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Streszczenie

  Komórki hematopoetyczne realizują trzy programy, których wynikiem jest proliferacja, różnicowa-
nie i apoptoza. Procesy te są ze sobą ściśle powiązane. W prawidłowych warunkach, proliferacja 
i śmierć komórek pozostają w równowadze. Indukcja różnicowania jest połączona z utratą zdol-
ności do proliferacji, a apoptoza jest indukowana w komórkach zróżnicowanych. Transformacje 
białaczkowe mogą być związane z deregulacją każdego z tych procesów. Dość powszechny jest 
pogląd, że białaczki powstają wskutek zaburzeń w procesie różnicowania hematopoetycznych 
komórek progenitorowych, które nie są w stanie przekształcić się w komórki krwi o określonym 
fenotypie, a także z powodu ograniczonych zdolności do apoptozy komórek zróżnicowanych. 
Główne dowody na takie mechanizmy powstawania białaczek pochodzą z badań szpiku kostne-
go i z analizy procesu różnicowania białaczkowych linii komórkowych: ludzkich K562 i HL-60 
oraz mysich MEL. W pracy omawiamy poglądy na temat mechanizmów działania induktorów 
różnicowania. Prowadzone badania nad modyfi kowaniem procesu różnicowania komórek no-
wotworowych mogą mieć znaczenie dla rozwoju mniej toksycznych strategii pozwalających na 
kontrolę wzrostu komórek nowotworowych i indukcję ich apoptozy. Omawiamy również bada-
nia, których celem jest poznanie roli czynników wywołujących różnicowanie komórek w kie-
runku erytrocytów w aktywacji ekspresji genów kodujących globinę i możliwość zastosowania 
niektórych z nich w terapii chorób hematologicznych typu b-talasemia. Przedstawiamy czynniki 
naturalne/syntetyczne wywołujące różnicowanie ludzkich komórek erytroleukemicznych K562.
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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 identifi cation of new approaches to induce erythroid 
differentiation and reactivate fetal globin genes is crucial for the development of potential thera-
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1. HEMATOPOEZA A LEUKEMIOGENEZA

Różnicowanie komórek jest złożonym procesem wieloeta-
powym. Pierwsze dowody na wieloetapowość tego pro-
cesu pochodzą z badań różnicowania komórek erytroleu-
kemicznych, traktowanych DMSO lub innymi związkami 
indukującymi [92]. Komórki różnicując wytwarzały he-
moglobinę po osiągnięciu stanu spoczynkowego i nieod-
wracalnym zatrzymaniu cyklu komórkowego. Jednakże 
komórki te mogły również wejść w pośredni etap proce-
su różnicowania. Na przykład, indukcja komórek heminą 
powodowała ekspresję genów związanych z syntezą he-
moglobiny, ale komórki te były ciągle zdolne do reinicja-
cji procesu proliferacji. Badania te pozwoliły na wyod-
rębnienie pojęcia nieterminalnego, odwracalnego stanu 
różnicowania [41]. Dalsze badania wykazały, że komórki 
najpierw zatrzymują się w fazie G1 cyklu komórkowego, 
a następnie aktywacja ekspresji jednego lub kilku czyn-
ników transkrypcyjnych zapoczątkowuje ekspresję genów 

charakterystycznych dla określonych linii komórkowych. 
Proces ten charakteryzuje również utrata zdolności odpo-
wiedzi na niektóre czynniki wzrostu. Komórki częściowo 
zróżnicowane mogą pod wpływem pewnych bodźców po-
wrócić do stanu, w którym proliferują lub też zostać zróż-
nicowane w sposób nieodwracalny.

Komórki transformowane mają ograniczone możliwości 
różnicowania. Wiele nowotworów nie ma zdolności kon-
troli cyklu komórkowego. Nawet, jeżeli komórka nowotwo-
rowa znajdzie się w stanie spoczynkowym, może nie mieć 
możliwości indukcji właściwej kombinacji genów, swoistej 
dla określonej linii komórkowej. Niektóre komórki nowo-
tworowe nie mogą rozpocząć procesu końcowego różni-
cowania, zachowując w ten sposób zdolność do nieogra-
niczonych podziałów.

Współczesne poglądy na temat różnicowania komórek he-
matopoetycznych zakładają, że komórki macierzyste stop-

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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białkowa C; PKD – kinaza białkowa D; PMA – ester forbolu (phorbol myristate acetate); PMEA – acykliczny 
nukleozyd (9-(2-phosphonylmethoxyethyl)adenine); PTK – kinaza tyrozynowa; Raf – kinaza serynowo-treoninowa; 
STAT-5 – białko biorące udział w przekazywaniu informacji oraz w aktywacji transkrypcji genów (signal 
transducers and activators of transcription); TGFb-1 – transformujący czynnik wzrostu (transforming growth 
factor b1); VCAM-1 – cząsteczka adhezyjna 1 komórek naczyniowych (vascular cell adhesion molecule-1); 
VEGF – naczyniowy czynnik wzrostu śródbłonka (vascular endothelial growth factor).
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niowo, przez wiele podziałów symetrycznych i asymetrycz-
nych, ograniczają swoje możliwości wielokierunkowego 
różnicowania się. W organizmie człowieka hematopoetyczne 
komórki macierzyste (hematopoietic stem cells – HSC) znaj-
dują się w szpiku kostnym i w krwi obwodowej [18,23,138]. 
Komórki HSC są multipotentne i charakteryzuje je duża 
zdolność do proliferacji (ryc. 1A). Wyróżniamy dwa typy 
HSC. Typ pierwszy to komórki macierzyste długookresowe 
(long-term HSC – LT-HSC). Mają one dużą zdolność samo-
odnawiania się. Komórki te mogą się przekształcać w typ 
drugi HSC – komórki krótkookresowe (short-term HSC 
– ST-HSC). Komórki LT-HSC przekształcając się w ST-
HSC tracą zdolność długookresowej samoodnowy. W sy-
tuacji fi zjologicznej, ST-HSC przekształcają się w częścio-
wo zróżnicowane komórki progenitorowe, które następnie 
są programowane do różnicowania w kierunku wyspecja-
lizowanych komórek krwi. Stymulatorami tego wieloeta-
powego procesu są m.in. czynniki wzrostu (ryc. 2), które 
utrzymują równowagę pomiędzy wzrostem, różnicowaniem 
i apoptozą. Programowanie komórek hematopoetycznych 

na każdym etapie hematopoezy wymaga udziału zestawu 
określonych czynników transkrypcyjnych (ryc. 2) oraz od-
powiedniej przebudowy chromatyny [6,24,50,55,60,64,85,
108,117]. Jednym z warunków istotnych dla procesu róż-
nicowania komórek hematopoetycznych jest zatrzymanie 
cyklu komórkowego, zasadniczo w fazie G0/G1. W sytu-
acji fi zjologicznej, zróżnicowane komórki krwi ulegają po 
pewnym czasie apoptozie. W białaczkach, wczesne hema-
topoetyczne progenitory nie odpowiadają na zewnętrzne 
stymulatory w szpiku kostnym (ryc. 1B). Powstające ko-
mórki leukemiczne mają cechy komórek nowotworowych, 
są nieśmiertelne, samoodnawialne, rozmnażają się w szpi-
ku kostnym kosztem innych komórek, a następnie przeno-
szą się do krwi obwodowej. Komórki te dalej nie różnicują 
i w ograniczonym stopniu ulegają apoptozie [44].

2. INDUKCJA RÓŻNICOWANIA JAKO STRATEGIA TERAPEUTYCZNA

W ostatnich kilku latach osiągnięto duży postęp w lecze-
niu białaczek. Wiele problemów pozostaje jednak ciągle 

Ryc.1.  Schemat hematopoezy prawidłowej oraz występującej w białaczkach.
Układ hematopoetyczny wymaga ciągłej wymiany dojrzałych komórek krwi, które mają określony, dość krótki okres życia. W szpiku 
kostnym i krwi obwodowej znajdują się hematopoetyczne komórki macierzyste (HSC). Komórki macierzyste długookresowe (LT-HSC) mają 
zdolność samoodnawiania się oraz przekształcania się w komórki macierzyste krótkookresowe (ST-HSC). W prawidłowo przebiegającej 
hematopoezie (ryc. 1A), komórki ST-HSC nie mają zdolności samoodnowy i przekształcają się w komórki progenitorowe, które pod wpływem 
zewnętrznych stymulatorów różnicują w kilka odrębnych linii komórek potomnych, dających początek wyspecjalizowanym komórkom krwi. 
W leukemiogenezie, której klinicznym skutkiem są białaczki (ryc. 1B.), ST-HSC przekształcają się w komórki progenitorowe, które utraciły 
zdolność odpowiedzi na czynniki stymulujące różnicowanie, natomiast zachowały zdolność do proliferacji. Z powodu zaburzeń w procesie 
różnicowania, we krwi obwodowej wyraźnie wzrasta liczba komórek hematopoetycznych, będących komórkami progenitorowymi. Przyczynia 
się do tego również częściowa blokada programowanej śmierci komórek, czyli apoptozy

Postepy Hig Med Dosw (online), 2005; tom 59: 82-97

84



nierozwiązanych. Należą do nich: oporność wielolekowa 
(MDR), heterogenność komórkowa i heterogenność zmian 
molekularnych oraz niestabilność kariotypu komórek no-
wotworowych. Ważnym problemem terapii przeciwnowo-
tworowych jest brak selektywności leków, co często ozna-
cza ich wysoką toksyczność.

Odkrycie w latach 70 XX w. [49], że różnicowanie komó-
rek białaczkowych Friend (komórki hematopoetyczne śle-
dziony transformowane wirusem) może być indukowane 
w kierunku niedzielących się, dojrzałych normoblastów 
było początkiem intensywnych badań procesu różnicowa-
nia z zamiarem rozwinięcia terapii przeciwnowotworowej 
opartej o ten proces [84,87,119]. Podejście to opiera się na 
założeniu, że wiele nowotworów charakteryzuje odwracal-
ny defekt w procesie różnicowania, co przy zastosowaniu 
odpowiedniego czynnika może zostać usunięte, powodu-
jąc jednocześnie utratę zdolności do proliferacji. Poszukuje 

się białek odpowiedzialnych za zaburzenia w procesie róż-
nicowania, które oprócz kinaz tyrozynowych zaangażowa-
nych w przekazywanie sygnałów w komórce, czynników 
transkrypcyjnych charakterystycznych dla określonych li-
nii komórkowych, białek regulujących cykl komórkowy 
i apoptozę, mogłyby się stać przedmiotem zainteresowa-
nia celowanej terapii przeciwnowotworowej. Niewątpliwym 
sukcesem ukierunkowanej molekularnie onkoterapii jest 
zastosowanie imatinibu (Gleevec), selektywnego inhibi-
tora kinazy tyrozynowej Bcr-Abl, jako efektywnego, nie-
toksycznego leku w terapii białaczki CML [25]. Kinaza 
Bcr-Abl, kodowana przez gen fuzyjny powstały w wyni-
ku translokacji, jest odpowiedzialna za fenotyp złośliwy 
białaczek CML i ALL.

Zastosowanie imatinibu w hamowaniu aktywności pro-
duktu genu, który jest wynikiem mutacji prowadzącej do 
powstania nowotworu, dało podstawy do stwierdzenia, że 

Ryc. 2.  Schemat różnicowania hematopoetycznego z uwzględnieniem roli czynników stymulujących i czynników transkrypcyjnych.
Multipotencjalne, hematopoetyczne komórki macierzyste, oznaczone nr 1, mające nieograniczoną zdolność samoodnowy – pod wpływem 
czynników, takich jak SCF (stem cell factor), mogą się przekształcać w komórki (2), które dają początek częściowo zróżnicowanym komórkom 
progenitorowym: mieloidalnym (3) i limfoidalnym (4). Te z kolei w odpowiedzi na czynniki stymulujące (żółte prostokąty), takie jak 
interleukiny czy czynniki wzrostu oraz przy wykorzystaniu zdefi niowanych programów ekspresji genów z udziałem określonych zestawów 
czynników transkrypcyjnych (zielone prostokąty) stopniowo przekształcają się w komórki prekursorowe, dające początek dojrzałym 
komórkom krwi. W procesie hematopoezy wymaganych jest wiele czynników transkrypcyjnych. Na rycinie umieszczono tylko te, których 
brak oznacza zahamowanie procesu różnicowania na danym etapie. Dla przejrzystości, nie wymieniono wielu innych czynników, w tym 
konstytutywnych czynników transkrypcyjnych np. Sp1 i koaktywatorów np. CBP/p300, ale także wiele czynników swoistych dla określonych 
komórek prekursorowych np. EKLF. Niektóre czynniki transkrypcyjne, np. Pu.1 mogą uczestniczyć w procesie różnicowania lub procesie 
rozwoju nowotworów hematologicznych jako produkty onkogenów, powstałych w wyniku translokacji chromosomalnych lub insercji 
wirusowych (czynniki te znajdują się na jasnozielonym, wzorzystym tle); C/EBPα, ε - czynniki transkrypcyjne rozpoznające sekwencję 
nukleotydową CCAAT; EBF – czynnik transkrypcyjny (early B-cell factor); E2A – czynnik transkrypcyjny, znany również pod nazwami: TCF3 
(transcription factor 3) lub ITF1 (immunoglobulin enhancer binding); Epo – erytropoetyna; FOG-1 – białko kofaktorowe tworzące kompleksy 
z czynnikiem transkrypcyjnym GATA (friend of GATA); GATA-1, 2, 3 – czynniki transkrypcyjne rozpoznające sekwencję nukleotydową 
GATA; G-CSF – czynnik stymulujący kolonie granulocytów (granulocyte colony stimulating factor); GM-CSF – czynnik stymulujący kolonie 
granulocytarno-makrofagowe (granulocyte/macrophage - colony-stimulating factors); Ikaros – czynnik transkrypcyjny swoisty dla 
komórek limfoidalnych; IL-1, -3, -6, -7, -11 – interleukiny 1, 3, 6, 7, 11; M-CSF – czynnik stymulujący kolonię makrofagów (macrophage 
colony stimulating factor); PAX-5 – czynnik transkrypcyjny swoisty dla komórek szpiku; Pu.1 – czynnik transkrypcyjny należący do rodziny 
czynników ETS; SCF – czynnik wzrostowy komórek pnia (stem cell factor); TSP – trombospondyna 1; XBP-1 – czynnik transkrypcyjny (X-box 
binding protein 1)
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w każdym typie nowotworu należy poszukiwać defektów 
genetycznych na tych etapach rozwoju nowotworu, w któ-
rych jest on jak najmniej heterogenny. W przypadku bia-
łaczek, do osiągnięcia tego celu istotne wydaje się pozna-
nie molekularnych mechanizmów hematopoezy, sekwencji 
wydarzeń in vivo powstających w szpiku kostnym. Szpik 
kostny jest jednak bardzo złożonym systemem, w któ-
rym wiele typów komórek (HSC, MSC – mezenchymal-
ne komórki macierzyste, komórki stromalne oraz wcze-
sne i późne progenitory hematopoetyczne) współistnieje 
w różnych stadiach rozwoju. Ta złożoność nie pozwala na 
analizę mechanizmów molekularnych, składających się na 
proces kierunkowanego różnicowania in vivo. Przez wie-
le lat przeniesieniu komórek szpiku kostnego z ich mi-
krośrodowiska do układów in vitro towarzyszyły śmierć 
komórek oraz ograniczenie zdolności HSC do samoodna-
wiania się. Obecnie izolowanie i prowadzenie HSC oraz 
wczesnych progenitorów w dobrze zdefi niowanych wa-
runkach hodowli przynosi wiele wartościowych informa-
cji na temat ich różnicowania [98,107]. Rozwój warunków 
hodowli, który pozwolił na dojrzewanie komórek z pro-
genitorów hematopoetycznych aż do poziomu erytrocy-
tów, uzupełnione technologią mikromacierzy cDNA, dało 
profi le ekspresji genów podczas dojrzewania erytrocytów 
[43]. Porównano również profi le ekspresji genów w HSC 
i w multipotencjalnych komórkach progenitorowych [110], 
a także w komórkach progenitorowych częściowo zróżni-
cowanych [4]. Ostatnio, przeprowadzono badania porów-
nawcze profi li ekspresji genów w multipotencjalnych ko-
mórkach progenitorowych w warunkach umożliwiających 
samoodnowę i w warunkach kierunkowego różnicowania 
[22]. Pozwoliły one na wyodrębnienie grup genów, które 
prawdopodobnie są współodpowiedzialne za samoodno-
wę, multipotencjalność i różnicowanie w kierunku okre-
ślonych linii komórkowych. Nie mniej jednak ani profi le 
ekspresji ani doświadczenia ze zwierzętami transgenicz-
nymi [128] nie przyniosły jednoznacznych rozstrzygnięć 
na temat mechanizmów odpowiedzialnych za samoodno-
wę i różnicowanie komórek hematopoetycznych. Wydaje 
się, że skoro wiele nowotworów wykazuje odwracalne za-
burzenia w procesie różnicowania, to zastosowanie odpo-
wiednich induktorów tego procesu może przeprogramować 
komórki, tak aby utraciły zdolność do proliferacji, a uzy-
skały możliwość różnicowania i apoptozy.

3. INDUKOWANE RÓŻNICOWANIE KOMÓREK BIAŁACZKOWYCH LINII 
K562

Od wielu lat są prowadzone poszukiwania czynnika, na-
turalnego lub syntetycznego, który indukowałby końcowe 
różnicowanie komórek nowotworowych. Powstało wiele 
systemów modelowych komórek białaczkowych: HL-60 
(human promyelocytic leukemia), K562 (human erythro-
leukemia), MEL (murine erythroleukemia) oraz U937 (lym-
phocytic leukemia). Komórki białaczkowe rosnące w ho-
dowlach stanowią względnie homogenną populację i mogą 
różnicować w kierunku komórek krwi o różnych fenoty-
pach. Zależnie od swojego potencjału każda linia komó-
rek białaczkowych może różnicować w kierunku komórek 
o jednym lub więcej fenotypach (unipetencjalne, bipeten-
cjalne, multipotencjalne). Stosowanie hodowli komórek bia-
łaczkowych jest bardzo użyteczne, zarówno w badaniach 
różnicowania i towarzyszących mu procesów np. apoptoza 
zależna od różnicowania (differentiation dependent apop-

tosis – DDA), jak i przy ocenie sposobu działania nowych 
związków, potencjalnie przeciwnowotworowych.

Komórki K562 są erytroleukemiczną linią komórek multi-
potencjalnych, zdolnych do różnicowania w kierunku ery-
trocytów, megakariocytów i w mniejszym stopniu w kie-
runku monocytów. Komórki K562 zostały wyizolowane od 
pacjentki z przewlekłą białaczką pochodzenia szpikowe-
go w fazie zaostrzenia blastycznego [89]. Cytologicznie, 
komórki te są charakteryzowane jako mające chromosom 
Filadelfi a, który jest wynikiem translokacji pomiędzy chro-
mosomem 9 i 22: t(9;22)(q34,q11). Translokacja ta powo-
duje przeniesienie protoonkogenu c-abl, kodującego kina-
zę tyrozynową (PTK) z chromosomu 9 na chromosom 22, 
w pozycję za drugim eksonem genu bcr. Powstający gen 
fuzyjny, bcr-abl, koduje białko chimeryczne, p210 BCR-ABL, 
o podwyższonym poziomie aktywności ABL [96]. Kinaza 
p210 BCR-ABL aktywuje drogi przekazywania sygnałów pro-
wadzące do STAT5, PI3K (phosphoinositide 3-kinase) oraz 
Raf, co w konsekwencji stwarza warunki do niezależnej od 
czynników wzrostu proliferacji progenitorowych komórek 
mieloblastycznych CML i linii komórkowej K562 [103,139]. 
Kinaza p210 BCR-ABL aktywuje przejście z fazy G1 do fazy S 
cyklu komórkowego [38]. Badania wykazały, że linia ko-
mórkowa K562, podobnie jak mieloidalne komórki proge-
nitorowe CML, jest w pewnym stopniu oporna na apoptozę, 
niezależnie od stosowanego induktora [65,93,95].

Linie komórkowe Bcr-Abl+ nie wykazują aktywności ki-
nazy ERK, która jest zaangażowana w proces różnicowa-
nia wielu komórek hematopoetycznych, a w szczególno-
ści mieloidalnych komórek progenitorowych w kierunku 
megakariocytów [97]. Aktywacja kinazy ERK przez es-
ter forbolu lub konstytutywnie aktywne kinazy MEK1 lub 
MEK2 jest wystarczająca do indukcji różnicowania komó-
rek K562 w kierunku megakariocytów [63]. Z tej obser-
wacji wynika, że mała aktywność kinazy ERK w komór-
kach CML może być odpowiedzialna za ich niekompletne 
różnicowanie [45].

W standardowych warunkach hodowli tylko bardzo niewiel-
ka część komórek K562 jest zdolna do syntezy hemoglo-
biny. Natomiast zróżnicowane komórki K562 mogą syn-
tetyzować hemoglobinę embrionalną i płodową, ale nie są 
w stanie syntetyzować hemoglobiny dorosłego człowieka, 
mimo że mają gen b-globiny [48].

Od czasu, gdy stwierdzono, że DMSO indukuje różnico-
wanie komórek MEL [49] zbadano bardzo wiele substan-
cji pod kątem ich zdolności do różnicowania komórek bia-
łaczkowych. Należą do nich m.in.: bis-acetamidy, pochodne 
pirydyny, pochodne mocznika, analogi puryn i pirymidyn, 
podstawione amidy, antybiotyki i inne. Substancje te róż-
nią się strukturą, właściwościami fi zykochemicznymi oraz 
swoistością w stosunku do komórek, w których przy okre-
ślonym stężeniu inicjują różnicowanie. Bezpośrednie po-
równanie tych substancji jest często niemożliwe, ponie-
waż w prowadzonych badaniach stosowano różne linie 
komórek białaczkowych, różne stężenia oraz różne meto-
dy oceny stopnia różnicowania. W pracy zawarto informa-
cje na temat związków powodujących różnicowanie komó-
rek erytroleukemicznych K562 (tabela 1). Znaczna część 
tych związków jest lub była stosowana w klinice w lecze-
niu nowotworów litych i/lub hematologicznych.
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Czynnik
stymulujący

Stosowane
stężenia Fenotypa % komórek

wytwarzających Hbb Wzrost poziomu mRNAc Piśmiennictwo

AMHCA 1 mM e – γ-globina 20

angelicyna 200 µM
400 µM

e
e

494

614
γ-globina

–
83
83

antracykliny: 
DOX

ACLA

DRB

40 nM
40 nM
40 nM
40 nM
20 nM
20 nM
20 nM
20 nM

10 ng/ml

e
e
e
e
e
e
e
e
e

511

401

311

381, 553

761

671

651

351

251

γ-globina; PBGD
γ-globina; PBGD

 

GATA-1
γ-globina; NF-E2; PBGD

γ-globina; NF-E2; EpoR1; PBGD
γ-globina; NF-E2 GATA-1; PBGD

γ-globina

101
73
29
79

151
101
73
29

150

apicydyna 500 nM e 702 γ-globina 163

Ara-C –
0,1 µM
5 µM

0,25 µM
0,5 µM
1 µM

e
e
e
e
e
e

–
321

623

803

–
784

–

γ-globina
γ-globina

–
–

15
34
37
14
47
83

5-azacytydyna –
2 µM

e
e

–
–

–
γ-globina

53
164

chromomycyna 10 nM e 763 γ-globina 14

cisplatyna 6 µM
6 µM

e
e

923

634
γ-globina

–
13
83

PEC 50 nM e 901; 952 – 66

hemina
50 µM
40 µM
30 µM
5 µM

20 µM
30 µM
50 µM
30 µM

e
e
e
e
e
e
e
e
e

–
502

501

152

102

242

–
–

303

–
–
–
–
–
–

ε-, γ-globina
γ-globina

124
33
34
8

32
32

140
164
82

hydroksymocznik 100 µM
200 µM
25 µM

e
e
e

–
722

–

γ-globina
–

p21

164
111
122

Imatinib
(Gleevec) 1 µM e 800 Kell; CD36;

Gfi -1B
72

kwas fenylooctowy 10mM
10 mM
0,6 mM

e
e
e

142

–
–

γ-globina
γ-globina
γ-globina

127
116
164

kwas masłowy 1,4 mM
1 mM

0,6 mM
0,6 mM
2,4 mM

e
e
e
e
e

312

–
–

202

354

γ-globina
γ-globina

–
–

33
20

164
163
83

LEF 25 µM e 603 – 67

Tabela 1. Czynniki stymulujące różnicowanie komórek K562
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3.1. Induktory różnicowania komórek K562

Imatinib (Gleevec)

Imatinib (Gleevec – STI-571), inhibitor kinazy tyrozyno-
wej Bcr-Abl został wprowadzony do klinik jako efektyw-
ny, nietoksyczny lek w terapii białaczki CML [25]. Kinaza 
Bcr-Abl, kodowana przez gen fuzyjny i odpowiedzialna za 
fenotyp złośliwy białaczek CML i ALL, jest również obec-
na w komórkach K562. Badano mechanizm działania leku 
w tych komórkach, także pod kątem wpływu na apoptozę 
i różnicowanie komórek [72]. Stwierdzono, że imatinib in-
dukuje apoptozę, z udziałem kaspaz 3, 8 i 9. Aktywacji ka-
spaz towarzyszyło hamowanie aktywności kinazy Bcr-Abl, 
oraz ERK1/2, a także czynnika transkrypcyjnego STAT5. 
Ponadto, po 48–72-godzinnej hodowli komórek w obec-
ności leku, większość żywych komórek wykazywała ce-
chy komórek różnicujących w kierunku erytrocytów. 80% 
komórek wytwarzało hemoglobinę, wzrastał poziom Gfi -
1B, czynnika transkrypcyjnego charakterystycznego dla 
różnicowania w kierunku erytrocytów, a także glikofory-
ny A, antygenu Kell oraz CD36. Inaktywacja drogi sygna-
łowej MEK1/ERK wydaje się istotna dla indukowanego 
przez imatinib różnicowania komórek K562 w kierunku 
erytrocytów [77]. W innej pracy [80] wykazano, że róż-
nicowaniu komórek K562 przez imatinib towarzyszy fos-
forylacja kinazy p38 oraz defosforylacja kinazy ERK oraz 
obniżenie ekspresji hematopoetycznego czynnika trans-
krypcyjnego c-myb.

Analogi nukleozydów purynowych i pirymidynowych

Uważa się, że analogi nukleozydów stymulują proces 
różnicowania albo przez zahamowanie cyklu komórko-
wego w fazie S albo przez zmiany w profi lu ekspresji ge-
nów będące konsekwencją zmniejszenia poziomu mety-
lacji DNA.

Cytarabina (AraC), 1-b-D-arabinofuranozylocytozyna, 
jest obecnie jednym z najczęściej stosowanych związków 
referencyjnych w badaniach procesu różnicowania komó-
rek białaczkowych. W komórkach K562 AraC wywołuje 
hamowanie proliferacji i terminalne różnicowanie komó-
rek w kierunku erytrocytów [15]. Odsetek komórek K562 
wytwarzających hemoglobinę, mierzony testem benzydy-
nowym, wzrastał do 26% już po 2 dniach hodowli w obec-
ności 100 nM AraC [34]. Jeżeli Ara-C była stosowana ra-
zem z kwasem retynowym lub retinolem podawanych do 
komórek w liposomach, to podobny poziom różnicowania 
komórek K562 osiągano już przy stężeniu Ara-C równym 
37,5 nM [37], chociaż sam kwas retynowy lub retinol nie 
wywoływały różnicowania komórek K562.

5-Azacytydyna (AzaC), analog nukleozydu pirymidyno-
wego, jest wynikiem poszukiwań leków przeciwnowotwo-
rowych [159]. AzaC hamuje aktywność metylotransfera-
zy DNA, co w konsekwencji prowadzi do zmian w profi lu 
ekspresji genów. U chorych na b-talasemię lub anemię sier-
powatą, AzaC powoduje obniżenie metylacji genu g-globi-
ny, czego następstwem jest wzrost poziomu hemoglobiny 
płodowej [46]. Stwierdzono, że AzaC indukuje różnico-
wanie komórek nowotworowych, w tym komórek K562 
[53]. Trwają poszukiwania kombinacji leków, które obniża-
jąc metylację DNA i wywołując hiperacetylację histonów, 
byłyby zdolne do uruchomienia ekspresji genów istotnych 
w różnicowaniu komórek białaczkowych [31].

5-FU, 5-fl uorouracyl, powoduje zahamowanie proliferacji 
komórek K562 i pojawienie się komórek o fenotypie ery-
troidalnym [167]. W czasie 3-dniowej hodowli w obecności 
5-FU występowały zmiany w aktywności kinazy ABL, cho-
ciaż poziom mRNA bcr/abl pozostawał niezmieniony.

PMEA, acykliczny nukleozyd, pochodna adenozyny, jest 
wynikiem poszukiwań leków przeciwwirusowych [40]. 

a W kolumnie fenotyp, literą „e” oznaczono różnicowanie w kierunku erytrocytów, „m” – różnicowanie w kierunku megakariocytów.
b  Procent komórek wytwarzających hemoglobinę mierzony za pomocą testu benzydynowego w 2 dniu0, w 3 dniu1, w 4 dniu2, w 5 dniu3 lub w 6 dniu4 

po stymulacji.
c  Wzrost poziomu mRNA badanych genów został odnotowany w tabeli, jeżeli był przynajmniej trzykrotnie wyższy w stosunku do poziomu w 
komórkach kontrolnych. W większości doświadczeń, poziom mRNA określano metodą Real-Time-PCR.

AMHCA – kwas α-metylohydroksycynamonowy; CPEC – cykliczny analog cytydyny (cyclopentenyl cytosine); Gfi -1B – czynnik transkrypcyjny istotny 
dla różnicowania w kierunku erytrocytów; Hb – hemoglobina; LEF(A77 1726) – aktywny metabolit lefl unomidu; inhibitor szlaku pirymidynowego 
(lefl unomide); PA – fenylooctan sodu (sodium phenylacetate).

Czynnik
stymulujący

Stosowane
stężenia Fenotypa % komórek

wytwarzających Hbb Wzrost poziomu mRNAc Piśmiennictwo

mitramycyna 20 nM
30 nM
50 nM

e
e
e

553

–
854

γ-globina
γ-globina

–

14
47
83

PMA m
m

–
–

egr-1
CD10

30
8

resveratrol 50 µM
30 µM

e
e

–
–

p21
γ-globin

122
115

tallimustyna 100 nM e 804 γ-globin 12

TGFβ1 25 ng/ml 202 – 10

Tabela 1 (c.d.). Czynniki stymulujące różnicowanie komórek K562
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Związek ten okazał się silnym induktorem różnicowania 
wielu linii komórek nowotworowych, w tym K562 [61]. 
PMEA wywoływał hamowanie replikacji i zatrzymywanie 
cyklu komórkowego w fazie S, prawdopodobnie wskutek 
nieprawidłowego włączania tymidyny, natomiast nie wpły-
wał na syntezę mRNA i białek [62]. Pula trójfosforanów ry-
bonukleozydów była nieznacznie podwyższona, natomiast 
wewnątrzkomórkowe stężenie trójfosforanów deoksyrybo-
nukleozydów wzrastało nawet czterokrotnie.

CPEC (cyklopentenyl cytozyny), cykliczny analog cyty-
dyny, jest swoistym inhibitorem syntazy CTP. Związek 
ten wzbudził zainteresowanie jako potencjalny lek prze-
ciwnowotworowy, gdy stwierdzono, że w stężeniach nano-
molowych zwiększa apoptozę indukowaną przez cytarabi-
nę (AraC) w linii ludzkich komórek T-limfoblastycznych, 
MOLT-3 [157]. Traktowanie komórek MOLT-3 100–400 nM 
CPEC powodowało wzrost fosforylacji i włączanie AraC 
do DNA, co wyraźnie zmniejszało proliferację komórek 
[158]. Obserwowano synergistyczne działanie przeciwno-
wotworowe, jeżeli CPEC zastosowano in vivo w połączeniu 
z cisplatyną [57]. Ponadto, stwierdzono, że CPEC powo-
duje gromadzenie się komórek neuroblastycznych w fazie 
S cyklu komórkowego [16], czemu towarzyszyło maksy-
malne włączanie [3H]AraC do DNA oraz podwyższona ak-
tywność kinazy deoksycytydynowej (dCK). W komórkach 
K562 hodowanych w obecności CPEC, w stężeniu nano-
molowym, odnotowano zahamowanie cyklu komórkowego 
w fazie S oraz różnicowanie komórek w kierunku erytro-
cytów, czemu towarzyszył wzrost aktywności kinazy p38 
[66]. Blokowanie p38 za pomocą siRNA wyraźnie hamo-
wało różnicowanie K562 indukowane za pomocą CPEC, 
co wskazuje, że aktywność kinazy p38 jest konieczna do 
zahamowania cyklu komórkowego i indukcji różnicowa-
nia w warunkach zmniejszonej puli CTP.

LEF, aktywny metabolit lefl unomidu, zaaprobowany ostat-
nio jako czynnik immunosupresyjny, nie jest analogiem 
nukleozydów, ale jest w tym miejscu omówiony, ponie-
waż dowiedziono, że hamuje aktywność dehydrogenazy 
dihydroorotanowej, enzymu należącego do szlaku bio-
syntezy nukleotydów pirymidynowych [166]. Uważa się, 
że antyproliferacyjna aktywność LEF jest związana wła-
śnie z hamowaniem biosyntezy de novo nukleotydów pi-
rymidynowych. Wykazano ponadto, że LEF hamuje ak-
tywność kinaz tyrozynowych [166] oraz przekazywanie 
sygnałów odbieranych w receptorach czynników wzrostu 
PDGF i EGF, a także w receptorze IL-2 [165]. Stosując 
hodowle komórek K562 wykazano, że LEF obniża pro-
liferację przez zmniejszenie puli CTP. Towarzyszy temu 
zahamowanie cyklu komórkowego w fazie S oraz induk-
cja procesu różnicowania komórek K562 w kierunku ery-
trocytów. LEF stosowany w hodowli komórek K562 przez 
4 dni, w stężeniu 25 µM indukował syntezę hemoglobiny 
w 60% komórek [67].

Hydroksymocznik również nie jest analogiem nukleozy-
dów, ale hamuje reduktazę difosforanów rybonukleozydów 
zmniejszając pulę deoksyrybonukleotydów. Jest stosowany 
od ponad trzydziestu lat w leczeniu zespołów mieloprolife-
racyjnych oraz anemii sierpowatej [5,144]. Stwierdzono, że 
hydroksymocznik hamuje proliferację, indukuje ekspresję 
genów i różnicowanie komórek K562 [2,111]. Różnicowaniu 
w kierunku erytrocytów towarzyszyła defosforylacja ERK 

oraz fosforylacja kinazy p38. Hydroksymocznik induko-
wał, synergistycznie ze swoistymi inhibitorami ERK, syn-
tezę hemoglobiny, natomiast blokowanie drogi sygnałowej 
p38 hamowało syntezę hemoglobiny indukowaną przez 
ten związek [111].

Związki wiążące DNA

Zbadano wiele związków wiążących DNA, pod kątem ich 
zdolności do indukowania kierunkowego różnicowania ko-
mórek K562. Związki te, tworząc wiązania interkalacyj-
ne lub kowalencyjne z DNA, wpływają na wiele istotnych 
procesów komórkowych, takich jak replikacja DNA czy 
ekspresja genów [69]. Wykazując powinowactwo do okre-
ślonych sekwencji DNA, związki te wpływają na zdol-
ność rozpoznawania zmodyfi kowanych przez nie sekwencji 
przez swoiste czynniki transkrypcyjne [59]. Zastosowanie 
tych związków do indukcji procesu różnicowania, wyni-
kało z założenia, że mogą one oddziaływać z wiązaniem 
czynników transkrypcyjnych odpowiedzialnych za nega-
tywną regulację procesu różnicowania.

Antracykliny wymienia się jako jedne z najbardziej sku-
tecznych leków przeciwnowotworowych. Stosowane za-
równo w monoterapii, jak i w schematach wielolekowych, 
są wykorzystywane w leczeniu nowotworów piersi, guzów 
litych u dzieci, mięsaków, chłoniaków, ostrych białaczek 
limfoblastycznych i mieloblastycznych. Antracykliny, do-
ksorubicyna (Adriamycyna; DOX) i daunorubicyna (DRB), 
zostały wyizolowane z Streptomyces peucetius i są stosowane 
w terapii już od ponad trzydziestu lat. Poza DOX i DRB, 
kilka innych pochodnych uzyskało status leków, m. in. epiru-
bicyna, idarubicyna, pirarubicyna i aklacynomycyna (akla-
rubicyna) [99]. Na antyproliferacyjne i cytotoksyczne dzia-
łanie antracyklin składa się wiele mechanizmów. Sposób 
działania w dużym stopniu zależy od stężenia leku, czasu 
ekspozycji, ale również od niewielkich zmian w struktu-
rze badanych antracyklin. Nie bez znaczenia są także wa-
runki, w których przeprowadzano doświadczenia. W du-
żych stężeniach antracykliny interkalują pomiędzy zasady 
azotowe w cząsteczce DNA oraz mogą tworzyć wiązania 
kowalencyjne z DNA [146]. Antracykliny wpływają na 
aktywność topoizomerazy II przez stabilizację komplek-
su trójskładnikowego [17]. Wśród innych następstw stoso-
wania dużych stężeń antracyklin należy wymienić gene-
rowanie wolnych rodników i indukcję apoptozy [56,113]. 
Natomiast w małych stężeniach i z przedłużonym czasem 
ekspozycji, antracykliny wpływają na rozplatanie nici DNA 
przez helikazę oraz mają selektywny wpływ na ekspresję 
genów. Wydaje się, że jednym z następstw fenotypowych 
tego ostatniego mechanizmu jest różnicowanie komórek 
nowotworowych [73] oraz ograniczenie ich zdolności do 
tworzenia przerzutów [1,9]. Poza wpływem na maszynerię 
replikacyjną, oddziaływanie antracyklin z błoną komórko-
wą może być odpowiedzialne za ich toksyczny [149,152] 
i stymulujący różnicowanie [74] wpływ na komórki no-
wotworowe. Liczne badania prowadzone na zwierzętach 
i nowotworach ludzkich potwierdziły, że antracykliny in-
dukują proces różnicowania w komórkach białaczkowych 
[125,130] i guzach litych [121,145].

W komórkach K562, antracykliny indukują proces różni-
cowania w kierunku erytrocytów. ACLA i DOX, w stęże-
niach niższych od cytotoksycznych, powodowały wzrost 
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poziomu mRNA g-globiny i deaminazy porfobilinogenu 
(PBGD), co skutkowało indukcją syntezy globiny i hemu. 
67% komórek hodowanych w obecności 20 nM ACLA oraz 
50% komórek traktowanych 40 nM DOX wytwarzało he-
moglobinę. Charakterystyczne było również pojawienie się 
hemoglobiny, która nie występuje u osobników dorosłych, 
tj. hemoglobiny Gower2 (e2, a2) i X (e2, g2), Portland (g2, 
z2) oraz hemoglobiny płodowej F(a2, g2) [73,100].

Badania wykazały, że w przeciwieństwie do DOX, różnico-
wanie komórek z udziałem ACLA nie wymaga całkowitego 
zahamowania wzrostu hodowli [104]. W komórkach K562, 
hodowanych w obecności 20 nM ACLA, obserwowany był 
również wyraźny wzrost ekspresji genów charakterystycz-
nych dla komórek erytroidalnych. Wzrastał poziom mRNA 
czynników transkrypcyjnych GATA-1 [58] i NF-E2 oraz 
receptora erytropoetyny (EpoR) [73,151]. Wzrastała tak-
że aktywność wiążąca DNA czynników transkrypcyjnych 
GATA-1 i NF-E2. Natomiast zastosowanie 40 nM DOX 
nie wpływało na wzrost ekspresji tych genów, przeciw-
nie odnotowano nieznaczny spadek ekspresji NF-E2 w 3 
dniu hodowli [100]. Uzyskano również różną ekspresję 
genu reporterowego, jeżeli przyłączone do niego promoto-
ry genów erytroidalnych indukowane były przez DOX lub 
ACLA [7]. W przypadku indukcji z użyciem 20 nM ACLA 
wzrastała aktywność lucyferazy, której gen znajdował się 
pod kontrolą promotora PBGD, e- i g-globiny, EpoR lub 
GATA-1. Zjawiska tego nie obserwowano, jeżeli transfe-
kowane komórki inkubowano w obecności 50 nM DOX. 
Z analizy danych wynika, że zarówno DOX, jak i ACLA, 
indukują proces różnicowania w komórkach K562 wyko-
rzystując różne mechanizmy molekularne. Sugeruje się, 
że DOX może działać na poziomie posttranskrypcyjnym, 
zwiększając stabilność mRNA GATA-1, NF-E2 i PBGD. 
Natomiast aklacynomycyna poprzez oddziaływanie z re-
gionami regulatorowymi genów erytroidalnych działa na 
poziomie transkrypcyjnym [73,101]. W badaniach proce-
su różnicowania komórek stosowano również daunorubi-
cynę (DRB). W trakcie 24-godzinnej hodowli w obecności 
DRB poziom ekspresji g-globiny nie ulegał zmianie, nato-
miast obserwowany był znaczny spadek ekspresji c-myc. 
Natomiast po 48 godzinach ekspresja c-myc osiągała po-
ziom wyjściowy, a wzrastał poziom mRNA g-globiny [150]. 
Krótkotrwały spadek ekspresji mRNA c-myc i c-myb ob-
serwowany był również w komórkach K562 poddanych 
działaniu DOX [148] i w komórkach Friend poddanych 
działaniu ACLA [132].

Biorąc pod uwagę udział antracyklin w generowaniu wol-
nych rodników i powstawaniu uszkodzeń oksydacyjnych, 
przeprowadzono doświadczenia mające na celu zbadanie 
udziału stresu oksydacyjnego w indukowanym przez DOX 
i ACLA procesie różnicowania komórek K562. Wykazano, 
że dodanie przeciwutleniaczy do hodowli komórek zmniej-
szyło liczbę zróżnicowanych komórek. W przypadku 20 
nM ACLA wystąpiło obniżenie ekspresji genów erytro-
idalnych, w tym genów kodujących czynniki transkrypcyj-
ne GATA-1 i NF-E2, do poziomu zbliżonego do kontro-
li. Analiza markerów stresu oksydacyjnego w komórkach 
poddanych działaniu DOX i ACLA wykazała, że związki 
w różnym stopniu obniżają poziom zredukowanego glu-
tationu oraz aktywność poszczególnych enzymów antyok-
sydacyjnych (peroksydazy glutationowej, dysmutazy po-
nadtlenkowej, katalazy, reduktazy glutationowej). Wyniki 

badań sugerują, że generowanie wolnych rodników przez 
antracykliny, może mieć wpływ na początkowe etapy pro-
cesu różnicowania komórek, za pośrednictwem czynników 
transkrypcyjnych GATA-1 i NF-E2 w przypadku ACLA, 
oraz za pośrednictwem innych czynników zdolnych do indu-
kowania syntezy g-globiny w przypadku DOX [29]. Udział 
reaktywnych form tlenu generowanych przez ACLA w in-
dukcji procesu różnicowania i migracji komórek, obserwo-
wano również w innych komórkach białaczkowych, HL-
60 [118]. Wykazano także, że nadekspresja małego białka 
stresu komórkowego p28 może zahamować różnicowanie 
komórek K562 z udziałem DOX [79].

Przeprowadzono również badania, w których komór-
ki K562 poddano działaniu jednocześnie ACLA i DOX. 
Istotna była kolejność podawania leków oraz ich stęże-
nie. Obserwowano synergistyczne hamowanie wzrostu 
hodowli, gdy w pierwszej kolejności, przez 30 min, ko-
mórki traktowano ACLA, a następnie DOX. Przy tak po-
dawanych lekach, nie obserwowano jednak zmian charak-
terystycznych dla procesu różnicowania. Natomiast leki 
dodane w odwrotnej kolejności synergistycznie wpływa-
ły na indukcję różnicowania. Podanie 1000 nM DOX/3,75 
nM ACLA powodowało, że 81% komórek wytwarzało he-
moglobinę, podczas gdy 15 nM ACLA i 30 nM DOX, do-
dane osobno, stymulowały syntezę hemoglobiny w 63% 
(ACLA) i 43% (DOX) komórek [104]. Na przykładzie an-
tracyklin widoczne jest, że mechanizm indukcji procesu 
różnicowania i syntezy hemoglobiny przez strukturalnie 
pokrewne związki może być różny.

Od czasu odkrycia cytostatycznych właściwości cisplaty-
ny [123], a następnie jej zastosowania jako leku przeciw-
nowotworowego [137] wykazano, że cisplatyna i niektóre 
jej pochodne indukują różnicowanie komórek K562 [13]. 
Zaobserwowano wzrost poziomu mRNA g-globiny oraz 
wzrost syntezy hemoglobiny Gower 1 i Portland do pozio-
mu, jaki jest uzyskiwany w obecności jednego z najbardziej 
efektywnych induktorów różnicowania, AraC.

Talimustyna jest pochodną dystamycyny A. Wykazuje 
dużą aktywność przeciwnowotworową in vitro i jest te-
stowana klinicznie [162]. W porównaniu z wyjściową dy-
stamycyną, talimustyna jest dużo silniejszym induktorem 
procesu różnicowania komórek K562 w kierunku erytro-
cytów [12]. Zastosowanie talimustyny w stężeniu 100 nM 
hamowało proliferację oraz powodowało wzrost pozio-
mu mRNA g-globiny, wytwarzanie hemoglobiny Gower 
1 i Portland, a także aktywację procesu programowanej 
śmierci komórki.

Mitramycyna i chromomycyna, wiążą sekwencje DNA 
bogate w guaninę i cytozynę. Chromomycyna tworzy sta-
bilne kompleksy z DNA, natomiast mitramycyna jest dużo 
mniej toksyczna i tworzy kompleksy wysoce niestabilne 
[54]. Mitramycyna jest uważana za związek modulujący 
ekspresję genów i jest stosowana w klinikach (Mithracin; 
Pfi zer, New York). Oba związki indukują różnicowanie ko-
mórek K562 w kierunku erytrocytów. W obecności 10 nM 
chromomycyny około 80% komórek, natomiast w obecno-
ści 20 nM mitramycyny około 55% komórek wytwarzało 
hemoglobinę w 5 dniu hodowli [14]. Mitramycyna, w stę-
żeniu 30 nM, powodowała 12–14-krotny wzrost poziomu 
mRNA g-globiny w komórkach K562 [47]. Wywoływała 
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ona również wzrost poziomu mRNA g-globiny i wytwarza-
nia hemoglobiny płodowej (HbF) w hodowlach progenito-
rowych komórek erytroidalnych pobranych od osobników 
zdrowych i od pacjentów z rozpoznaną b-talasemią. W sto-
sowanym stężeniu (20 nM) mitramycyna nie była cytotok-
syczna dla komórek progenitorowych, co może mieć zna-
czenie kliniczne. Indukowany przez mitramycynę wzrost 
poziomu hemoglobiny płodowej, bez działań niepożąda-
nych w postaci efektu cytotoksycznego, mógłby łagodzić 
objawy b-talasemii i anemii sierpowatej.

Angelicyna, pochodna psoralenu, tworząca z DNA wiąza-
nie interkalacyjne, a po absorpcji fotonu wiązanie kowalen-
cyjne z pirymidyną (monoaddukt) jest badana pod kątem 
zastosowania w terapii chorób skóry i w terapii przeciw-
grzybiczej [112,129]. Badania przeprowadzone na hodow-
lach komórek K562 i komórek progenitrowych izolowanych 
od pacjentów wykazały, że angelicyna jest efektywnym in-
duktorem różnicowania w kierunku erytrocytów. Związek 
ten hamował proliferację komórek K562, zwiększał odse-
tek komórek zawierających hemoglobinę oraz bardzo wy-
raźnie podnosił poziom mRNA g-globiny [83].

Inhibitory deacetylazy histonowej (HDAC)

Hamowanie deacetylazy histonowej (HDAC) powoduje 
wzrost poziomu acetylacji grup e-aminowych reszt lizyno-
wych histonów. To z kolei prowadzi do rozluźnienia oddzia-
ływań elektrostatycznych pomiędzy białkowym rdzeniem 
histonowym i DNA, ułatwiając dostęp maszynerii trans-
krypcyjnej do wielu genów. Ostatnio, coraz powszechniej-
szy jest pogląd, że hamowanie aktywności HDAC umożli-
wia acetylację niektórych czynników transkrypcyjnych, i że 
to właśnie jest głównym mechanizmem działania inhibi-
torów HDAC, odpowiedzialnym za zwiększoną ekspresję 
genów. Zbadano wiele związków hamujących deacetyla-
zę histonową (HDAC) pod kątem ich zdolności do indu-
kowania ekspresji g-globiny w komórkach K562 [94,163]. 
Spośród przebadanych związków (m.in. trichostatyna A, 
TSA), najbardziej efektywnym induktorem ekspresji g-glo-
biny okazała się apicydyna, która w stężeniu od 0,75 µM 
wywoływała 10-krotny wzrost syntezy HbF oraz 16-krot-
ny wzrost poziomu mRNA g-globiny w porównaniu do 
komórek kontrolnych. Procent komórek benzydynopozy-
tywnych (tzn. zawierających hemoglobinę) po 4-dniowej 
hodowli w obecności apicydyny wynosił 70%. Komórki 
K562 hodowane w obecności apicydyny charakteryzowa-
ła hiperacetylacja histonów oraz fosforylacja kinazy p38. 
Nie odnotowano natomiast zmian w poziomie fosforyla-
cji kinaz ERK i JNK. Doświadczenia z zastosowaniem 
swoistego inhibitora kinazy p38, potwierdziły, że droga 
sygnałowa p38 może być swoista dla indukcji ekspresji 
genu g-globiny [163].

Kwasy organiczne i ich pochodne

Kwas masłowy, prosty, czterowęglowy kwas organiczny, 
indukuje różnicowanie wielu komórek nowotworowych. 
Był jednym z pierwszych związków zastosowanych w ba-
daniach procesu różnicowania komórek K562 [33]. W stę-
żeniu 1–6 mM, kwas masłowy hamuje proliferację komórek 
przez odwracalne hamowanie cyklu komórkowego w fa-
zie G1. Mechanizm działania kwasu masłowego jest nie 
do końca poznany. Prawdopodobnie, kwas masłowy od-

działuje ze szlakami sygnalizacji komórkowej. W komór-
kach K562 traktowanych kwasem masłowym obserwowa-
no wzrost poziomu fosforylacji kinazy p38 oraz obniżenie 
aktywności kinaz ERK i JNK [164]. Obserwowano syner-
gistyczny wpływ swoistego inhibitora kinazy ERK i kwasu 
masłowego na zwiększenie syntezy hemoglobiny i hamowa-
nie proliferacji komórek. Natomiast zastosowanie inhibitora 
kinazy p38 razem z kwasem masłowym całkowicie hamo-
wało syntezę hemoglobiny. Stwierdzono, że kwas masło-
wy hamuje indukcję cykliny D1 w odpowiedzi na mitoge-
ny oraz blokuje sygnały generowane przez to białko [156]. 
Wykazano ponadto, że kwas masłowy, jego pochodne argi-
ninowe i fenylowe, a także kwas fenylooctowy są silnymi 
inhibitorami deacetylazy histonowej (HDAC) [94]. Kwas 
masłowy w stężeniu 0,5–5 mM wywoływał acetylację hi-
stonów, która była mierzona acetylacją histonu H4, co wy-
daje się powiązane ze zmianami w ekspresji genów i ha-
mowaniem cyklu komórkowego [19,71,164]. Stwierdzono 
również udział niektórych pochodnych kwasu masłowego 
w aktywacji kinaz czynnika transkrypcyjnego STAT-5, któ-
ry przez aktywację transkrypcji określonych genów m.in. 
c-myc i c-myb indukuje proliferację komórek [19].

Związki hamujące proliferację i indukujące apoptozę są 
często silnymi induktorami różnicowania komórek nowo-
tworowych. W przypadku trójmaślanu glicerolu stosowa-
nego jako prolek kwasu masłowego również w klinice [36], 
odnotowano różnicowanie komórek nerwiaka niedojrzałe-
go [120], komórek nowotworowych okrężnicy [133,134], 
linii komórek nowotworowych prostaty [90]. W komór-
kach K562 różnicowanie w kierunku erytrocytów badano 
przez pomiar poziomu mRNA g-globiny po inkubacji z po-
chodnymi kwasu masłowego, kwasu octowego i kwasu cy-
namonowego [20]. Najbardziej aktywny w stymulowaniu 
ekspresji g-globiny był kwas 2-metylohydroksycynamo-
nowy, argininowa pochodna kwasu masłowego oraz kwas 
fenoksyoctowy. Różnicowanie komórek K562 obserwowa-
no również w obecności innej pochodnej kwasu octowego, 
fenylooctanu [116]. Odnotowano kilkukrotny wzrost po-
ziomu hemoglobiny oraz mRNA g-globiny, a także zmia-
ny morfologiczne w komórkach K562 poddanych działa-
niu 10 mM fenylooctanem sodu. Mechanizm powstawania 
tych zmian jest nieznany. Wcześniejsze badania wykaza-
ły, że fenylooctan tworzy koniugaty z glutaminą (fenylo-
acetyloglutamina, PAG), redukując jej poziom w osoczu. 
Z kolei małe stężenie glutaminy może indukować różni-
cowanie w kierunku erytrocytów [127].

Inne

PMA, ester forbolu, stymuluje różnicowanie komórek K562 
w kierunku megakariocytów [147]. Powoduje hamowanie 
proliferacji komórek, zmiany morfologiczne oraz pojawie-
nie się białek obecnych w megakariocytach, natomiast eks-
presja genów charakterystycznych dla różnicowania w kie-
runku erytrocytów np. g-globiny ulega zmniejszeniu [86]. 
Komórki K562 podobnie jak inne linie komórkowe Bcr-Abl+ 
nie wykazują aktywności kinazy ERK, istotnej dla procesu 
różnicowania wielu komórek hematopoetycznych. Wydaje 
się, że ester forbolu aktywuje kinazę ERK, umożliwiając tym 
samym aktywację szlaków sygnałowych prowadzących do 
różnicowania komórek K562 w kierunku megakariocytów 
[63]. Inne dowody wskazują na to, że PMA wiąże kinazę 
białkową C, powodując aktywację enzymu i jego transloka-
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cję do jądra. To z kolei indukuje wiele czynników trans-
krypcyjnych zaangażowanych w realizację programu róż-
nicowania komórek białaczkowych, np. PU.1, c-Jun i c-Fos 
[26,102]. W czasie różnicowania komórek K562 pod wpły-
wem PMA zanotowano również wyraźny wzrost poziomu 
ekspresji genu egr-1, a także wzrost aktywności wiążącej 
DNA czynnika transkrypcyjnego Egr-1 [30]. Zmianom w po-
ziomie mRNA Egr-1 towarzyszył wzrost ekspresji CD41a 
i obniżenie ekspresji genów erytroidalnych: czynnika trans-
krypcyjnego GATA-1 [39] oraz glikoforyny A (GPA), a tak-
że wzrost poziomu mRNA metalopeptydazy błonowej CD10 
[8]. Niektóre doniesienia wskazują na rolę PMA jako mo-
dulatora cytotoksycznego działania leków w białaczkach. 
Traktowanie estrem forbolu komórek białaczkowych wy-
wołuje w nich oporność na apoptozę prawidłowo induko-
waną przez niektóre leki przeciwnowotworowe, np. VP-16 
[141]. Stwierdzono jednak, że traktowanie komórek białacz-
kowych PMA po ich uprzedniej inkubacji z ara-C i gem-
cytabiną przyspiesza proces apoptozy. Zjawisku temu to-
warzyszy hamowanie indukowanej przez PMA ekspresji 
p21 Cip-1/mda-6/sdi-1/Waf-1 oraz p27 KIP1 [160]. Wynika z tego, że 
połączenie wywołującego różnicowanie PMA z czynnika-
mi uszkadzającymi DNA może prowadzić do wzrostu apop-
tozy w komórkach białaczkowych.

HMBA jest bisacetamidem (hexamethylamine bisacetamide), 
został po raz pierwszy scharakteryzowany jako związek wy-
wołujący różnicowanie mysich komórek białaczkowych(MEL) 
[51]. Wydaje się, że różnicowanie komórek białaczkowych 
pod wpływem HMBA jest związane z zatrzymaniem cyklu 
komórkowego w fazie G0/G1, co z kolei jest połączone z in-
dukcją p21 Cip-1/mda-6/sdi-1/Waf-1 oraz obniżeniem poziomu fos-
forylacji pRb [78, 168]. Zatrzymanie cyklu komórkowego 
jest jednak niewystarczające do włączenia programu różni-
cowania. Do innych wydarzeń molekularnych obserwowa-
nych w komórkach po stymulacji HMBA należą: aktywacja 
PKC [91], zmiany stężenia wapnia wewnątrzkomórkowego 
[142] oraz aktywacja fosfataz tyrozynowych [81].

Wiele lat temu stwierdzono, że hemina, czyli chlorowo-
dorek hemu, stymuluje syntezę hemoglobiny embrionalnej 
w komórkach K562 [124]. Hemina nie wpływa na szyb-
kość podziałów komórkowych, natomiast powoduje aku-
mulację hemoglobiny w komórkach. Hemina stosowana 
w hodowli w stężeniu 30 µM powodowała, że po 2 dniach 
wzrastał poziom mRNA metalopeptydazy Kell, oraz że po 
4 dniach 15% komórek K562 wytwarzało hemoglobinę [8]. 
Jednoczesne zastosowanie antracyklin i heminy również 
powodowało różnicowanie w kierunku erytrocytów, przy 
czym obserwowano efekt addytywny [155]. Mechanizm 
działania heminy nie jest do końca poznany. Jest ona trans-
portowana do komórek K562 przez hemopeksynę i wiąże 
się z białkami wewnątrzkomórkowymi i jądrowymi nazy-
wanymi HeBP, czyli białkami wiążącymi heminę [154]. 
W jądrze hemina moduluje wiązanie czynników trans-
krypcyjnych NF-E2, Oct-1 i GATA-1 z promotorem genu 
g-globiny [7,109]. Wykazano również, że hemina i białko 
p53 synergistycznie indukują różnicowanie komórek K562. 
Porównując liczbę komórek wytwarzających hemoglobi-
nę po stymulacji heminą z liczbą otrzymaną w obecności 
heminy i białka p53, wprowadzonego za pośrednictwem 
transfekcji, zaobserwowano trzykrotny wzrost przy stęże-
niu heminy wynoszącym 5 µM (z 10 do 30%) i dwukrot-
ny (z 24 do 48%), jeżeli stężenie heminy wynosiło 20 µM 

[32]. Jednak nadekspresja białka p53 nie wpływała na sty-
mulowane estrem forbolu różnicowanie komórek w kierun-
ku megakariocytów, co sugerowałoby, że białko to nie jest 
zaangażowane w modulację każdego fenotypu.

TGF-b1 (transforming growth factor b1), indukuje róż-
nicowanie komórek K562 w kierunku erytrocytów [27]. 
Obecność TGF-b1 (25 ng/ml) w hodowli komórek K562 
powoduje, że po czterech dniach 20% komórek zawiera he-
moglobinę [10]. Różnicowanie komórek hematopoetycznych 
i białaczkowych jest powiązane z aktywacją pRb przez jej 
hipofosforylację [28]. Wysoki poziom mRNA Rb obser-
wuje się w trakcie różnicowania komórek progenitorowych 
w kierunku erytrocytów [35]. Uważa się, że różnicowanie 
rozpoczyna się, gdy komórka znajduje się w fazie G1 cy-
klu komórkowego i jest w tej fazie zatrzymywana przez ak-
tywną pRb do czasu uruchomienia genów odpowiedzial-
nych za proces różnicowania [161]. Zatrzymanie komórki 
w fazie G1 jedynie zwiększa prawdopodobieństwo rozpo-
częcia procesu różnicowania. Wydaje się, że obecność ak-
tywnej postaci pRb nie jest wystarczająca. Prawdopodobnie 
istotne są również oddziaływania tego białka ze swoistymi 
czynnikami transkrypcyjnymi, co może oznaczać pewną 
selektywność. Potwierdzają to doświadczenia, w których 
obecność w hodowli komórek K562 antysensownych oligo-
nukleotydów blokujących powstawanie pRb powodowała, 
że komórki te różnicowały pod wpływem heminy, ale nie 
różnicowały w obecności TGF-b1 [10]. Podwyższony po-
ziom aktywnej pRb obserwowano również w trakcie różni-
cowania komórek nerwowych, keratynocytów oraz w koń-
cowym stadium różnicowania komórek mięśniowych.

Resweratrol, naturalny antyoksydant, został po raz pierwszy 
wyizolowany z korzeni ciemiernika białego, ale występuje 
również w innych roślinach np. w winogronach i orzeszkach 
ziemnych. Poza działaniem kardioochronnym stwierdzono, 
że resweratrol indukuje enzymy metabolizujące leki oraz 
hamuje proliferację wielu komórek nowotworowych [3]. 
Hamowanie proliferacji odbywa się poprzez zatrzymanie 
cyklu komórkowego, zwiększenie aktywności p21Cip/WAF1, 
p53, Bax oraz kaspaz. W obecności resweratrolu obserwuje 
się mniejsze stężenia cykliny D1, cykliny E, białek Bcl-2, 
Bcl-xL oraz cIAP. Związek ten hamuje aktywność polime-
razy DNA oraz wielu czynników transkrypcyjnych, w tym 
NFkB, AP-1 i Egr1, a także kinaz białkowych: kinaza IkBa, 
JNK, MAPK, Akt, PKC i PKD. Wpływa na aktywność bia-
łek, takich jak: COX-2, 5-LOX, VEGF, ICAM-1, VCAM-1, 
iNOS, IL-1, IL-6, IL-8, receptor androgenu i PSA. Wiele 
doniesień wskazuje na zdolność resweratrolu do induk-
cji różnicowania [3]. Stosując komórki K562 wykazano, 
że 50 µM resweratrolu indukuje wytwarzanie hemoglobi-
ny [122]. Różnicowaniu w kierunku erytrocytów towarzy-
szyło hamowanie proliferacji połączone ze zwiększeniem 
poziomu czynnika transkrypcyjnego Egr1 oraz wyższym 
poziomem zarówno mRNA, jak i białka p21Cip1/WAF1, a tak-
że z hamowaniem aktywności cdk2 [115]. Przy tej oka-
zji dowiedziono, że Egr1 kontroluje ekspresję p21Cip1/WAF1 
przez bezpośrednie oddziaływanie ze swoistymi sekwen-
cjami w regionie promotorowym tego genu.

3.2 Indukcja syntezy hemoglobiny

Jak wcześniej podano, komórki K562 były również wyko-
rzystywane w poszukiwaniach związków, które przez sty-
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mulację ekspresji g-globiny i wytwarzanie hemoglobiny 
płodowej (HbF, a2, g2) mogłyby stanowić element terapii 
chorób hematologicznych, charakteryzujących się niedo-
borem hemoglobiny [52,124]. Pozwoliło to na wyselek-
cjonowanie kilku związków, które są testowane, również 
in vivo, jako leki w terapii anemii sierpowatej czy b-tala-
semii [88,105,106,114,126,136,143]. Mechanizm działania 
stosowanych związków jest słabo poznany [140] i ciągle 
trwają poszukiwania lepszego w swoim działaniu związ-
ku, który indukując syntezę hemoglobiny nie miałby dzia-
łań niepożądanych, będących konsekwencją jego dużej cy-
totoksyczności.

3.3. Zastosowanie strategii antysensowych oraz 
terapii genowej

Ważnym kierunkiem rozwoju współczesnej onkoterapii jest 
terapia wielolekowa, w której jednocześnie stosuje się wiele 
czynników przeciwnowotworowych o różnych profi lach tok-
syczności. Ten kierunek został niedawno rozszerzony przez 
zastosowanie razem z czynnikami chemioterapeutycznymi 
również strategii antysensownych, których celem jest eks-
presja swoistych białek obecnych w fenotypie złośliwym. 
Wiele badań przedstawia synergistyczny lub addytywny wy-
nik łączenia strategii antysensownych z czynnikami chemio-
terapeutycznymi [21,42]. Komórki K562 są wykorzystywane 
w testach in vitro do oceny działania leków przeciwnowotwo-
rowych połączonych ze strategią antysensową. Przykładem 
mogą być badania, w których komórki K562 transfekowano 
plazmidem dającym antysensowny RNA statminy. Statmina 
jest białkiem uczestniczącym w procesie depolimeryzacji 
mikrotubul i blokowanie jej ekspresji powodowało hamo-
wanie proliferacji i gromadzenie się komórek w fazie G2/
M cyklu komórkowego [75]. Obserwowano synergistyczne 
działanie, jeśli transfekowane komórki hodowano w obec-
ności 1 nM taksolu i addytywny dla 10 nM doksorubicyny 
i 5 µM 5-fl uorouracylu [70]. Synergizm odnotowano rów-
nież, jeżeli hodowlę komórek K562 prowadzono w obecno-
ści heminy i antysensownego oligonukleotydu dla Notch-
1 [82]. 40 µM hemina indukowała syntezę hemoglobiny 
w 30% komórek, natomiast w przypadku jednoczesnego za-
stosowania heminy i strategii antysensownej aż 65% komó-
rek wytwarzało hemoglobinę po 5 dniach hodowli. Innym 
przykładem badań prowadzonych w komórkach K562 nad 
łączeniem strategii antysensownej z zastosowaniem związ-
ków przeciwnowotworowych są badania, w których wyko-
rzystano antysensowny oligonukleotyd anty-ras, inhibitor 
kinazy tyrozynowej (herbimycynę A) oraz swoisty inhibi-
tor MEK [76]. Taka kombinacja efektywnie hamowała pro-
liferację, aktywność ERK/MAPK i różnicowanie komórek 
K562 w kierunku erytrocytów. Wynika z tego, że komórki 
K562 są również użyteczne w poszukiwaniu nowych, sku-
teczniejszych połączeń leków.

Koncepcja łączenia terapii różnicowania z terapią genową 
oparta jest o założenie, że można skonstruować wektory, 
w których tzw. geny antynowotworowe znajdowałyby się 
pod kontrolą promotorów swoistych dla określonych linii 
komórkowych [135]. Zakładając, że proces transfekcji bę-
dzie wydajny i wszystkie komórki zostaną nim objęte, za-
stosowanie tak skonstruowanych wektorów pozwoliłoby 
na uruchamianie genów antynowotworowych tylko w tych 
komórkach, które mają swoisty zestaw czynników trans-
krypcyjnych. W ten sposób pod kontrolą systemu znala-

złyby się tylko określone komórki prawidłowe oraz pocho-
dzące od nich komórki nowotworowe, nawet w odległych 
miejscach przerzutów. Istotne jest, aby utrata komórek pra-
widłowych nie była letalna dla organizmu. Stąd rozważa 
się to podejście w leczeniu nowotworów jajnika czy sut-
ka. W przypadku układu hematopoetycznego zniszczeniu 
komórek nowotworowych towarzyszyłoby zniszczenie pra-
widłowych komórek hematopoetycznych, co wymagało-
by przeszczepu szpiku kostnego. Jak dotąd nie ma jednak 
znaczących osiągnięć w dziedzinie łączenia terapii różni-
cowania i terapii genowej.

4. INDUKCJA RÓŻNICOWANIA A APOPTOZA KOMÓREK BIAŁACZKOWYCH

Wiele badań przeprowadzonych w ostatnich latach na bia-
łaczkowych liniach komórkowych wykazało, że indukcji 
różnicowania często towarzyszy apoptoza [12,68,153]. 
W badanych hodowlach, liczba komórek zróżnicowanych 
jest w większości przypadków znacznie większa w porów-
naniu z liczbą komórek apoptotycznych, co sugerowało-
by, że to komórki zróżnicowane ulegają apoptozie. Z tego 
powodu proces ten nazwano DDA, czyli apoptoza zależ-
na od różnicowania (differentiation dependent apoptosis). 
Wydaje się, że jest on częścią programu rozwoju komórek 
białaczkowych. Istnieje jednak wiele dowodów na to, że 
niektóre kombinacje leków wywołują różnicowanie i apop-
tozę według niezależnych mechanizmów.

5. UWAGI KOŃCOWE

Zdolność do proliferacji komórek hematopoetycznych 
ulega zmniejszeniu razem z rosnącym stopniem zróżni-
cowania. Włączanie i wyłączanie różnych programów ge-
netycznych przez zmieniające się mikrośrodowisko komórki, 
daje w konsekwencji jeden z wielu możliwych fenotypów. 
Oznacza to, że podczas gdy jedna komórka dzieli się, inna 
znajdująca się zaledwie kilka mikrometrów od niej reali-
zuje zupełnie inny program np. prowadzący do apoptozy 
czy różnicowania. Właściwa odpowiedź komórki na róż-
ne sygnały pro- i antyproliferacyjne, różnicujące i apop-
totyczne zależy od ekspresji swoistych genów, takich jak 
protoonkogeny i geny supresorowe. Czasami ekspresja tych 
genów jest nieprawidłowa. Na przykład fuzja genów przez 
chromosomalne translokacje może prowadzić do niepra-
widłowej aktywacji niezmienionego protoonkogenu lub 
do ekspresji zmutowanego białka fuzyjnego. Takie nie-
przypadkowe translokacje są często obserwowane w bia-
łaczkach. Także geny supresorowe mogą być nieaktywne 
w wyniku delecji lub mutacji. Gromadzenie się niedoj-
rzałych, niefunkcjonalnych komórek nowotworowych jest 
charakterystyczne dla zaburzeń w programie końcowego 
różnicowania, czemu często towarzyszy brak zdolności do 
apoptozy. W przypadku transformowanych komórek bia-
łaczkowych oznacza to ich dużo dłuższe przeżycie niż pra-
widłowych komórek krwi. Jak wynika z przedstawionych 
w przeglądzie badań możliwe jest, chociaż ciągle w ogra-
niczonym stopniu, indukowanie procesu różnicowania za 
pomocą związków naturalnych i syntetycznych. Wydaje 
się również, że induktory różnicowania mogą być stoso-
wane jako modulatory działania leków przeciwnowotwo-
rowych uszkadzających DNA. Zaobserwowano, że ekspo-
zycja komórek białaczkowych na czynniki uszkadzające 
DNA w połączeniu z induktorami różnicowania prowadzi 
do zwiększenia wydajności apoptozy [11].
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Badania indukowanego różnicowania kierunkowego bia-
łaczkowych linii komórkowych mogą okazać się istotne nie 
tylko jako źródło cennych informacji dla terapii przeciw-
nowotworowych, w tym terapii skierowanych przeciwko 

nowotworowym komórkom macierzystym [131], ale rów-
nież dla ostatnio szeroko badanego i dyskutowanego pro-
blemu różnicowania komórek macierzystych w ogóle i ich 
wykorzystania w terapiach komórkowych.
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