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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Komdrki hematopoetyczne realizuja trzy programy, ktérych wynikiem jest proliferacja, réznicowa-
nie i apoptoza. Procesy te sa ze soba Scisle powiazane. W prawidlowych warunkach, proliferacja
i $Smier¢ komdrek pozostaja w rownowadze. Indukcja réznicowania jest potaczona z utrata zdol-
nosci do proliferacji, a apoptoza jest indukowana w komoérkach zréznicowanych. Transformacje
biataczkowe moga by¢ zwiazane z deregulacja kazdego z tych proceséw. Dos¢ powszechny jest
poglad, ze biataczki powstaja wskutek zaburzeri w procesie réznicowania hematopoetycznych
komorek progenitorowych, ktére nie sa w stanie przeksztalci¢ si¢ w komoérki krwi o okreslonym
fenotypie, a takze z powodu ograniczonych zdolnosci do apoptozy komoérek zréznicowanych.
Gtéwne dowody na takie mechanizmy powstawania biataczek pochodza z badan szpiku kostne-
20 i z analizy procesu roznicowania biataczkowych linii komérkowych: ludzkich K562 i HL-60
oraz mysich MEL. W pracy omawiamy poglady na temat mechanizméw dziatania induktoréw
réznicowania. Prowadzone badania nad modyfikowaniem procesu réznicowania komérek no-
wotworowych moga mie¢ znaczenie dla rozwoju mniej toksycznych strategii pozwalajacych na
kontrolg wzrostu komoérek nowotworowych i indukcj¢ ich apoptozy. Omawiamy réwniez bada-
nia, ktérych celem jest poznanie roli czynnikéw wywotujacych réznicowanie komoérek w kie-
runku erytrocytow w aktywacji ekspresji genéw kodujacych globing i mozliwos¢ zastosowania
niektérych z nich w terapii choréb hematologicznych typu B-talasemia. Przedstawiamy czynniki
naturalne/syntetyczne wywotujace réznicowanie ludzkich komoérek erytroleukemicznych K562.

indukowane roznicowanie ¢ komorki K562 « y-globina ¢ biataczki

Summary

Hematopoietic cells undergo three major fates: proliferation, differentiation, and apoptosis. These
processes are closely intertwined. Under normal circumstances, hematopoietic cell prolifera-
tion and cell death are carefully balanced. Induction of differentiation is associated with a loss
of proliferative capacity, and cell death accompanies hematopoietic cell maturation. Leukemic
transformations can be related to dysregulation of each of these processes. Considerable eviden-
ce supports the notion that leukemias are likely to arise from the disruption of the differentiation
process of hematopoietic progenitors, which fail to give birth to blood cells with restricted phe-
notypes, as well as from diminished ability to undergo apoptosis. Main results supporting such
mechanisms have been obtained from studying bone marrow and analyzing the differentiation
process of the human K562 and HL-60 and mouse MEL leukemic cell lines. This paper reviews
the current concepts of how understanding the mechanisms of action of differentiation-inducing
agents may contribute to the development of less toxic strategies to control growth and apopto-
sis of human cancer cells. Furthermore, the identification of new approaches to induce erythroid
differentiation and reactivate fetal globin genes is crucial for the development of potential thera-
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peutic agents in hematological disorders, including B-thalassemia. The natural/synthetic agents
inducing differentiation of human erythroleukemia K562 cells are presented.
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ABL - kinaza tyrozynowa; ACLA - aklacynomycyna; ALL - ostra biataczka limfoblastyczna (acute lymphocytic

leukemia); AP-1 - czynnik transkrypcji (activator protein 1); Ara C - cytarabina (1-B-D-arabinofuranozylocy-
tozyna); Aza C - 5-azacytydyna; Bax, Bcl-2, Bel-x - biatka apoptotyczne nalezace do rodziny biatek Bcl;
clAP - rodzina biatek hamujgcych apoptoze (inhibitor of apoptosis proteins); CML - przewlekfa biataczka
szpikowa (chronic myeloid leukemia); COX-2 - cyklooksygenaza 2; DOX - doksorubicyna (adriamycyna);

DRB - daunorubicyna; EGF - czynnik wzrostu naskérka (epidermal growth factor); Epo-R - receptor
erytropoetyny (erythropoietin receptor); ERK - kinaza regulowana czynnikami zewnetrznymi (extracellular signal-
regulated kinase); 5-Fu - 5-fluorouracyl; HbF - hemoglobina ptodowa (fetal hemoglobin); HDAC - deacetylaza
histonowa; HMBA - bisacetamid (hexamethylamine bisacetamide); HSC - hematopoetyczne komorki
macierzyste (hematopoietic stem cells); ICAM -1 - miedzykomdrkowa czasteczka adhezyjna 1 (intercellular
adhesion molecule-1); IL-1, -6, -8 - interleukiny 1, 6, 8; iINOS - indukowana syntaza tlenku azotu (inducible
nitric oxide synthase); JNK - kinaza fosforylujaca N-terminalng czesé biatka Jun (Jun N-terminal kinase);
5-LOX - 5-lipooksygenaza; MAPK - kinaza biatek aktywowanych mitogenami (mitogen activated protein
kinase); MDR - oporno$¢ wielolekowa (multidrug resistance); MEK - kinaza ERK (ERK kinase); MEL - mysie
komarki erytroleukemiczne (mouse erythroleukemia cells); MOLT-3 - ludzkie linie komdrek limfocytow T;
PBGD - deaminaza porfobilinogenu (porphobilinogen deaminase); PDGF - plytkowy czynnik wzrostu (platelet-
derived growth factor); PI3K - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (phosphatidylinositol 3 kinase); PKC - kinaza
biatkowa C; PKD - kinaza biatkowa D; PMA - ester forbolu (phorbol myristate acetate); PMEA - acykliczny
nukleozyd (9-(2-phosphonylmethoxyethyl)adenine); PTK - kinaza tyrozynowa; Raf - kinaza serynowo-treoninowa;
STAT-5 - biatko biorace udziat w przekazywaniu informacji oraz w aktywacji transkrypcji gendw (signal
transducers and activators of transcription); TGF[3-1 - transformujacy czynnik wzrostu (transforming growth
factor 31); VCAM-1 - czasteczka adhezyjna 1 komérek naczyniowych (vascular cell adhesion molecule-1);
VEGF - naczyniowy czynnik wzrostu $rédbtonka (vascular endothelial growth factor).

1. HEMATOPOEZA A LEUKEMIOGENEZA

Réznicowanie komérek jest zlozonym procesem wieloeta-
powym. Pierwsze dowody na wieloetapowos¢ tego pro-
cesu pochodza z badan réznicowania komérek erytroleu-
kemicznych, traktowanych DMSO lub innymi zwigzkami
indukujacymi [92]. Komorki réznicujac wytwarzaty he-
moglobing po osiagnigciu stanu spoczynkowego i nieod-
wracalnym zatrzymaniu cyklu komérkowego. Jednakze
komorki te mogly réwniez wejS¢ w posredni etap proce-
su réznicowania. Na przyktad, indukcja komérek hemina
powodowata ekspresje gendw zwiagzanych z synteza he-
moglobiny, ale komorki te byly ciagle zdolne do reinicja-
cji procesu proliferacji. Badania te pozwolity na wyod-
rebnienie pojgcia nieterminalnego, odwracalnego stanu
roznicowania [41]. Dalsze badania wykazaly, ze komorki
najpierw zatrzymuja si¢ w fazie G, cyklu komérkowego,
a nastgpnie aktywacja ekspresji jednego lub kilku czyn-
nikéw transkrypcyjnych zapoczatkowuje ekspresje gendw

charakterystycznych dla okreslonych linii komérkowych.
Proces ten charakteryzuje réwniez utrata zdolnosci odpo-
wiedzi na niektdére czynniki wzrostu. Komorki czg¢sciowo
zréznicowane moga pod wptywem pewnych bodZcéw po-
wroci¢ do stanu, w ktérym proliferuja lub tez zostaé zréz-
nicowane w sposéb nieodwracalny.

Komérki transformowane maja ograniczone mozliwosci
réznicowania. Wiele nowotworéw nie ma zdolnosci kon-
troli cyklu komérkowego. Nawet, jezeli komérka nowotwo-
rowa znajdzie si¢ w stanie spoczynkowym, moze nie mie¢
mozliwosci indukcji wlasciwej kombinacji genéw, swoistej
dla okreslonej linii komoérkowej. Niektore komérki nowo-
tworowe nie moga rozpoczaé procesu koricowego rézni-
cowania, zachowujac w ten sposob zdolnos$¢ do nieogra-
niczonych podzialéw.

Wspblczesne poglady na temat réznicowania komérek he-
matopoetycznych zaktadaja, ze komorki macierzyste stop-
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Ryc.1. Schemat hematopoezy prawidtowej oraz wystepujacej w biataczkach.

Ukfad hematopoetyczny wymaga ciagtej wymiany dojrzatych komdrek krwi, ktére maj okreslony, dos¢ kr6tki okres zycia. W szpiku

kostnym i krwi obwodowej znajduja sie hematopoetyczne komérki macierzyste (HSC). Komdrki macierzyste dtugookresowe (LT-HSC) maja
zdolno$¢ samoodnawiania sie oraz przeksztatcania sie w komérki macierzyste krétkookresowe (ST-HSC). W prawidfowo przebiegajacej
hematopoezie (ryc. TA), komorki ST-HSC nie maja zdoInosci samoodnowy i przeksztatcaja sie w komdrki progenitorowe, ktére pod wptywem
zewnetrznych stymulatordw réznicuja w kilka odrebnych linii komérek potomnych, dajacych poczatek wyspecjalizowanym komérkom krwi.
W leukemiogenezie, ktérej klinicznym skutkiem sg biataczki (ryc. 1B.), ST-HSC przeksztatcaj sie w komérki progenitorowe, ktdre utracity
zdoIno$¢ odpowiedzi na czynniki stymulujace réznicowanie, natomiast zachowaty zdolnos¢ do proliferacji. Z powodu zaburzeri w procesie
réznicowania, we krwi obwodowej wyraznie wzrasta liczba komdrek hematopoetycznych, bedacych komdrkami progenitorowymi. Przyczynia
sie do tego rowniez czesciowa blokada programowanej Smierci komérek, czyli apoptozy

niowo, przez wiele podziatéw symetrycznych i asymetrycz-
nych, ograniczaja swoje mozliwosci wielokierunkowego
réznicowania si¢. W organizmie cztowieka hematopoetyczne
komorki macierzyste (hematopoietic stem cells — HSC) znaj-
duja si¢ w szpiku kostnym i w krwi obwodowe;j [18,23,138].
Komérki HSC sa multipotentne i charakteryzuje je duza
zdolnos¢ do proliferacji (ryc. 1A). Wyrézniamy dwa typy
HSC. Typ pierwszy to komorki macierzyste dlugookresowe
(long-term HSC — LT-HSC). Maja one duza zdolnos$¢ samo-
odnawiania si¢. Komérki te moga si¢ przeksztatcaé¢ w typ
drugi HSC — komorki krétkookresowe (short-term HSC
— ST-HSC). Komérki LT-HSC przeksztalcajac si¢ w ST-
HSC traca zdolnos¢ dlugookresowej samoodnowy. W sy-
tuacji fizjologicznej, ST-HSC przeksztatcaja si¢ w czgscio-
wo zréznicowane komdrki progenitorowe, ktore nastgpnie
sq programowane do réznicowania w kierunku wyspecja-
lizowanych komoérek krwi. Stymulatorami tego wieloeta-
powego procesu sg m.in. czynniki wzrostu (ryc. 2), ktére
utrzymujg rownowage pomig¢dzy wzrostem, roznicowaniem
i apoptoza. Programowanie komoérek hematopoetycznych

na kazdym etapie hematopoezy wymaga udziatu zestawu
okreslonych czynnikéw transkrypcyjnych (ryc. 2) oraz od-
powiedniej przebudowy chromatyny [6,24,50,55,60,64,85,
108,117]. Jednym z warunkow istotnych dla procesu réz-
nicowania komérek hematopoetycznych jest zatrzymanie
cyklu komérkowego, zasadniczo w fazie G /G,. W sytu-
acji fizjologicznej, zré6znicowane komérki krwi ulegaja po
pewnym czasie apoptozie. W biataczkach, wczesne hema-
topoetyczne progenitory nie odpowiadaja na zewngtrzne
stymulatory w szpiku kostnym (ryc. 1B). Powstajace ko-
morki leukemiczne maja cechy komérek nowotworowych,
sg nieSmiertelne, samoodnawialne, rozmnazajg si¢ w szpi-
ku kostnym kosztem innych komérek, a nastgpnie przeno-
sza si¢ do krwi obwodowej. Komorki te dalej nie réznicuja
i w ograniczonym stopniu ulegaja apoptozie [44].

2. INDUKCJA ROZNICOWANIA JAKO STRATEGIA TERAPEUTYCZNA

W ostatnich kilku latach osiagnigto duzy postgp w lecze-
niu biataczek. Wiele problemdéw pozostaje jednak ciagle
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Ryc. 2. Schemat réznicowania hematopoetycznego z uwzglednieniem roli czynnikéw stymulujacych i czynnikow transkrypcyjnych.
Multipotencjalne, hematopoetyczne komérki macierzyste, oznaczone nr 1, majace nieograniczong zdolnos¢ samoodnowy — pod wptywem
czynnikéw, takich jak SCF (stem cell factor), moga sie przeksztatca¢ w komdérki (2), ktdre daja poczatek czesciowo zréznicowanym komérkom
progenitorowym: mieloidalnym (3) i limfoidalnym (4). Te z kolei w odpowiedzi na czynniki stymulujace (zétte prostokaty), takie jak
interleukiny czy czynniki wzrostu oraz przy wykorzystaniu zdefiniowanych programéw ekspresji genéw z udziatem okreslonych zestawéw
czynnikéw transkrypcyjnych (zielone prostokaty) stopniowo przeksztatcaja sie w komorki prekursorowe, dajace poczatek dojrzatym
komérkom krwi. W procesie hematopoezy wymaganych jest wiele czynnikéw transkrypcyjnych. Na rycinie umieszczono tylko te, ktorych
brak oznacza zahamowanie procesu réznicowania na danym etapie. Dla przejrzystosci, nie wymieniono wielu innych czynnikéw, w tym
konstytutywnych czynnikdw transkrypcyjnych np. Sp1i koaktywatoréw np. CBP/p300, ale takze wiele czynnikow swoistych dla okreslonych
komérek prekursorowych np. EKLF. Niektdre czynniki transkrypcyjne, np. Pu.1 moga uczestniczy¢ w procesie réznicowania lub procesie
rozwoju nowotworéw hematologicznych jako produkty onkogendw, powstatych w wyniku translokacji chromosomalnych lub insercji
wirusowych (czynniki te znajduja sie na jasnozielonym, wzorzystym tle); (/EBPa, € - czynniki transkrypcyjne rozpoznajace sekwencje
nukleotydowa CCAAT; EBF — czynnik transkrypcyjny (early B-cell factor); E2A — czynnik transkrypcyjny, znany réwniez pod nazwami: TCF3
(transcription factor 3) lub ITF1 (immunoglobulin enhancer binding); Epo — erytropoetyna; FOG-1 — biatko kofaktorowe tworzace kompleksy
z czynnikiem transkrypcyjnym GATA (friend of GATA); GATA-1, 2, 3 — czynniki transkrypcyjne rozpoznajace sekwencje nukleotydowa
GATA; G-CSF — czynnik stymulujacy kolonie granulocytow (granulocyte colony stimulating factor); GM-CSF — czynnik stymulujacy kolonie
granulocytarno-makrofagowe (granulocyte/macrophage - colony-stimulating factors); lkaros — czynnik transkrypcyjny swoisty dla
komérek limfoidalnych; IL-1, -3, -6, -7, -11 — interleukiny 1, 3, 6, 7, 11; M-CSF — czynnik stymulujacy kolonie makrofagdw (macrophage
colony stimulating factor); PAX-5 — czynnik transkrypcyjny swoisty dla komdrek szpiku; Pu.1 — czynnik transkrypcyjny nalezacy do rodziny
czynnikéw ETS; SCF — czynnik wzrostowy komérek pnia (stem cell factor); TSP — trombospondyna 1; XBP-1 — czynnik transkrypcyjny (X-box

binding protein 1)

nierozwigzanych. Naleza do nich: opornos¢ wielolekowa
(MDR), heterogennos$¢ komdrkowa i heterogennos¢ zmian
molekularnych oraz niestabilnos¢ kariotypu komérek no-
wotworowych. Waznym problemem terapii przeciwnowo-
tworowych jest brak selektywnosci lekéw, co czgsto ozna-
cza ich wysoka toksycznos¢.

Odkrycie w latach 70 XX w. [49], ze r6znicowanie kom6-
rek biataczkowych Friend (komérki hematopoetyczne Sle-
dziony transformowane wirusem) moze by¢ indukowane
w kierunku niedzielacych sie, dojrzatych normoblastéw
byto poczatkiem intensywnych badar procesu réznicowa-
nia z zamiarem rozwinigcia terapii przeciwnowotworowe;j
opartej o ten proces [84,87,119]. Podejscie to opiera si¢ na
zalozeniu, ze wiele nowotworéw charakteryzuje odwracal-
ny defekt w procesie réznicowania, co przy zastosowaniu
odpowiedniego czynnika moze zosta¢ usunigte, powodu-
jac jednoczesnie utratg zdolnosci do proliferacji. Poszukuje

si¢ bialek odpowiedzialnych za zaburzenia w procesie roz-
nicowania, ktére oprdécz kinaz tyrozynowych zaangazowa-
nych w przekazywanie sygnatéw w komorce, czynnikéw
transkrypcyjnych charakterystycznych dla okreslonych li-
nii komoérkowych, bialek regulujacych cykl komérkowy
i apoptoze, moglyby si¢ sta¢ przedmiotem zainteresowa-
nia celowanej terapii przeciwnowotworowej. Niewatpliwym
sukcesem ukierunkowanej molekularnie onkoterapii jest
zastosowanie imatinibu (Gleevec), selektywnego inhibi-
tora kinazy tyrozynowej Ber-Abl, jako efektywnego, nie-
toksycznego leku w terapii biataczki CML [25]. Kinaza
Ber-Abl, kodowana przez gen fuzyjny powstaty w wyni-
ku translokacji, jest odpowiedzialna za fenotyp ztosliwy
biataczek CML i ALL.

Zastosowanie imatinibu w hamowaniu aktywnosci pro-
duktu genu, ktory jest wynikiem mutacji prowadzacej do
powstania nowotworu, dato podstawy do stwierdzenia, ze
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w kazdym typie nowotworu nalezy poszukiwaé defektéw
genetycznych na tych etapach rozwoju nowotworu, w kté-
rych jest on jak najmniej heterogenny. W przypadku bia-
faczek, do osiagnigcia tego celu istotne wydaje si¢ pozna-
nie molekularnych mechanizméw hematopoezy, sekwencji
wydarzen in vivo powstajacych w szpiku kostnym. Szpik
kostny jest jednak bardzo zlozonym systemem, w kto-
rym wiele typéw komérek (HSC, MSC — mezenchymal-
ne komoérki macierzyste, komoérki stromalne oraz wcze-
sne i pézne progenitory hematopoetyczne) wspétistnieje
w réznych stadiach rozwoju. Ta ztozonos¢ nie pozwala na
analiz¢ mechanizméw molekularnych, sktadajacych si¢ na
proces kierunkowanego réznicowania in vivo. Przez wie-
le lat przeniesieniu komorek szpiku kostnego z ich mi-
krosrodowiska do uktadéw in vitro towarzyszyly Smierc
komorek oraz ograniczenie zdolnosci HSC do samoodna-
wiania si¢. Obecnie izolowanie i prowadzenie HSC oraz
wcezesnych progenitoréw w dobrze zdefiniowanych wa-
runkach hodowli przynosi wiele warto§ciowych informa-
¢ji na temat ich réznicowania [98,107]. Rozwdj warunkéw
hodowli, ktéry pozwolit na dojrzewanie komoérek z pro-
genitorow hematopoetycznych az do poziomu erytrocy-
téw, uzupetnione technologia mikromacierzy cDNA, dato
profile ekspresji genéw podczas dojrzewania erytrocytéw
[43]. Poréwnano réwniez profile ekspresji genéw w HSC
i w multipotencjalnych komérkach progenitorowych [110],
a takze w komoérkach progenitorowych czgsciowo zrézni-
cowanych [4]. Ostatnio, przeprowadzono badania porow-
nawcze profili ekspresji genéw w multipotencjalnych ko-
morkach progenitorowych w warunkach umozliwiajacych
samoodnowe i w warunkach kierunkowego réznicowania
[22]. Pozwolily one na wyodrebnienie grup gendw, ktére
prawdopodobnie sa wspétodpowiedzialne za samoodno-
we, multipotencjalnos¢ i réznicowanie w kierunku okre-
Slonych linii komérkowych. Nie mniej jednak ani profile
ekspresji ani doSwiadczenia ze zwierzgtami transgenicz-
nymi [128] nie przyniosty jednoznacznych rozstrzygnigc
na temat mechanizméw odpowiedzialnych za samoodno-
we i réznicowanie komoérek hematopoetycznych. Wydaje
sig, ze skoro wiele nowotworéw wykazuje odwracalne za-
burzenia w procesie réznicowania, to zastosowanie odpo-
wiednich induktoréw tego procesu moze przeprogramowac
komorki, tak aby utracity zdolnos$¢ do proliferacji, a uzy-
skaty mozliwos$¢ réznicowania i apoptozy.

3. INDUKOWANE ROZNICOWANIE KOMOREK BIALACZKOWYCH LINII
K562

Od wielu lat sa prowadzone poszukiwania czynnika, na-
turalnego lub syntetycznego, ktéry indukowatby konicowe
roznicowanie komorek nowotworowych. Powstato wiele
systeméw modelowych komoérek biataczkowych: HL-60
(human promyelocytic leukemia), K562 (human erythro-
leukemia), MEL (murine erythroleukemia) oraz U937 (lym-
phocytic leukemia). Komérki biataczkowe rosnace w ho-
dowlach stanowia wzglednie homogenna populacj¢ i moga
réznicowaé¢ w kierunku komorek krwi o réznych fenoty-
pach. Zaleznie od swojego potencjatu kazda linia komo-
rek biataczkowych moze réznicowaé w kierunku komérek
o jednym lub wigcej fenotypach (unipetencjalne, bipeten-
cjalne, multipotencjalne). Stosowanie hodowli komoérek bia-
taczkowych jest bardzo uzyteczne, zaréwno w badaniach
réznicowania i towarzyszacych mu proces6w np. apoptoza
zalezna od réznicowania (differentiation dependent apop-

tosis — DDA), jak i przy ocenie sposobu dziatania nowych
zwiazkoéw, potencjalnie przeciwnowotworowych.

Komorki K562 sa erytroleukemiczng linia komérek multi-
potencjalnych, zdolnych do réznicowania w kierunku ery-
trocytow, megakariocytéw i w mniejszym stopniu w kie-
runku monocytéw. Komérki K562 zostaty wyizolowane od
pacjentki z przewlekta biataczka pochodzenia szpikowe-
go w fazie zaostrzenia blastycznego [89]. Cytologicznie,
komorki te sa charakteryzowane jako majace chromosom
Filadelfia, ktéry jest wynikiem translokacji pomigdzy chro-
mosomem 9 1 22: 1(9;22)(q34,q11). Translokacja ta powo-
duje przeniesienie protoonkogenu c-abl, kodujacego kina-
z¢ tyrozynowa (PTK) z chromosomu 9 na chromosom 22,
w pozycje za drugim eksonem genu ber. Powstajacy gen
fuzyjny, ber-abl, koduje biatko chimeryczne, p210 BCRABL
o podwyzszonym poziomie aktywnosci ABL [96]. Kinaza
p210 BERABL gktywuje drogi przekazywania sygnatéw pro-
wadzace do STATS, PI3K (phosphoinositide 3-kinase) oraz
Raf, co w konsekwencji stwarza warunki do niezaleznej od
czynnikéw wzrostu proliferacji progenitorowych komérek
mieloblastycznych CML i linii komérkowej K562 [103,139].
Kinaza p210 P**BL aktywuje przejscie z fazy G, do fazy S
cyklu komérkowego [38]. Badania wykazaty, ze linia ko-
moérkowa K562, podobnie jak mieloidalne komdrki proge-
nitorowe CML, jest w pewnym stopniu oporna na apoptoze,
niezaleznie od stosowanego induktora [65,93,95].

Linie komérkowe Bcer-Abl* nie wykazuja aktywnosci ki-
nazy ERK, ktora jest zaangazowana w proces réznicowa-
nia wielu komdérek hematopoetycznych, a w szczegélno-
$ci mieloidalnych komérek progenitorowych w kierunku
megakariocytéw [97]. Aktywacja kinazy ERK przez es-
ter forbolu lub konstytutywnie aktywne kinazy MEK1 lub
MEK?2 jest wystarczajaca do indukcji réznicowania komé-
rek K562 w kierunku megakariocytéw [63]. Z tej obser-
wacji wynika, ze mata aktywnos$¢ kinazy ERK w komér-
kach CML moze by¢ odpowiedzialna za ich niekompletne
réznicowanie [45].

W standardowych warunkach hodowli tylko bardzo niewiel-
ka czes¢ komorek K562 jest zdolna do syntezy hemoglo-
biny. Natomiast zréznicowane komérki K562 moga syn-
tetyzowac hemoglobing embrionalna i ptodowa, ale nie sa
w stanie syntetyzowac¢ hemoglobiny dorostego cztowieka,
mimo Ze maja gen -globiny [48].

Od czasu, gdy stwierdzono, ze DMSO indukuje réznico-
wanie komérek MEL [49] zbadano bardzo wiele substan-
¢ji pod katem ich zdolnosci do réznicowania komérek bia-
taczkowych. Naleza do nich m.in.: bis-acetamidy, pochodne
pirydyny, pochodne mocznika, analogi puryn i pirymidyn,
podstawione amidy, antybiotyki i inne. Substancje te r6z-
nig si¢ struktura, wtasciwosciami fizykochemicznymi oraz
swoistoscia w stosunku do komoérek, w ktérych przy okre-
Slonym stezeniu inicjuja réznicowanie. Bezposrednie po-
rOwnanie tych substancji jest czgsto niemozliwe, ponie-
waz w prowadzonych badaniach stosowano rézne linie
komorek biataczkowych, rézne st¢zenia oraz rézne meto-
dy oceny stopnia réznicowania. W pracy zawarto informa-
cje na temat zwiazkéw powodujacych réznicowanie komo-
rek erytroleukemicznych K562 (tabela 1). Znaczna czgs$¢
tych zwiazkow jest lub byta stosowana w klinice w lecze-
niu nowotworéw litych i/lub hematologicznych.
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Tabela 1. Czynniki stymulujace réznicowanie komérek K562

Czynnik

Stosowane

% komorek

stymulujacy stezenia Fenotyp® wytwarzajacych Hb? Wzrost poziomu mRNA©  |Pismiennictwo
AMHCA TmM e - y-globina 20
angelicyna 200 pM e 49 y-globina 83
400 uM e 61 - 83
antracykliny:
DOX 40 nM e 51 y-globina; PBGD 101
40 nM e 40" y-globina; PBGD 73
40 nM e 3 29
40 nM e 381, 55° 79
ACLA 20nM e 76' GATA-1 151
20nM e 67 y-globina; NF-E2; PBGD 101
20nM e 65" y-globina; NF-E2; EpoR1; PBGD 73
20 nM e 35 y-globina; NF-E2 GATA-1; PBGD 29
DRB 10 ng/ml e 25 y-globina 150
apicydyna 500 nM e 70? y-globina 163
Ara-C - e - - 15
0,1uM e 32 34
5uM e 62° y-globina 37
0,25 uM e 80° y-globina 14
0,5uM e - - 47
TuM e 78 - 83
5-azacytydyna - e - - 53
2uM e - y-globina 164
chromomycyna 10nM e 76 y-globina 14
dsplatyna 6 UM e 92 y-globina 13
6 UM e 63* - 83
PEC 50nM e 90; 952 - 66
hemina e - - 124
50 uM e 50 - 3
40 uM e 50' - 34
30uM e 152 - 8
5uM e 10 - 32
20 M e W - 32
30puM e - €-,y-globina 140
50 uM e - y-globina 164
30puM e 30° 82
hydroksymocznik 100 pM e - y-globina 164
200 uM e 72 - m
25uM e - p21 122
Imatinib Kell; CD36; 72
(Gleevec) TuM € 80’ Gfi-1B
kwas fenylooctowy 10mM e 142 y-globina 127
10mM e - y-globina 116
0,6 mM e - y-globina 164
kwas mastowy 1,4mM e 31 33
TmM e - y-globina 20
0,6 mM e - y-globina 164
0,6 mM e 20? - 163
2,4mM e 354 - 83
LEF 25uM e 60° - 67
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Tabela 1 (c.d.). Czynniki stymulujace réznicowanie komérek K562

. 0 .
Czynn!k Stosgwa.ne Fenotyp® 4 kolporek b Wzrost poziomu mRNA°  |PiSmiennictwo
stymulujacy stezenia wytwarzajacych Hb
mitramycyna 20nM e 55 y-globina 14
30nM e - y-globina 47
50 nM e 85 - 83
PMA m - egr-1 30
m - (D10 8
resveratrol 50 uM e - p21 122
30puM e - y-globin 15
tallimustyna 100 nM e 80 y-globin 12
TGFB1 25ng/ml 20° - 10

*W kolumnie fenotyp, litera " oznaczono réznicowanie w kierunku erytrocytow, ,m” — réznicowanie w kierunku megakariocytow.
b Procent komérek wytwarzajacych hemoglobine mierzony za pomoca testu benzydynowego w 2 dniu®, w 3 dniu’, w 4 dniu?, w 5 dniu® lub w 6 dniu*

po stymulaji.

“Wzrost poziomu mRNA badanych genéw zostat odnotowany w tabeli, jezeli byt przynajmniej trzykrotnie wyzszy w stosunku do poziomu w
komérkach kontrolnych. W wiekszosci doswiadczen, poziom mRNA okreslano metoda Real-Time-PCR.

AMHCA — kwas a-metylohydroksycynamonowy; CPEC — cykliczny analog cytydyny (cyclopentenyl cytosine); Gfi-1B — czynnik transkrypcyjny istotny

dla réznicowania w kierunku erytrocytéw; Hb — hemoglobina; LEF(A77 1726) — aktywny metabolit leflunomidu; inhibitor szlaku pirymidynowego

(leflunomide); PA — fenylooctan sodu (sodium phenylacetate).

3.1. Induktory réznicowania komoérek K562
Imatinib (Gleevec)

Imatinib (Gleevec — STI-571), inhibitor kinazy tyrozyno-
wej Ber-Abl zostat wprowadzony do klinik jako efektyw-
ny, nietoksyczny lek w terapii biataczki CML [25]. Kinaza
Ber-Abl, kodowana przez gen fuzyjny i odpowiedzialna za
fenotyp ztosliwy biataczek CML i ALL, jest réwniez obec-
na w komérkach K562. Badano mechanizm dziatania leku
w tych komoérkach, takze pod katem wptywu na apoptoze
i r6znicowanie komorek [72]. Stwierdzono, ze imatinib in-
dukuje apoptozeg, z udziatem kaspaz 3, 8 1 9. Aktywacji ka-
spaz towarzyszyto hamowanie aktywnosci kinazy Ber-Abl,
oraz ERK1/2, a takze czynnika transkrypcyjnego STATS.
Ponadto, po 48—72-godzinnej hodowli komérek w obec-
nosci leku, wigkszos¢ zywych komérek wykazywata ce-
chy komorek réznicujacych w kierunku erytrocytéw. 80%
komoérek wytwarzato hemoglobing, wzrastal poziom Gfi-
1B, czynnika transkrypcyjnego charakterystycznego dla
réznicowania w kierunku erytrocytéw, a takze glikofory-
ny A, antygenu Kell oraz CD36. Inaktywacja drogi sygna-
towej MEK1/ERK wydaje sig istotna dla indukowanego
przez imatinib réznicowania komérek K562 w kierunku
erytrocytow [77]. W innej pracy [80] wykazano, ze réz-
nicowaniu komérek K562 przez imatinib towarzyszy fos-
forylacja kinazy p38 oraz defosforylacja kinazy ERK oraz
obnizenie ekspresji hematopoetycznego czynnika trans-
krypcyjnego c-myb.

Analogi nukleozydow purynowych i pirymidynowych

Uwaza sig, ze analogi nukleozydéw stymuluja proces
réznicowania albo przez zahamowanie cyklu komoérko-
wego w fazie S albo przez zmiany w profilu ekspresji ge-
néw bedace konsekwencja zmniejszenia poziomu mety-
lacji DNA.

Cytarabina (AraC), 1-f-D-arabinofuranozylocytozyna,
jest obecnie jednym z najczesciej stosowanych zwigzkow
referencyjnych w badaniach procesu r6znicowania komo-
rek biataczkowych. W komérkach K562 AraC wywotuje
hamowanie proliferacji i terminalne réznicowanie komo-
rek w kierunku erytrocytéw [15]. Odsetek komérek K562
wytwarzajacych hemoglobing, mierzony testem benzydy-
nowym, wzrastal do 26% juz po 2 dniach hodowli w obec-
nosci 100 nM AraC [34]. Jezeli Ara-C byta stosowana ra-
zem z kwasem retynowym lub retinolem podawanych do
komérek w liposomach, to podobny poziom réznicowania
komorek K562 osiagano juz przy stezeniu Ara-C réwnym
37,5 nM [37], chociaz sam kwas retynowy lub retinol nie
wywotywaly réznicowania komérek K562.

5-Azacytydyna (AzaC), analog nukleozydu pirymidyno-
wego, jest wynikiem poszukiwan lekéw przeciwnowotwo-
rowych [159]. AzaC hamuje aktywno$¢ metylotransfera-
zy DNA, co w konsekwencji prowadzi do zmian w profilu
ekspresji genéw. U chorych na -talasemie lub anemie sier-
powata, AzaC powoduje obnizenie metylacji genu y-globi-
ny, czego nastgpstwem jest wzrost poziomu hemoglobiny
ptodowej [46]. Stwierdzono, ze AzaC indukuje réznico-
wanie komérek nowotworowych, w tym komoérek K562
[53]. Trwaja poszukiwania kombinacji lekéw, ktére obniza-
jac metylacje DNA i wywotujac hiperacetylacje histondw,
bytyby zdolne do uruchomienia ekspresji gendw istotnych
w réznicowaniu komorek biataczkowych [31].

5-FU, 5-fluorouracyl, powoduje zahamowanie proliferacji
komoérek K562 i pojawienie si¢ komérek o fenotypie ery-
troidalnym [167]. W czasie 3-dniowej hodowli w obecnosci
5-FU wystgpowaty zmiany w aktywnosci kinazy ABL, cho-
ciaz poziom mRNA bcr/abl pozostawal niezmieniony.

PMEA, acykliczny nukleozyd, pochodna adenozyny, jest
wynikiem poszukiwan lekéw przeciwwirusowych [40].
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Zwiazek ten okazat si¢ silnym induktorem réznicowania
wielu linii komérek nowotworowych, w tym K562 [61].
PMEA wywotywal hamowanie replikacji i zatrzymywanie
cyklu komérkowego w fazie S, prawdopodobnie wskutek
nieprawidlowego wiaczania tymidyny, natomiast nie wpty-
wal na syntez¢ mRNA i biatek [62]. Pula tréjfosforanéw ry-
bonukleozyddéw byta nieznacznie podwyzszona, natomiast
wewnatrzkomoérkowe stgzenie tréjfosforanéw deoksyrybo-
nukleozydéw wzrastato nawet czterokrotnie.

CPEC (cyklopentenyl cytozyny), cykliczny analog cyty-
dyny, jest swoistym inhibitorem syntazy CTP. Zwiazek
ten wzbudzil zainteresowanie jako potencjalny lek prze-
ciwnowotworowy, gdy stwierdzono, ze w st¢zeniach nano-
molowych zwigksza apoptoze indukowana przez cytarabi-
n¢ (AraC) w linii ludzkich komérek T-limfoblastycznych,
MOLT-3 [157]. Traktowanie komérek MOLT-3 100400 nM
CPEC powodowato wzrost fosforylacji i wlaczanie AraC
do DNA, co wyraznie zmniejszato proliferacje komorek
[158]. Obserwowano synergistyczne dzialanie przeciwno-
wotworowe, jezeli CPEC zastosowano in vivo w potaczeniu
z cisplatyng [57]. Ponadto, stwierdzono, ze CPEC powo-
duje gromadzenie si¢ komodrek neuroblastycznych w fazie
S cyklu komérkowego [16], czemu towarzyszyto maksy-
malne wtaczanie [PH]AraC do DNA oraz podwyzszona ak-
tywnos$¢ kinazy deoksycytydynowej (dCK). W komérkach
K562 hodowanych w obecnosci CPEC, w st¢zeniu nano-
molowym, odnotowano zahamowanie cyklu komérkowego
w fazie S oraz réznicowanie komérek w kierunku erytro-
cytéw, czemu towarzyszyt wzrost aktywnosci kinazy p38
[66]. Blokowanie p38 za pomoca siRNA wyraznie hamo-
wato réznicowanie K562 indukowane za pomoca CPEC,
co wskazuje, ze aktywnos$¢ kinazy p38 jest konieczna do
zahamowania cyklu komérkowego i indukcji réznicowa-
nia w warunkach zmniejszonej puli CTP.

LEF, aktywny metabolit leflunomidu, zaaprobowany ostat-
nio jako czynnik immunosupresyjny, nie jest analogiem
nukleozydéw, ale jest w tym miejscu omowiony, ponie-
waz dowiedziono, ze hamuje aktywnos$¢ dehydrogenazy
dihydroorotanowej, enzymu nalezacego do szlaku bio-
syntezy nukleotydéw pirymidynowych [166]. Uwaza sig,
ze antyproliferacyjna aktywnos¢ LEF jest zwiazana wta-
$nie z hamowaniem biosyntezy de novo nukleotydéw pi-
rymidynowych. Wykazano ponadto, ze LEF hamuje ak-
tywnos¢ kinaz tyrozynowych [166] oraz przekazywanie
sygnatéw odbieranych w receptorach czynnikéw wzrostu
PDGF i EGF, a takze w receptorze IL-2 [165]. Stosujac
hodowle komoérek K562 wykazano, ze LEF obniza pro-
liferacje przez zmniejszenie puli CTP. Towarzyszy temu
zahamowanie cyklu komérkowego w fazie S oraz induk-
cja procesu roznicowania komodrek K562 w kierunku ery-
trocytéw. LEF stosowany w hodowli komérek K562 przez
4 dni, w stezeniu 25 uM indukowat syntez¢ hemoglobiny
w 60% komorek [67].

Hydroksymocznik réwniez nie jest analogiem nukleozy-
déw, ale hamuje reduktaze difosforanéw rybonukleozydéw
zmniejszajac pule deoksyrybonukleotydéw. Jest stosowany
od ponad trzydziestu lat w leczeniu zespotéw mieloprolife-
racyjnych oraz anemii sierpowatej [5,144]. Stwierdzono, ze
hydroksymocznik hamuje proliferacje, indukuje ekspresje
gendw i réznicowanie komorek K562 [2,111]. Réznicowaniu
w kierunku erytrocytéw towarzyszylta defosforylacja ERK

oraz fosforylacja kinazy p38. Hydroksymocznik induko-
wat, synergistycznie ze swoistymi inhibitorami ERK, syn-
teze hemoglobiny, natomiast blokowanie drogi sygnatowe;j
p38 hamowato syntez¢ hemoglobiny indukowang przez
ten zwiazek [111].

Zwiqzki wiqZqce DNA

Zbadano wiele zwiazkéw wiazacych DNA, pod katem ich
zdolnosci do indukowania kierunkowego réznicowania ko-
morek K562. Zwiazki te, tworzac wiazania interkalacyj-
ne lub kowalencyjne z DNA, wptywaja na wiele istotnych
proceséw komoérkowych, takich jak replikacja DNA czy
ekspresja genéw [69]. Wykazujac powinowactwo do okre-
Slonych sekwencji DNA, zwiazki te wptywaja na zdol-
no$¢ rozpoznawania zmodyfikowanych przez nie sekwencji
przez swoiste czynniki transkrypcyjne [59]. Zastosowanie
tych zwiazkéw do indukcji procesu réoznicowania, wyni-
kato z zatozenia, ze moga one oddzialywa¢ z wigzaniem
czynnikéw transkrypeyjnych odpowiedzialnych za nega-
tywna regulacj¢ procesu roznicowania.

Antracykliny wymienia si¢ jako jedne z najbardziej sku-
tecznych lekéw przeciwnowotworowych. Stosowane za-
rowno w monoterapii, jak i w schematach wielolekowych,
sq wykorzystywane w leczeniu nowotworéw piersi, guzow
litych u dzieci, migsakéw, chtoniakéw, ostrych biataczek
limfoblastycznych i mieloblastycznych. Antracykliny, do-
ksorubicyna (Adriamycyna; DOX) i daunorubicyna (DRB),
zostaty wyizolowane z Streptomyces peucetius i sg stosowane
w terapii juz od ponad trzydziestu lat. Poza DOX i DRB,
kilka innych pochodnych uzyskato status lekdw, m. in. epiru-
bicyna, idarubicyna, pirarubicyna i aklacynomycyna (akla-
rubicyna) [99]. Na antyproliferacyjne i cytotoksyczne dzia-
fanie antracyklin sktada si¢ wiele mechanizméw. Sposéb
dziatania w duzym stopniu zalezy od st¢zenia leku, czasu
ekspozycji, ale réwniez od niewielkich zmian w struktu-
rze badanych antracyklin. Nie bez znaczenia sa takze wa-
runki, w ktérych przeprowadzano doswiadczenia. W du-
zych stezeniach antracykliny interkaluja pomigdzy zasady
azotowe w czasteczce DNA oraz moga tworzy¢ wigzania
kowalencyjne z DNA [146]. Antracykliny wplywaja na
aktywnos$¢ topoizomerazy Il przez stabilizacje komplek-
su trgjsktadnikowego [17]. Wsrdd innych nastgpstw stoso-
wania duzych stezen antracyklin nalezy wymieni¢ gene-
rowanie wolnych rodnikéw i indukcje apoptozy [56,113].
Natomiast w matych stgzeniach i z przedtuzonym czasem
ekspozycji, antracykliny wptywajq na rozplatanie nici DNA
przez helikaze oraz maja selektywny wplyw na ekspresje
gendw. Wydaje sig, ze jednym z nastgpstw fenotypowych
tego ostatniego mechanizmu jest réznicowanie komorek
nowotworowych [73] oraz ograniczenie ich zdolnosci do
tworzenia przerzutéw [1,9]. Poza wptywem na maszynerig
replikacyjna, oddziatywanie antracyklin z blong komérko-
wa moze by¢ odpowiedzialne za ich toksyczny [149,152]
i stymulujacy réznicowanie [74] wplyw na komorki no-
wotworowe. Liczne badania prowadzone na zwierzetach
i nowotworach ludzkich potwierdzity, ze antracykliny in-
dukuja proces roznicowania w komorkach biataczkowych
[125,130] i guzach litych [121,145].

W komérkach K562, antracykliny indukuja proces rézni-
cowania w kierunku erytrocytow. ACLA i DOX, w steze-
niach nizszych od cytotoksycznych, powodowaly wzrost
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poziomu mRNA v-globiny i deaminazy porfobilinogenu
(PBGD), co skutkowato indukcja syntezy globiny i hemu.
67% komorek hodowanych w obecnosci 20 nM ACLA oraz
50% komorek traktowanych 40 nM DOX wytwarzato he-
moglobing. Charakterystyczne byto réwniez pojawienie si¢
hemoglobiny, ktéra nie wystgpuje u osobnikéw dorostych,
tj. hemoglobiny Gower2 (g,, a,) i X (€,, v,), Portland (v,,
€,) oraz hemoglobiny ptodowej F(a.,, v,) [73,100].

Badania wykazaty, ze w przeciwienistwie do DOX, r6znico-
wanie komorek z udzialem ACLA nie wymaga catkowitego
zahamowania wzrostu hodowli [104]. W komoérkach K562,
hodowanych w obecnosci 20 nM ACLA, obserwowany byt
réwniez wyrazny wzrost ekspresji gendw charakterystycz-
nych dla komérek erytroidalnych. Wzrastal poziom mRNA
czynnikéw transkrypcyjnych GATA-1 [58] i NF-E2 oraz
receptora erytropoetyny (EpoR) [73,151]. Wzrastata tak-
ze aktywnos¢ wigzaca DNA czynnikéw transkrypeyjnych
GATA-1 i NF-E2. Natomiast zastosowanie 40 nM DOX
nie wptywalo na wzrost ekspresji tych genéw, przeciw-
nie odnotowano nieznaczny spadek ekspresji NF-E2 w 3
dniu hodowli [100]. Uzyskano réwniez r6zna ekspresje
genu reporterowego, jezeli przytaczone do niego promoto-
ry genéw erytroidalnych indukowane byty przez DOX lub
ACLA [7]. W przypadku indukcji z uzyciem 20 nM ACLA
wzrastata aktywnos¢ lucyferazy, ktorej gen znajdowat sig
pod kontrola promotora PBGD, ¢€- i y-globiny, EpoR lub
GATA-1. Zjawiska tego nie obserwowano, jezeli transfe-
kowane komoérki inkubowano w obecnosci 50 nM DOX.
Z analizy danych wynika, ze zaréwno DOX, jak i ACLA,
indukuja proces réznicowania w komdérkach K562 wyko-
rzystujac rézne mechanizmy molekularne. Sugeruje sig,
ze DOX moze dziala¢ na poziomie posttranskrypcyjnym,
zwigkszajac stabilnos¢ mRNA GATA-1, NF-E2 i PBGD.
Natomiast aklacynomycyna poprzez oddzialywanie z re-
gionami regulatorowymi gendéw erytroidalnych dziata na
poziomie transkrypcyjnym [73,101]. W badaniach proce-
su réznicowania komdrek stosowano réwniez daunorubi-
cyne (DRB). W trakcie 24-godzinnej hodowli w obecnosci
DRB poziom ekspresji y-globiny nie ulegat zmianie, nato-
miast obserwowany byl znaczny spadek ekspresji c-myc.
Natomiast po 48 godzinach ekspresja c-myc osiagata po-
ziom wyjsciowy, a wzrastat poziom mRNA y-globiny [150].
Krétkotrwaty spadek ekspresji mRNA c-myc i c-myb ob-
serwowany byl réwniez w komérkach K562 poddanych
dziataniu DOX [148] i w komérkach Friend poddanych
dziataniu ACLA [132].

Biorac pod uwagg udziat antracyklin w generowaniu wol-
nych rodnikéw i powstawaniu uszkodzeri oksydacyjnych,
przeprowadzono doswiadczenia majace na celu zbadanie
udziatu stresu oksydacyjnego w indukowanym przez DOX
1 ACLA procesie réznicowania komérek K562. Wykazano,
ze dodanie przeciwutleniaczy do hodowli komédrek zmniej-
szyto liczbg zréznicowanych komérek. W przypadku 20
nM ACLA wystapilo obnizenie ekspresji genéw erytro-
idalnych, w tym genéw kodujacych czynniki transkrypcyj-
ne GATA-1 i NF-E2, do poziomu zblizonego do kontro-
li. Analiza markeréw stresu oksydacyjnego w komérkach
poddanych dziataniu DOX i ACLA wykazata, ze zwiazki
w réznym stopniu obnizaja poziom zredukowanego glu-
tationu oraz aktywnos¢ poszczegdlnych enzymow antyok-
sydacyjnych (peroksydazy glutationowej, dysmutazy po-
nadtlenkowej, katalazy, reduktazy glutationowej). Wyniki

badan sugeruja, ze generowanie wolnych rodnikéw przez
antracykliny, moze mie¢ wptyw na poczatkowe etapy pro-
cesu roznicowania komérek, za posrednictwem czynnikéw
transkrypcyjnych GATA-1 i NF-E2 w przypadku ACLA,
oraz za posrednictwem innych czynnikéw zdolnych do indu-
kowania syntezy y-globiny w przypadku DOX [29]. Udziat
reaktywnych form tlenu generowanych przez ACLA w in-
dukcji procesu réznicowania i migracji komorek, obserwo-
wano réwniez w innych komérkach biataczkowych, HL-
60 [118]. Wykazano takze, ze nadekspresja malego biatka
stresu komérkowego p28 moze zahamowac réznicowanie
komorek K562 z udziatem DOX [79].

Przeprowadzono réwniez badania, w ktérych komor-
ki K562 poddano dziataniu jednoczesnie ACLA i DOX.
Istotna byta kolejnos¢ podawania lekéw oraz ich stgze-
nie. Obserwowano synergistyczne hamowanie wzrostu
hodowli, gdy w pierwszej kolejnosci, przez 30 min, ko-
morki traktowano ACLA, a nastgpnie DOX. Przy tak po-
dawanych lekach, nie obserwowano jednak zmian charak-
terystycznych dla procesu réznicowania. Natomiast leki
dodane w odwrotnej kolejnosci synergistycznie wpltywa-
ty na indukcje réznicowania. Podanie 1000 nM DOX/3,75
nM ACLA powodowato, ze 81% komorek wytwarzato he-
moglobing, podczas gdy 15 nM ACLA i 30 nM DOX, do-
dane osobno, stymulowaty synteze hemoglobiny w 63%
(ACLA) i43% (DOX) komorek [104]. Na przyktadzie an-
tracyklin widoczne jest, ze mechanizm indukcji procesu
réznicowania i syntezy hemoglobiny przez strukturalnie
pokrewne zwiazki moze by¢ rézny.

Od czasu odkrycia cytostatycznych wiasciwosci cisplaty-
ny [123], a nastgpnie jej zastosowania jako leku przeciw-
nowotworowego [137] wykazano, ze cisplatyna i niektére
jej pochodne indukuja réznicowanie komérek K562 [13].
Zaobserwowano wzrost poziomu mRNA +y-globiny oraz
wzrost syntezy hemoglobiny Gower 1 i Portland do pozio-
mu, jaki jest uzyskiwany w obecnosci jednego z najbardzie;j
efektywnych induktoréw réznicowania, AraC.

Talimustyna jest pochodna dystamycyny A. Wykazuje
duza aktywno$¢ przeciwnowotworowa in vitro i jest te-
stowana klinicznie [162]. W poréwnaniu z wyjsciowa dy-
stamycyna, talimustyna jest duzo silniejszym induktorem
procesu réznicowania komoérek K562 w kierunku erytro-
cytéw [12]. Zastosowanie talimustyny w stezeniu 100 nM
hamowato proliferacj¢ oraz powodowato wzrost pozio-
mu mRNA 7y-globiny, wytwarzanie hemoglobiny Gower
1 i Portland, a takze aktywacj¢ procesu programowanej
Smierci komorki.

Mitramycyna i chromomycyna, wiaza sekwencje DNA
bogate w guaning i cytozyng. Chromomycyna tworzy sta-
bilne kompleksy z DNA, natomiast mitramycyna jest duzo
mniej toksyczna i tworzy kompleksy wysoce niestabilne
[54]. Mitramycyna jest uwazana za zwiazek modulujacy
ekspresje gendw i jest stosowana w klinikach (Mithracin;
Pfizer, New York). Oba zwiazki indukujg réznicowanie ko-
morek K562 w kierunku erytrocytéw. W obecnosci 10 nM
chromomycyny okoto 80% komorek, natomiast w obecno-
$ci 20 nM mitramycyny okoto 55% komorek wytwarzato
hemoglobing w 5 dniu hodowli [14]. Mitramycyna, w steg-
zeniu 30 nM, powodowata 12—14-krotny wzrost poziomu
mRNA 7y-globiny w komérkach K562 [47]. Wywotywata
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ona réwniez wzrost poziomu mRNA 7y-globiny 1 wytwarza-
nia hemoglobiny ptodowej (HbF) w hodowlach progenito-
rowych komoérek erytroidalnych pobranych od osobnikéw
zdrowych i od pacjentéw z rozpoznana 3-talasemia. W sto-
sowanym st¢zeniu (20 nM) mitramycyna nie byta cytotok-
syczna dla komoérek progenitorowych, co moze mieé zna-
czenie kliniczne. Indukowany przez mitramycyng wzrost
poziomu hemoglobiny ptodowej, bez dziatan niepozada-
nych w postaci efektu cytotoksycznego, mogtby tagodzic¢
objawy B-talasemii i anemii sierpowatej.

Angelicyna, pochodna psoralenu, tworzaca z DNA wigza-
nie interkalacyjne, a po absorpcji fotonu wigzanie kowalen-
cyjne z pirymidyng (monoaddukt) jest badana pod katem
zastosowania w terapii choréb skéry i w terapii przeciw-
grzybiczej [112,129]. Badania przeprowadzone na hodow-
lach komérek K562 i komérek progenitrowych izolowanych
od pacjentéw wykazaty, ze angelicyna jest efektywnym in-
duktorem réznicowania w kierunku erytrocytéw. Zwigzek
ten hamowat proliferacje komérek K562, zwigkszat odse-
tek komorek zawierajacych hemoglobing oraz bardzo wy-
raznie podnosit poziom mRNA vy-globiny [83].

Inhibitory deacetylazy histonowej (HDAC)

Hamowanie deacetylazy histonowej (HDAC) powoduje
wzrost poziomu acetylacji grup e-aminowych reszt lizyno-
wych histonéw. To z kolei prowadzi do rozluZnienia oddzia-
tywar elektrostatycznych pomigdzy biatkowym rdzeniem
histonowym i DNA, utatwiajac dostgp maszynerii trans-
krypcyjnej do wielu genéw. Ostatnio, coraz powszechniej-
szy jest poglad, ze hamowanie aktywnosci HDAC umozli-
wia acetylacj¢ niektérych czynnikéw transkrypcyjnych, i ze
to wilasnie jest gléwnym mechanizmem dziatania inhibi-
toréw HDAC, odpowiedzialnym za zwigkszong ekspresje
gendw. Zbadano wiele zwiazkéw hamujacych deacetyla-
z¢ histonowa (HDAC) pod katem ich zdolnosci do indu-
kowania ekspresji y-globiny w komérkach K562 [94,163].
Sposréd przebadanych zwiazkéw (m.in. trichostatyna A,
TSA), najbardziej efektywnym induktorem ekspresji y-glo-
biny okazata si¢ apicydyna, ktéra w stezeniu od 0,75 uM
wywotywata 10-krotny wzrost syntezy HbF oraz 16-krot-
ny wzrost poziomu mRNA 7y-globiny w poréwnaniu do
komorek kontrolnych. Procent komérek benzydynopozy-
tywnych (tzn. zawierajacych hemoglobing) po 4-dniowej
hodowli w obecnosci apicydyny wynosit 70%. Komoérki
K562 hodowane w obecnosci apicydyny charakteryzowa-
fa hiperacetylacja histonéw oraz fosforylacja kinazy p38.
Nie odnotowano natomiast zmian w poziomie fosforyla-
cji kinaz ERK i JNK. Doswiadczenia z zastosowaniem
swoistego inhibitora kinazy p38, potwierdzily, ze droga
sygnatowa p38 moze by¢ swoista dla indukcji ekspresji
genu Yy-globiny [163].

Kwasy organiczne i ich pochodne

Kwas mastowy, prosty, czterowgglowy kwas organiczny,
indukuje réznicowanie wielu komérek nowotworowych.
Byt jednym z pierwszych zwiazkéw zastosowanych w ba-
daniach procesu réznicowania komoérek K562 [33]. W ste-
zeniu 1-6 mM, kwas mastowy hamuje proliferacje komérek
przez odwracalne hamowanie cyklu komérkowego w fa-
zie G,. Mechanizm dziatania kwasu mastowego jest nie
do korica poznany. Prawdopodobnie, kwas mastowy od-

dziatuje ze szlakami sygnalizacji komoérkowej. W komor-
kach K562 traktowanych kwasem mastowym obserwowa-
no wzrost poziomu fosforylacji kinazy p38 oraz obnizenie
aktywnosci kinaz ERK i JNK [164]. Obserwowano syner-
gistyczny wplyw swoistego inhibitora kinazy ERK i kwasu
mastowego na zwigkszenie syntezy hemoglobiny i hamowa-
nie proliferacji komoérek. Natomiast zastosowanie inhibitora
kinazy p38 razem z kwasem mastowym catkowicie hamo-
wato syntezg hemoglobiny. Stwierdzono, ze kwas masto-
wy hamuje indukcjg¢ cykliny D1 w odpowiedzi na mitoge-
ny oraz blokuje sygnaty generowane przez to biatko [156].
Wykazano ponadto, ze kwas mastowy, jego pochodne argi-
ninowe i fenylowe, a takze kwas fenylooctowy sa silnymi
inhibitorami deacetylazy histonowej (HDAC) [94]. Kwas
mastowy w stezeniu 0,5-5 mM wywotywat acetylacje hi-
stondw, ktéra byta mierzona acetylacja histonu H4, co wy-
daje si¢ powiazane ze zmianami w ekspresji genéw i ha-
mowaniem cyklu komérkowego [19,71,164]. Stwierdzono
rowniez udziat niektérych pochodnych kwasu mastowego
w aktywacji kinaz czynnika transkrypcyjnego STAT-5, kt6-
ry przez aktywacje transkrypcji okreslonych genéw m.in.
c-myc i ¢-myb indukuje proliferacje komorek [19].

Zwiazki hamujace proliferacj¢ i indukujace apoptoze sa
czgsto silnymi induktorami réznicowania komérek nowo-
tworowych. W przypadku trojmaslanu glicerolu stosowa-
nego jako prolek kwasu mastowego réwniez w klinice [36],
odnotowano réznicowanie komorek nerwiaka niedojrzate-
go [120], komoérek nowotworowych okreznicy [133,134],
linii komérek nowotworowych prostaty [90]. W komor-
kach K562 réznicowanie w kierunku erytrocytéw badano
przez pomiar poziomu mRNA 7y-globiny po inkubacji z po-
chodnymi kwasu mastowego, kwasu octowego i kwasu cy-
namonowego [20]. Najbardziej aktywny w stymulowaniu
ekspresji y-globiny byt kwas 2-metylohydroksycynamo-
nowy, argininowa pochodna kwasu mastowego oraz kwas
fenoksyoctowy. R6znicowanie komérek K562 obserwowa-
no réwniez w obecnosci innej pochodnej kwasu octowego,
fenylooctanu [116]. Odnotowano kilkukrotny wzrost po-
ziomu hemoglobiny oraz mRNA Yy-globiny, a takze zmia-
ny morfologiczne w komérkach K562 poddanych dziata-
niu 10 mM fenylooctanem sodu. Mechanizm powstawania
tych zmian jest nieznany. Wczesniejsze badania wykaza-
ly, ze fenylooctan tworzy koniugaty z glutaming (fenylo-
acetyloglutamina, PAG), redukujac jej poziom w osoczu.
Z kolei mate stezenie glutaminy moze indukowaé rézni-
cowanie w kierunku erytrocytéw [127].

Inne

PMA, ester forbolu, stymuluje réznicowanie komorek K562
w kierunku megakariocytéw [147]. Powoduje hamowanie
proliferacji komoérek, zmiany morfologiczne oraz pojawie-
nie si¢ biatek obecnych w megakariocytach, natomiast eks-
presja genéw charakterystycznych dla réznicowania w kie-
runku erytrocytéw np. y-globiny ulega zmniejszeniu [86].
Komorki K562 podobnie jak inne linie komérkowe Ber-Abl*
nie wykazuja aktywnosci kinazy ERK, istotnej dla procesu
réznicowania wielu komdrek hematopoetycznych. Wydaje
sig, ze ester forbolu aktywuje kinaz¢ ERK, umozliwiajac tym
samym aktywacje szlakéw sygnatowych prowadzacych do
réznicowania komérek K562 w kierunku megakariocytéw
[63]. Inne dowody wskazuja na to, ze PMA wiaze kinaze
biatkowa C, powodujac aktywacj¢ enzymu i jego transloka-
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cje¢ do jadra. To z kolei indukuje wiele czynnikéw trans-
krypcyjnych zaangazowanych w realizacj¢ programu r6z-
nicowania komérek biataczkowych, np. PU.1, c-Jun i c-Fos
[26,102]. W czasie réznicowania komérek K562 pod wpty-
wem PMA zanotowano réwniez wyrazny wzrost poziomu
ekspresji genu egr-1, a takze wzrost aktywnosci wiazacej
DNA czynnika transkrypcyjnego Egr-1 [30]. Zmianom w po-
ziomie mRNA Egr-1 towarzyszyl wzrost ekspresji CD41a
i obnizenie ekspresji genéw erytroidalnych: czynnika trans-
krypcyjnego GATA-1 [39] oraz glikoforyny A (GPA), a tak-
ze wzrost poziomu mRNA metalopeptydazy btonowej CD10
[8]. Niektdre doniesienia wskazuja na rolg PMA jako mo-
dulatora cytotoksycznego dziatania lekow w biataczkach.
Traktowanie estrem forbolu komérek biataczkowych wy-
wotuje w nich opornos¢ na apoptoze¢ prawidtowo induko-
wang przez niektdre leki przeciwnowotworowe, np. VP-16
[141]. Stwierdzono jednak, ze traktowanie komorek biatacz-
kowych PMA po ich uprzedniej inkubacji z ara-C i gem-
cytabina przyspiesza proces apoptozy. Zjawisku temu to-
warzyszy hamowanie indukowanej przez PMA ekspresji
p21 Cip-l/mdacbisdi-l/Wal-l graz 27 KIPL[160]. Wynika z tego, ze
potaczenie wywotujacego réznicowanie PMA z czynnika-
mi uszkadzajacymi DNA moze prowadzi¢ do wzrostu apop-
tozy w komérkach biataczkowych.

HMBA jest bisacetamidem (hexamethylamine bisacetamide),
zostal po raz pierwszy scharakteryzowany jako zwiazek wy-
wolujacy réznicowanie mysich komoérek biataczkowych(MEL)
[51]. Wydaje sig, ze roznicowanie komdrek biataczkowych
pod wptywem HMBA jest zwiazane z zatrzymaniem cyklu
komoérkowego w fazie GO/G1, co z kolei jest potaczone z in-
dukcjg p21 Cp-Vmdaoidi-lWaEL graz obnizeniem poziomu fos-
forylacji pRb [78, 168]. Zatrzymanie cyklu komérkowego
jest jednak niewystarczajace do wiaczenia programu rézni-
cowania. Do innych wydarzen molekularnych obserwowa-
nych w komdrkach po stymulacji HMBA naleza: aktywacja
PKC [91], zmiany st¢zenia wapnia wewnatrzkomérkowego
[142] oraz aktywacja fosfataz tyrozynowych [81].

Wiele lat temu stwierdzono, ze hemina, czyli chlorowo-
dorek hemu, stymuluje syntez¢ hemoglobiny embrionalne;j
w komérkach K562 [124]. Hemina nie wptywa na szyb-
ko$¢ podziatéw komérkowych, natomiast powoduje aku-
mulacje hemoglobiny w komérkach. Hemina stosowana
w hodowli w stezeniu 30 uM powodowata, ze po 2 dniach
wzrastat poziom mRNA metalopeptydazy Kell, oraz ze po
4 dniach 15% komérek K562 wytwarzato hemoglobing [8].
Jednoczesne zastosowanie antracyklin i heminy réwniez
powodowato réznicowanie w kierunku erytrocytéw, przy
czym obserwowano efekt addytywny [155]. Mechanizm
dziatania heminy nie jest do korica poznany. Jest ona trans-
portowana do komérek K562 przez hemopeksyng i wiaze
si¢ z bialkami wewnatrzkomérkowymi 1 jadrowymi nazy-
wanymi HeBP, czyli biatkami wiazacymi heming [154].
W jadrze hemina moduluje wiazanie czynnikow trans-
krypcyjnych NF-E2, Oct-1 1 GATA-1 z promotorem genu
Y-globiny [7,109]. Wykazano réwniez, ze hemina i biatko
p53 synergistycznie indukuja réznicowanie komérek K562.
Poréwnujac liczbg komérek wytwarzajacych hemoglobi-
ne¢ po stymulacji heming z liczba otrzymana w obecnosci
heminy i biatka p53, wprowadzonego za posrednictwem
transfekcji, zaobserwowano trzykrotny wzrost przy steze-
niu heminy wynoszacym 5 uM (z 10 do 30%) i dwukrot-
ny (z 24 do 48%), jezeli stgzenie heminy wynosito 20 uM

[32]. Jednak nadekspresja biatka p53 nie wptywata na sty-
mulowane estrem forbolu réznicowanie komérek w kierun-
ku megakariocytéw, co sugerowatoby, ze biatko to nie jest
zaangazowane w modulacj¢ kazdego fenotypu.

TGF-B1 (transforming growth factor B1), indukuje r6z-
nicowanie komoérek K562 w kierunku erytrocytow [27].
Obecnosé TGF-B1 (25 ng/ml) w hodowli komérek K562
powoduje, ze po czterech dniach 20% komorek zawiera he-
moglobing [10]. Réznicowanie komérek hematopoetycznych
i biataczkowych jest powiazane z aktywacja pRb przez jej
hipofosforylacje [28]. Wysoki poziom mRNA Rb obser-
wuje si¢ w trakcie réznicowania komdrek progenitorowych
w kierunku erytrocytow [35]. Uwaza sig, ze r6znicowanie
rozpoczyna si¢, gdy komérka znajduje si¢ w fazie G1 cy-
klu komérkowego i jest w tej fazie zatrzymywana przez ak-
tywna pRb do czasu uruchomienia genéw odpowiedzial-
nych za proces réznicowania [161]. Zatrzymanie komorki
w fazie G1 jedynie zwigksza prawdopodobienstwo rozpo-
czgcia procesu réznicowania. Wydaje sig, ze obecnos¢ ak-
tywnej postaci pRb nie jest wystarczajaca. Prawdopodobnie
istotne sa réwniez oddziatywania tego biatka ze swoistymi
czynnikami transkrypcyjnymi, co moze oznaczaé pewna
selektywnos$¢. Potwierdzaja to doswiadczenia, w ktérych
obecnos¢ w hodowli komérek K562 antysensownych oligo-
nukleotydéw blokujacych powstawanie pRb powodowata,
ze komorki te réznicowaly pod wptywem heminy, ale nie
réznicowaty w obecnosci TGF-B1 [10]. Podwyzszony po-
ziom aktywnej pRb obserwowano réwniez w trakcie rézni-
cowania komérek nerwowych, keratynocytéw oraz w kori-
cowym stadium réznicowania komérek mig$niowych.

Resweratrol, naturalny antyoksydant, zostat po raz pierwszy
wyizolowany z korzeni ciemiernika biatego, ale wystepuje
réwniez w innych roslinach np. w winogronach i orzeszkach
ziemnych. Poza dziataniem kardioochronnym stwierdzono,
ze resweratrol indukuje enzymy metabolizujace leki oraz
hamuje proliferacje wielu komérek nowotworowych [3].
Hamowanie proliferacji odbywa si¢ poprzez zatrzymanie
cyklu komérkowego, zwigkszenie aktywnosci p21©iP/WAFL
p53, Bax oraz kaspaz. W obecnosci resweratrolu obserwuje
si¢ mniejsze stgzenia cykliny D1, cykliny E, biatek Bcl-2,
Bcl-x, oraz cIAP. Zwiazek ten hamuje aktywnos¢ polime-
razy DNA oraz wielu czynnikéw transkrypcyjnych, w tym
NFkB, AP-11 Egrl, a takze kinaz biatkowych: kinaza IxkBao,
INK, MAPK, Akt, PKC i PKD. Wplywa na aktywnos¢ bia-
fek, takich jak: COX-2, 5-LOX, VEGF, ICAM-1, VCAM-1,
iNOS, IL-1, IL-6, IL-8, receptor androgenu i PSA. Wiele
doniesienn wskazuje na zdolno$¢ resweratrolu do induk-
cji réznicowania [3]. Stosujac komérki K562 wykazano,
ze 50 uM resweratrolu indukuje wytwarzanie hemoglobi-
ny [122]. Réznicowaniu w kierunku erytrocytéw towarzy-
szyto hamowanie proliferacji potaczone ze zwigkszeniem
poziomu czynnika transkrypcyjnego Egrl oraz wyzszym
poziomem zaréwno mRNA, jak i biatka p*'CPV/WAFI 4 tak-
ze z hamowaniem aktywnos$ci cdk2 [115]. Przy tej oka-
zji dowiedziono, ze Egrl kontroluje ekspresjg p21€Pl/WAFI
przez bezposrednie oddziatywanie ze swoistymi sekwen-
cjami w regionie promotorowym tego genu.

3.2 Indukcja syntezy hemoglobiny

Jak wczesniej podano, komdrki K562 byty réwniez wyko-
rzystywane w poszukiwaniach zwiazkow, ktére przez sty-
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mulacje ekspresji y-globiny i wytwarzanie hemoglobiny
ptodowej (HbF, a.,, v,) moglyby stanowi¢ element terapii
choréb hematologicznych, charakteryzujacych si¢ niedo-
borem hemoglobiny [52,124]. Pozwolito to na wyselek-
cjonowanie kilku zwiazkéw, ktore sa testowane, réwniez
in vivo, jako leki w terapii anemii sierpowatej czy B-tala-
semii [88,105,106,114,126,136,143]. Mechanizm dziatania
stosowanych zwiazkéw jest stabo poznany [140] i ciagle
trwaja poszukiwania lepszego w swoim dziataniu zwiaz-
ku, ktéry indukujac syntez¢ hemoglobiny nie miatby dzia-
tan niepozadanych, bgdacych konsekwencja jego duzej cy-
totoksycznosci.

3.3. Zastosowanie strategii antysensowych oraz
terapii genowej

Waznym kierunkiem rozwoju wspdtczesnej onkoterapii jest
terapia wielolekowa, w ktérej jednoczesnie stosuje si¢ wiele
czynnikéw przeciwnowotworowych o réznych profilach tok-
sycznosci. Ten kierunek zostal niedawno rozszerzony przez
zastosowanie razem z czynnikami chemioterapeutycznymi
réwniez strategii antysensownych, ktérych celem jest eks-
presja swoistych biatek obecnych w fenotypie ztos§liwym.
Wiele badan przedstawia synergistyczny lub addytywny wy-
nik faczenia strategii antysensownych z czynnikami chemio-
terapeutycznymi [21,42]. Komérki K562 sa wykorzystywane
w testach in vitro do oceny dziatania lekéw przeciwnowotwo-
rowych potaczonych ze strategia antysensowa. Przyktadem
moga by¢ badania, w ktérych komérki K562 transfekowano
plazmidem dajacym antysensowny RNA statminy. Statmina
jest biatkiem uczestniczacym w procesie depolimeryzacji
mikrotubul i blokowanie jej ekspresji powodowato hamo-
wanie proliferacji i gromadzenie si¢ komoérek w fazie G2/
M cyklu komérkowego [75]. Obserwowano synergistyczne
dziatanie, jesli transfekowane komdrki hodowano w obec-
nosci 1 nM taksolu i addytywny dla 10 nM doksorubicyny
i 5 uM 5-fluorouracylu [70]. Synergizm odnotowano row-
niez, jezeli hodowle komoérek K562 prowadzono w obecno-
Sci heminy i antysensownego oligonukleotydu dla Notch-
1 [82]. 40 uM hemina indukowata syntez¢ hemoglobiny
w 30% komorek, natomiast w przypadku jednoczesnego za-
stosowania heminy i strategii antysensownej az 65% komo-
rek wytwarzato hemoglobing po 5 dniach hodowli. Innym
przyktadem badan prowadzonych w komoérkach K562 nad
laczeniem strategii antysensownej z zastosowaniem zwiaz-
kéw przeciwnowotworowych sa badania, w ktérych wyko-
rzystano antysensowny oligonukleotyd anty-ras, inhibitor
kinazy tyrozynowej (herbimycyne A) oraz swoisty inhibi-
tor MEK [76]. Taka kombinacja efektywnie hamowata pro-
liferacje, aktywnos¢ ERK/MAPK i réznicowanie komérek
K562 w kierunku erytrocytéw. Wynika z tego, ze komoérki
K562 sa réwniez uzyteczne w poszukiwaniu nowych, sku-
teczniejszych potaczen lekéw.

Koncepcja taczenia terapii réznicowania z terapia genowa
oparta jest o zalozenie, ze mozna skonstruowac wektory,
w ktérych tzw. geny antynowotworowe znajdowatyby sie
pod kontrola promotoréw swoistych dla okreslonych linii
komoérkowych [135]. Zaktadajac, ze proces transtekcji be-
dzie wydajny i wszystkie komdrki zostana nim objete, za-
stosowanie tak skonstruowanych wektoréw pozwolitoby
na uruchamianie genéw antynowotworowych tylko w tych
komorkach, ktére maja swoisty zestaw czynnikdw trans-
krypcyjnych. W ten sposéb pod kontrola systemu znala-

zlyby si¢ tylko okreslone komoérki prawidlowe oraz pocho-
dzace od nich komérki nowotworowe, nawet w odlegtych
miejscach przerzutéw. Istotne jest, aby utrata komorek pra-
widltowych nie byla letalna dla organizmu. Stad rozwaza
si¢ to podejscie w leczeniu nowotworéw jajnika czy sut-
ka. W przypadku uktadu hematopoetycznego zniszczeniu
komérek nowotworowych towarzyszyloby zniszczenie pra-
widtowych komérek hematopoetycznych, co wymagato-
by przeszczepu szpiku kostnego. Jak dotad nie ma jednak
znaczacych osiagnieé w dziedzinie taczenia terapii rézni-
cowania i terapii genowe;.

4. INDUKCJA ROZNICOWANIA A APOPTOZA KOMOREK BIALACZKOWYCH

Wiele badan przeprowadzonych w ostatnich latach na bia-
taczkowych liniach komérkowych wykazato, ze indukcji
réznicowania czgsto towarzyszy apoptoza [12,68,153].
W badanych hodowlach, liczba komérek zréznicowanych
jest w wigkszosci przypadkow znacznie wigksza w porow-
naniu z liczba komoérek apoptotycznych, co sugerowato-
by, ze to komorki zréznicowane ulegaja apoptozie. Z tego
powodu proces ten nazwano DDA, czyli apoptoza zalez-
na od r6znicowania (differentiation dependent apoptosis).
Wydaje sig, ze jest on czgscia programu rozwoju komoérek
biataczkowych. Istnieje jednak wiele dowodéw na to, ze
niektére kombinacje lekéw wywotuja ré6znicowanie i apop-
toze wedlug niezaleznych mechanizméw.

5. Uwacl KoNCOWE

Zdolnos¢ do proliferacji komoérek hematopoetycznych
ulega zmniejszeniu razem z rosnacym stopniem zrézni-
cowania. Wiaczanie i wytaczanie réznych programéw ge-
netycznych przez zmieniajace si¢ mikrosrodowisko komorki,
daje w konsekwencji jeden z wielu mozliwych fenotypdw.
Oznacza to, ze podczas gdy jedna komérka dzieli sig, inna
znajdujaca si¢ zaledwie kilka mikrometréw od niej reali-
zuje zupetnie inny program np. prowadzacy do apoptozy
czy réznicowania. Wtasciwa odpowiedZ komoérki na réz-
ne sygnaly pro- i antyproliferacyjne, réznicujace i apop-
totyczne zalezy od ekspresji swoistych genéw, takich jak
protoonkogeny i geny supresorowe. Czasami ekspresja tych
genow jest nieprawidtowa. Na przyktad fuzja genéw przez
chromosomalne translokacje moze prowadzi¢ do niepra-
widlowej aktywacji niezmienionego protoonkogenu lub
do ekspresji zmutowanego biatka fuzyjnego. Takie nie-
przypadkowe translokacje sa czgsto obserwowane w bia-
taczkach. Takze geny supresorowe moga by¢ nieaktywne
w wyniku delecji lub mutacji. Gromadzenie si¢ niedoj-
rzatych, niefunkcjonalnych komérek nowotworowych jest
charakterystyczne dla zaburzen w programie koiicowego
réznicowania, czemu czgsto towarzyszy brak zdolnosci do
apoptozy. W przypadku transformowanych komérek bia-
taczkowych oznacza to ich duzo dtuzsze przezycie niz pra-
widtowych komérek krwi. Jak wynika z przedstawionych
w przegladzie badai mozliwe jest, chociaz ciagle w ogra-
niczonym stopniu, indukowanie procesu réznicowania za
pomoca zwiazkéw naturalnych i syntetycznych. Wydaje
si¢ réwniez, ze induktory réznicowania moga by¢ stoso-
wane jako modulatory dziatania lekéw przeciwnowotwo-
rowych uszkadzajacych DNA. Zaobserwowano, ze ekspo-
zycja komorek biataczkowych na czynniki uszkadzajace
DNA w potaczeniu z induktorami réznicowania prowadzi
do zwigkszenia wydajnosci apoptozy [11].
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Badania indukowanego réznicowania kierunkowego bia-
taczkowych linii komérkowych moga okazac sig istotne nie
tylko jako Zrédto cennych informacji dla terapii przeciw-
nowotworowych, w tym terapii skierowanych przeciwko
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nowotworowym komoérkom macierzystym [131], ale row-
niez dla ostatnio szeroko badanego i dyskutowanego pro-
blemu réznicowania komoérek macierzystych w ogdle i ich
wykorzystania w terapiach komérkowych.
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