich proteosomalną degradację [12]. Obserwacje prze-
prowadzone na myszach transgenicznych z zahamowaniem 
ekspresji genów socs1, socs2 i socs3 dobrze ilustrują supre-
syjne funkcje odpowiednich białek. Na przykład myszy 
Socs2–/– są większe ze względu na brak hamowania prze-
kaźnictwa sygnału pochodzącego od GH i IGF-1 [17], a my-
szy Socs1–/– umierają przed osiągnięciem 3 tygodnia życia 
z powodu uogólnionej reakcji zapalnej, przeżywają jednak 
pod warunkiem, że jednocześnie nie mają genu IFN-g [1].

Wszystkie pozostałe czynniki – z wyjątkiem SHP-2 – hamu-
ją wpływ cytokin różnych typów (czynników wzrostu i cy-
tokin immunomodulacyjnych) wykorzystujących w oddzia-
ływaniu na komórki kaskady Jak/Tyk-STAT. Czy oznacza 
to zablokowanie zarówno sygnałów apoptogennych (droga 
śmierci) jak i przetrwania (droga przeżycia), czy tylko jed-
nej z dróg i której zależy od miejsca działania i elementów 
docelowych. W odniesieniu do fosfataz wydaje się, że dzia-
łają one zarówno na początku drogi przekaźnictwa czyli na 

fosfotyrozyny receptora czy kinazy Jak [34], jak również na 
poziomie jądra komórkowego [24,31]. Niektóre, np. SHP-
2 jest fosfatazą o podwójnej swoistości zaangażowaną na 
obu poziomach (wewnątrzcytoplazmatycznym i wewnątrz-
jądrowym) w defosforylację reszt fosfotyrozyny i fosfose-
ryny aktywnego STAT1 modulując w ten sposób zarówno 
aktywację STAT1 jak i aktywność transkrypcyjną czynni-
ka [31]. Inna fosfataza, która ulega powszechnie ekspresji 
w limfocytach T (TC-PTP) została zidentyfi kowana w in-
nych komórkach jako fosfataza wewnątrzjądrowa inakty-
wująca przede wszystkim STAT1, ale także STAT3 [24]. 
Pamiętać należy również o innych mniej swoistych fosfata-
zach, w szczególności o PTB-1B czyli fosfatazie receptora 
insulinowego, która może defosforylować fosfotyrozynę re-
ceptorów cytokin oraz kinaz Jak2/Tyk2 [20]. Uwzględniając 
dużą wrażliwość fosfataz na zmiany homeostazy prooksyda-
cyjno-antyoksydacyjnej, zjawiska dobrze opisanego przy-
najmniej dla PTB-1B przez Salmeena i współpr. [22] oraz 
Montforta i współpr. [36] wydaje się uzasadnione zbadanie 
następstw nadmiaru oksydantów/antyoksydantów dla trans-
dukcji sygnałów pochodzących od cytokin w szczególno-
ści kinaz Jak i ich elementów docelowych, czyli receptorów 
i czynników STAT. Jeśli, jak sugerują Guo i współpr. [4] 
oraz Wang i współpr. [26], aktywny (czytaj ufosforylowa-
ny przy Y701) STAT1 ma niekorzystny wpływ na transmi-
sję sygnału od TNF-a R1 do NF-kB, to modulacja aktyw-
ności fosfataz jako antagonistów Jak i STAT1 z udziałem 
oksydantów/antyoksydantów powinna przynajmniej częścio-
wo potwierdzić lub zaprzeczyć tej teorii. Jeśli z kolei rację 
mają Mukhopadhyay i współpr. [19], którzy nie potwier-
dzają by STAT1 pełnił przypisaną mu funkcję, to obecność 
oksydantów/antyoksydantów, o których wiadomo, że odpo-
wiednio hamują/aktywują fosfatazy nie powinna wpłynąć 
na natężenie i przebieg reakcji zależnej od TNF-a.

PODSUMOWANIE

Naturalne mechanizmy humoralne eliminacji komórek no-
wotworowych wymagają ścisłej współpracy pomiędzy ukła-
dem immunologicznym i obronnym. Dokładnego poznania 
wymagają w szczególności procesy molekularne niezbędne 
do rozpoznania komórek nowotworowych i ich eliminacji. 
Komórki raka jelita grubego w drodze ewolucji rozwinęły 
bowiem i utrwaliły modyfi kacje szlaków przewodnictwa sy-
gnałów chroniące przed cytotoksycznym działaniem TNF-
a i interferonów. Pozwala to komórkom nowotworowym na 
unikanie odpowiedzi immunologicznej, co przy rozwijającej 
się lekooporności znacznie utrudnia leczenie. Poznanie me-
chanizmów chroniących komórki raka jelita grubego przed 
cytotoksycznym działaniem cytokin pozostaje nadal głów-
nym celem badań naukowych. W przedstawionym artyku-
le opisano – na przykładzie ludzkiego raka okrężnicy linii 
COLO 205 – złożony układ sygnalizacji wewnątrzkomór-
kowej uwzględniający procesy transdukcji sygnału a w ich 
następstwie transkrypcji prowadzące lub zapobiegające 
apoptozie. Naszym zdaniem w wyjaśnieniu niewrażliwo-
ści immunologicznej komórek raka jelita grubego szczegól-
nego znaczenia nabierają właściwości kinaz tyrozynowych 
i czynników transkrypcyjnych STAT, których funkcje nie 
zostały do końca poznane. Wyjaśnienie zasad działania ak-
tywowanych przez cytokiny torów sygnałowych STAT po-
wodujących śmierć komórek należy uważać za podstawo-
wy warunek zastosowania w przyszłości rekombinantów 
cytokin do leczenia raka jelita grubego.
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