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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Laktoferryna (LF) to glikoproteina z rodziny transferryn o wielu unikalnych wtasciwosciach.
Nalezy do biatek odpornosci wrodzonej ustroju, ale jej funkcje rozciagaja si¢ takze na regulacje
odpornosci nabytej i wiele innych zjawisk. Dziatania biatka, potwierdzone w licznych badaniach
in vitro oraz in vivo, obejmuja: udziat w homeostazie zelaza, aktywno$¢ przeciwmikrobiologicz-
na, zdolno$¢ neutralizacji endotoksyny, wlasciwosci immunoregulatorowe, regulacje dojrzewania
i ré6znicowania limfocytéw, regulacje mielopoezy, dziatanie przeciwzapalne, przeciwnowotwo-
rowe, przeciwbodlowe, regulacje metabolizmu kosci, udziat w rozwoju embrionalnym, funkcjach
prokreacyjnych i in. Wazna funkcj¢ odgrywa w prawidtowym rozwoju noworodka.

Wiasciwosci przeciwnowotworowe LF odkryto w potowie lat 90. XX wieku, a potwierdzo-
no w wielu badaniach laboratoryjnych, przedklinicznych i klinicznych. Jedna z gtéwnych funk-
cji przeciwnowotworowych LF obejmuje jej wtasciwosci immunomodulujace. Wiele badan wy-
kazato obnizenie odpornosci komérkowej i humoralnej u pacjentéw z choroba nowotworowa.
Dodatkowym czynnikiem utatwiajacym wzrost nowotwordw jest niemoznos¢ rozwinigcia sku-
tecznej odpowiedzi przeciwko antygenom nowotworowych, co wynika m.in. z obnizenia eks-
presji czasteczek MHC i czasteczek kostymulujacych na komérkach nowotworowych, indukcji
przez nowotwor komorek supresorowych i hamowania odpowiedzi odpornosciowej gospodarza
przez produkty wydzielane przez nowotwoér. Wzmocnienie odpowiedzi immunologicznej moze
zatem zahamowac lub ograniczy¢ rozwdj nowotworu. LF zwigksza liczbg i stymuluje aktywnos¢
limfocytéw T i B, komérek NK, stymuluje uwalnianie cytokin (IL-1, -6, -8, -18, IFN-y, TNF-),
zwigksza aktywnos$¢ fagocytarna i cytotoksycznos¢ neutrofiléw oraz monocytéw/makrofagéw,
przyspiesza dojrzewanie limfocytéw T 1 B. LF podnosi ekspresje czasteczek receptorowych, ko-
stymulujacych i adhezji migdzykomérkowej: CD4, tanicucha £ kompleksu CD3, czasteczek LFA-
1, CD-11, ICAM-1, selektyny P.

Poza dziataniem immunomodulujacym, wazne sa bezposrednie wtasciwosci przeciwnowotwo-
rowe LF obejmujace: bezposrednie dziatanie lityczne na komoérki nowotworowe, dziatanie pro-
apoptotyczne, antyproliferacyjne, antyangiogenne, wlasciwosci antyoksydacyjne i chelatowanie
jondéw zelaza.

LF ma takze wiasciwosci chemioprewencyjne: reguluje aktywnos¢ enzymoéw 1 i II fazy uczest-
niczacych w aktywacji i detoksyfikacji karcynogenéw oraz reguluje sktad mikroflory przewodu
pokarmowego. W ten sposdb zapobiega powstawaniu nowotworéw i ich rozwojowi na wczes-
nych etapach nowotworzenia.

nowotwory ¢ zaburzenia odpornos$ci w chorobach nowotworowych ¢ laktoferryna * aktywnosé
przeciwnowotworowa * chemioprewencja nowotworéw
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Summary

Lactoferrin, an evolutionarily old protein of the transferrin family, is among the proteins consti-
tuting the system of innate immunity; its action, however, also extends to the regulation of acqui-
red immunity and other immunological phenomena. The actions of LF, confirmed in numerous
in vitro and in vivo models, include participation in iron homeostasis, immunoregulatory proper-
ties, anti-inflammatory, anti-tumor, and analgesic actions, regulation of bone metabolism, par-
ticipation in embryonic development, reproductive functions, and others. LF plays an important
role in the normal development of a newborn.

The anti-tumor properties of LF were discovered about a decade ago and have been confirmed in
many laboratory, preclinical, and clinical studies. The immunomodulatory properties of LF play
a major role in its anti-tumor actions. Such actions of LF appeared particularly effective in cancer
patients with impaired immunity. The growth of tumors is facilitated by low expressions of MHC
and co-stimulatory antigens on tumor cells and the induction of suppressor cells and other inhi-
bitory products by tumors. Enhancement of an anti-tumor immunological response may, therefo-
re, restrict tumor growth. Studies showed that LF elevates the number and increases the activity
of T and B lymphocytes and NK cells, stimulates the release of a number of cytokines (IL-1, -6,
-8, -18, IFN-gamma, TNF alpha), increases phagocytic activity and cytotoxicity of monocytes/
macrophages, accelerates the maturation of T and B cells, and elevates the expression of several
types of cellular receptors, such as CD4, zeta chain of the CD3 complex, LFA-1, CD11, ICAM-
1, and selectin P.

Apart from its immunomodulatory properties, LF exhibits direct anti-tumor actions, such as lytic,
pro-apoptotic, anti-proliferative, anti-angiogenic, anti-oxidant activity and the chelation of iron
ions.

LF also possesses chemo-preventive properties, regulates the activity of phase I and II enzymes
participating in the activation and detoxification of carcinogens, and regulates the composition
of the intestinal microflora. In this way it prevents the generation of tumors and their develop-
ment at early stages of carcinogenesis.
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Laktoferryna jest glikoproteina o masie czasteczkowej oko-
o 80 kDa, nalezaca do rodziny transferryn. Stanowi jeden
z waznych elementéw uktadu odpornosci wrodzonej ssakow.
Jest wytwarzana przez komorki nabtonka wydzielniczego
r6znych narzadéw i uwalniana do odpowiednich wydzielin
[11,76,81]. W wigkszych stgzeniach wystgpuje w: siarze,
mleku, §linie, tzach, wydzielinie §luzéwki nosa, oskrzeli,
pochwy i macicy, ptynie nasiennym. W matych ilosciach
obecna jest w: z6lci, ptynie zotadkowo-jelitowym, mazidw-
kowym, owodniowym, mézgowo-rdzeniowym, w pewnych
ilosciach réwniez w moczu i kale. LF jest rowniez wytwa-

rzana w granulocytach oboj¢tnochtonnych i magazynowana
w ziarnisto$ciach wtérnych (drugorzedowych, swoistych)
tych komérek [6,105]. Laczna ilos¢ ustrojowej LF zawar-
tej w neutrofilach jest duza. 10° neutrofiléw zawiera okoto
3 ug [11,56], a wedtug innych Zrédet nawet 10 pug LF [18].
Po aktywacji i degranulacji neutrofiléw LF jest uwalnia-
na do osocza. Mate i dos¢ stale w stanie zdrowia, stezenia
biatka zwiekszaja si¢ miejscowo w stanach zapalnych (na-
cieki i rozpad granulocytéw) [11,80,150]. W przewlektych
chorobach zapalnych i nowotworowych zwigksza si¢ row-
niez stezenie LF w surowicy [12,55,138].

353



Postepy Hig Med Dosw (online), 2006; tom 60: 352-369

Pomimo duzej homologii z innymi glikoproteinami rodzi-
ny transferryn, LF wykazuje unikalne wtasciwosci, pet-
nigc réznorakie funkcje w organizmie. Nalezy do biatek
odpornosci wrodzonej ustroju, ale jej funkcje rozciagaja
si¢ takze na regulacje odpornosci nabytej i wiele innych
zjawisk. Dziatania biatka, potwierdzone w licznych bada-
niach in vitro oraz in vivo, obejmuja: udziat w homeosta-
zie zelaza, aktywnos¢ przeciwmikrobiologiczna, zdolnosé
neutralizacji endotoksyny, wiasciwosci immunoregulatoro-
we, regulacj¢ dojrzewania i réznicowania limfocytéw, re-
gulacje mielopoezy, dziatanie przeciwzapalne, przeciwno-
wotworowe, przeciwbdlowe, regulacj¢ metabolizmu kosci,
udzial w rozwoju embrionalnym, funkcjach prokreacyj-
nych i inne [151]. Niezwykle wazna rolg¢ odgrywa biatko
w prawidtowym rozwoju noworodka. Dostarczane z siara
i mlekiem reguluje m.in. przyswajanie réznych sktadnikéw
odzywczych, przyspiesza dojrzewanie nabtonka przewodu
pokarmowego, odpowiada za ustalenie i utrzymanie pra-
widtowego sktadu mikroflory jelit, chroni przed zakaze-
niami, bakteriemia i endotoksemia, promuje rozwdj ukta-
du immunologicznego [5].

Do najwczesniej odkrytych [94] i dzi§ niepodwazalnych
naleza wtasciwosci przeciwmikrobiologiczne LF: biatko
wykazuje aktywnos¢ wobec wielu bakterii Gram-ujem-
nych i Gram-dodatnich, wiruséw otoczkowych i bezotocz-
kowych oraz r6znych rodzajéw grzybdéw i pasozytéow [97].
Dziatanie to wynika po czgsci ze zdolnosci biatka do che-
latowania zelaza (jonéw Fe*), a tym samym usuwania tego
pierwiastka ze Srodowiska wzrostu drobnoustrojéw [4,24].
LF zaréwno w krwi jak i wydzielinach §luzéwek wystepuje
w postaci ubogiej w zelazo (posta¢ apo-LF), moze zatem
sekwestrowa¢ duze ilosci tego pierwiastka. Inne mecha-
nizmy dziatania przeciwmikrobiologicznego LF obejmuja
m.in.: bezposrednie niszczenie oston i zaburzenia metaboli-
zmu komorek bakteryjnych [36], hamowanie proceséw ad-
herencji bakterii do tkanek ustroju gospodarza [58,75], ha-
mowanie tworzenia biofilmu przez niektére bakterie [118],
hamowanie poczatkowych etapéw zakazenia wirusowego,
tj. adsorpcje i wnikanie czastek wirusowych do komoérek
[63,102] oraz stymulacje uktadu odpornosciowego gospo-
darza do walki z patogenami [51,59,120].

Dziatania analogiczne do endogennej LF wykazuje biat-
ko egzogenne podane do organizmu réznymi drogami.
W profilaktyce i leczeniu najszersze zastosowanie znaj-
dzie biatko podawane doustnie (ze wzgledu na skutecz-
no$¢ i matg inwazyjnos¢ takiej procedury). Jak wskazuja
liczne badania, LF jest do$§¢ oporna na dzialanie enzy-
mow trawiennych i po podaniu doustnym osobnikom do-
rostym (odmienne sg ,,losy”” LF u noworodkéw) nie wchia-
nia si¢ lub wchtania si¢ w niewielkim stopniu do krazenia
[57,61,71,134]. Dziata jednak ogélnoustrojowo, co mozna
najprawdopodobniej wigzaé ze zjawiskiem aktywacji po-
czatkowo lokalnej odpowiedzi immunologicznej zwiaza-
nej z uktadem pokarmowym, a ta droga réwniez odpor-
nosci ogdlnoustrojowej [31,62,71,112,136]. Na podstawie
dotychczas dostgpnych wynikéw badafi nie mozna osta-
tecznie wykluczy¢, ze biatko jednak wchtania si¢ (przy-
najmniej czgsciowo) z przewodu pokarmowego, dociera
z krwia do tkanek docelowych i tu wywiera swoje dzia-
fanie. Uwzgledniajac powyzsze uwagi, nalezy przypusz-
czad, ze nieco inne beda mechanizmy dziatania biatka po-
danego miejscowo lub doustnie. Prawdopodobnie jednak

moga si¢ one uzupetniaé. Dotyczy to rowniez aktywnosci
przeciwnowotworowej LF.

Wtasciwosci przeciwnowotworowe laktoferryny zostaty
dostrzezone niewiele ponad 10 lat temu w testach na zwie-
rzgtach [14] i do dzi$ nie budza watpliwosci, potwierdzo-
ne w wielu badaniach.

Celem artykutu jest przeglad danych pochodzacych z ba-
dan laboratoryjnych, przedklinicznych oraz klinicznych
wskazujacych na przeciwnowotworowe i chemioprewen-
cyjne wlasciwosci laktoferryny.

Rozw0) NOWOTWORU A UKLAD IMMUNOLOGICZNY

Gtéwna korzys¢ z zastosowania laktoferryny w zwalczaniu
nowotworéw wydaje si¢ ptynaé z jej szeroko rozumianych
wlasciwo$ci immunomodulujacych. Zastosowanie natu-
ralnych lub syntetycznych substancji zmieniajacych rela-
cje miedzy uktadem odpornosciowym a komérkami nowo-
tworowymi przez bezposrednie usunigcie tych komorek lub
przez przywrécenie uktadowi odpornosciowemu zdolnosci
do walki z nowotworem stanowi jedng z dziedzin immu-
noterapii nowotworéw — immunoterapi¢ czynng nieswoi-
sta. Istotnym jej sktadnikiem moze stac si¢ LF.

Metody zmierzajace do modyfikacji uktadu immunolo-
gicznego znalazty juz stala pozycje w terapii nowotworéw.
Przewaznie stosowane sg tacznie z konwencjonalng chemio-
lub radioterapia, znacznie zwigkszajac skutecznos¢ lecze-
nia. Historia leczenia nowotworéw za pomocg nieswoiste;j
aktywacji odpornosci liczy sobie juz ponad 100 lat — ame-
rykanski chirurg Coley na przetomie XIX i XX w. zauwa-
zyl regresje migsaka u chorego, ktéry jednoczesnie zacho-
rowal na réze¢ i postanowit te spostrzezenia wykorzystac.
Najpierw podawat chorym zywe bakterie, potem preparat
z nadsaczy bakteryjnych, za pomoca ktérego wyleczyt (po-
no¢) sporg czegs¢ pacjentdw. Wedltug obecnej wiedzy sku-
tecznos¢ preparatow Coleya przypisac nalezy prawdopo-
dobnie uwalnianiu w organizmie chorych duzych ilosci
cytokin (gtéwnie TNF, IL-1, IL-12 i innych).

Wzmocnienie odpornosci w walce z nowotworem jest istot-
ne ze wzgledu na to, iz uktad immunologiczny ma w tej
walce istotny udzial, a niestety w wielu chorobach nowo-
tworowych nie funkcjonuje na tyle sprawnie, by wyeli-
minowa¢ zmienione nowotworowo komorki. Odpowiedz
przeciwnowotworowa angazuje wszystkie typy reakcji im-
munologicznej ustroju. Obejmuje mechanizmy odpornosci
nieswoistej, takie jak: cytotoksycznos$¢ makrofagéw i neu-
trofiléw, aktywno$¢ eozynofiléw, mastocytéw, komoérek
NK, aktywnos¢ cytokin (IFN, TNF), obecnos¢ biatek che-
latujacych zelazo (laktoferryna i transferryna) czy aktyw-
nos¢ sktadnikéw uktadu dopetniacza. Swoiste komérkowe
1 humoralne mechanizmy odpornosci przeciwnowotworo-
wej, zachodzace po prezentacji (w kontekscie MHC klasy
1i/lub II) komoérkom odpornosciowym antygenéw zwigza-
nych z nowotworem, obejmuja: cytotoksycznos¢ limfocy-
téw Tc, aktywnos$¢ cytokin wydzielanych przez limfocyty
Th, cytotoksycznos¢é komdrkowa zalezna od przeciwciat
oraz cytotoksycznos¢ przeciwcial zalezna od dopelniacza.
Wigkszos¢ antygenéw nowotworowych nie jest swoista dla
nowotworéw i wystepuje tez na prawidtowych tkankach
ustroju, z czym m.in. moze si¢ wiagza¢ mata immunogen-
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nos$¢ nowotworéw. Ze wzgledu na maltg immunogennosé
nowotworéw uwaza sig, ze w odpornosci przeciwnowo-
tworowej wigksza rolg odgrywaja raczej naturalne, mato
swoiste mechanizmy odpornosci niz mechanizmy swoiste
[44]. Obecnie uwaza si¢ réwniez, ze rozwoj nowotworu jest
mozliwy nie z powodu uposledzenia odpornosci chorego,
ale raczej na skutek niemoznosci rozpoznania mato swoi-
stych antygenéw komorek nowotworowych przez sprawny
uktad immunologiczny [85]. Skutkuje to ,,dysproporcja”
miedzy dynamika wzrostu nowotworu a mobilizacja me-
chanizméw kontrolnych organizmu. Mechanizmy ucieczki
komoérek zmienionych nowotworowo przed uktadem im-
munologicznym to m.in.: zmniejszona ekspresja lub brak
czasteczek MHC 1, czasteczek kostymulujacych i adhe-
zyjnych na komérkach nowotworowych, selekcja komo-
rek o obnizonej antygenowosci, indukcja czynnikéw i ko-
morek supresorowych gospodarza przez mikrosrodowisko
guza i inne mechanizmy [85].

Mimo iz nowotwoér rozwija si¢ poczatkowo przewaznie
w immunokompetentnym organizmie, w miar¢ rozwoju
choroby dochodzi do uposledzenia funkcji immunologicz-
nych, co dodatkowo wptywa na przebieg choroby i wzrost
nowotworu. Zmniejszona odpornos¢é nieswoista oraz swo-
ista komérkowa i humoralna towarzyszy wielu nowotwo-
rom (zaréwno uktadowym jak i litym), szczegélnie w za-
awansowanych stadiach choroby. Ostabienie odpornosci
nieswoistej obejmuje gtéwnie zmniejszenie bezwzgled-
nej liczby jedno- i wielojadrzastych komoérek fagocytuja-
cych oraz ostabienie ich zdolnosci fagocytarnej i bojcze;j.
Do najczestszych zaburzen odpornosci komérkowej naleza:
zmniejszenie bezwzglednej liczby limfocytéw, zmniejsze-
nie subpopulacji limfocytéw T CD4*, maty lub odwréco-
ny stosunek CD4*/CD8", uposledzenie zdolnosci do pro-
liferacji spontanicznej i stymulowanej mitogenami oraz
alloantygenami, zmniejszenie aktywnosci cytotoksycz-
nej komérek NK, zaburzona ekspresja MHC 11 11, recep-
tora TCR lub jego sktadowych (tancuchéw v, €, { kom-
pleksu CD3) oraz taricucha { CD16 (FcyRIID), czasteczek
CD4 i CD8, uposledzenie ekspresji czasteczek adhezyj-
nych oraz innych czasteczek na powierzchni limfocytéw
uczestniczacych w przekazywaniu sygnatu, co przyczynia
si¢ do zaburzenia funkcji tych komérek. Do zaburzen od-
pornosci humoralnej dochodzi gtéwnie w nowotworach
uktadowych (biataczkach, szpiczaku, makroglobulinemii
Waldrenstroma), a znacznie rzadziej w nowotworach na-
rzadowych. Objawiaja si¢ one zaburzeniami pierwotnej
i wtornej odpowiedzi humoralnej, zmniejszeniem st¢zenia
immunoglobulin, wytwarzaniem immunoglobulin niepra-
widtowych, zwigkszeniem st¢zenia cytokin (m.in. TGF-)
hamujacych wigkszos$¢ etapéw odpowiedzi humoralne;j
i komorkowej [44,45,66,68,83,85,141].

Uposledzenie uktadu immunologicznego podczas choro-
by nowotworowej jest tez spowodowane rozwojem same-
go nowotworu, ktéry, podobnie jak naciekajace go niektd-
re rodzaje komérek gospodarza, moze wytwarza¢ réznego
rodzaju substancje toksyczne i przekaZnikowe (np. reaktyw-
ne formy tlenu (RFT), TGF-f, IL-10) [7,69,89]. Niedobor
sktadnikéw uktadu odpornosciowego moze tez by¢ skut-
kiem bezposredniego zniszczenia tkanek krwiotworczej
i limfoidalnej przez namnazajace si¢ komérki nowotwo-
rowe. Jakkolwiek w poczatkowych stadiach choroby no-
wotworowej uposledzenie uktadu immunologicznego nie

jest gtebokie i dotyczy tylko poszczegdlnych sktadowych,
to w miarg rozwoju choroby dochodzi do glgbokich zabu-
rzen w obrebie wszystkich mechanizméw odpowiedzi im-
munologicznej [44]. Ponadto nalezy pamigtaé, iz do do-
datkowego obnizenia odpornosci sprzyjajacego rozrostowi
nowotworu, prowadzi tez zastosowane leczenie przeciw-
nowotworowe radio- i chemioterapeutyczne.

ZWIAZEK LAKTOFERRYNY Z CHOROBAMI NOWOTWOROWYMI

Na zwiazek migdzy poziomem ekspresji laktoferryny a pro-
cesami nowotworowymi zwrécono uwage juz w potowie lat
80. ub.w. Rado i wsp. zasugerowali, ze obecnos¢ LF moze
odgrywac rol¢ w prawidlowej ekspresji genéw komorek li-
nii granulocytéw, a wniosek taki oparli na spostrzezeniu, ze
komorki promielocytowej linii biataczkowej HL-60 wyka-
zujace niekompletne i defektywne réznicowanie nie naby-
waja mRNA LF nawet po indukcji réznicowania komérek
[106]. Furmanski i wsp. zwrdcili uwage na wigksza podat-
nos$¢ na raka piersi u spokrewnionych kobiet w Indiach,
u ktérych w mleku wystgpowaty niskie poziomy zwiazanej
z LF aktywnosci RNA-azowej [50]. LF jest czgsto znajdo-
wana w tkankach zmienionych nowotworowo (np. gruczo-
le sutkowym, gruczole slinowym, zotadku, endometrium)
w ilo$ciach nawet wyzszych niz w ich prawidlowych od-
powiednikach [25,88,126,135]. W innych nowotworach po-
ziom LF jest prawidlowy lub obnizony [25,99]. Dla przy-
ktadu, LF jest nadmiernie ekspresjonowana w zmianach
nowotworowych endometrium, a poziom biatka korelu-
je negatywnie z wyst¢gpowaniem receptorow progesteronu
[135]. Zmienna ekspresje biatka stwierdzono w pierwot-
nych ztosliwych nowotworach piersi, a jego obecnos¢ ko-
relowata negatywnie z ekspresja receptora estrogenowego.
Oznaczenie wysokich pozioméw LF moze zatem stano-
wic przeciwwskazanie do terapii hormonalnej raka piersi,
wskazujac posrednio na raka hormononiezaleznego [25].
Nie stwierdzono wytwarzania LF przez komérki linii raka
piersi i raka zotadka [25], a zmienne poziomy lub brak LF
w komorkach réznego typu nowotworéw zotadka u pacjen-
téw [126]. Co ciekawe, pierwotnie w zadnej z badanych linii
komérek nowotworowych nie udato si¢ znalez¢ obecnosci
tzw. alternatywnej postaci LF (ALF), kt6ra zidentyfikowa-
no we wszystkich badanych prawidtowych tkankach ptodéw
i osobnikéw dorostych. Ta posta¢ LF jest wynikiem alter-
natywnego sktadania genu LF i jest pozbawiona sekwencji
sygnalowej, pozostaje wigc w komorce (gléwnie w jadrze
komoérkowym), gdzie prawdopodobnie pelni rolg czynnika
transkrypcyjnego, moze zatem regulowac procesy prawid-
towego wzrostu i réznicowania komoérek [117]. Wprawdzie
w p6zZniejszych badaniach wykryto ekspresj¢ ALF w linii
komorek raka piersi oraz bioptatach ze zmian nowotworo-
wych gruczotu sutkowego, ale jej poziom byt bardzo ni-
ski w poréwnaniu do tkanek prawidlowych. ALF okazata
si¢ parametrem prognostycznym — wysokie st¢zenia byty
zwigzane z dluzszym ogélnym czasem przezycia chorych
[9]. Ta posta¢ LF wykazuje aktywnos¢ antyproliferacyjna
powodujac zatrzymanie komérki w fazie S cyklu i wydaje
si¢ odgrywac istotng rolg w regulacji prawidtowego wzro-
stu komorek [21]. Ponadto w wielu nowotworach znaleziono
zmieniony wzor metylacji DNA genu laktoferryny [99,122].
Metylacja przy dwunukleotydach CpG ma istotny wptyw na
ekspresje gendw: obecnos¢ grup metylowych przy resztach
cytozyny w obregbie CpG jest czgsto zwigzana z inaktywacja
genéw [77,108]. Stwierdzono istnienie odwrotnej korelacji
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pomiegdzy stanem metylacji genu LF a poziomem ekspre-
sji biatka w r6znych tkankach mysich [53]. Podobny zwia-
zek odkryto w prawidtowych i nowotworowych tkankach
ludzkich — zwigkszona metylacja w obrgbie promotora genu
LF wiazata sie z malq ekspresja biatka i byta cecha charak-
terystyczna komoérek nowotworowych [122]. Dodatkowego
znaczenia nabiera to, ze gen ludzkiej LF i ALF jest umiej-
scowiony w tym samym 1,6cM tzw. wspélnie eliminowa-
nym regionie chromosomu 3 (3p21), ktéry réwniez zawiera
geny zwiazane z hamowaniem nowotworéw [147]. W wielu
nowotworach (m.in. piersi, szyjki macicy, nerek, pecherza
moczowego, jader, ptuc, gtowy i szyi, chtoniakach i innych)
w obrebie krétkiego ramienia chromosomu 3 stwierdza sig
delecje i rearanzacje [86].

Konsekwencja znalezienia zaleznosci migdzy endogen-
na LF a rozwojem nowotworéw stalo si¢ zwrdcenie uwa-
gi na potencjalne wtasciwosci przeciwnowotworowe biat-
ka. Po raz pierwszy dostrzezono je juz w potowie lat 90.
ub.w. Bezault i wsp. stwierdzili hamujacy wptyw biatka na
rozwdj nowotwordw litych indukowanych doswiadczalnie
u myszy [14]. Ponadto LF na modelu mysiego czerniaka
B16 zmniejszata liczbe przerzutéw do ptuc. Autorzy badan
zwrocili uwage na mozliwy mechanizm dziatania biatka
— zniesienie aktywnosci komérek NK eliminowato dzia-
fanie LF, co wskazuje na udziat tych komérek w przeciw-
nowotworowej aktywnosci biatka.

PRZECIWNOWOTWOROWA AKTYWNOSC LAKTOFERRYNY — DZIALANIE
IMMUNOMODULUJACE

Pdzniejsze badania potwierdzity wstgpne wyniki Bezaulta
oraz wskazaty na wiele innych mozliwych mechanizméw
przeciwnowotworowego dziatania LF, wsréd ktérych do
najwazniejszych nalezy efekt immunomodulujacy [2,
57,62,71,82,90,109,111,124,125,127,128,129,136,143,148,
149]. Taki mechanizm dziatania mozna przypisa¢ biat-
ku podanemu réznymi drogami, réwniez ogélnoustrojo-
WO 1 miejscowo.

LF podawana doustnie jednoczesnie z karcynogennym
azoksymetanem hamowata tworzenie zmian nowotworo-
wych w jelicie grubym u szczuréw F344. Po podaniu roz-
tworu LF liczba zwierzat z rozwini¢tym gruczolakora-
kiem spadta z 57% wsréd zwierzat kontrolnych do okoto
20% u zwierzat otrzymujacych laktoferryng. LF reduko-
wata ponadto wielkosS¢ juz istniejacych zmian. Regresja
nowotworu byta skorelowana ze zwigkszeniem aktywno-
Sci cytotoksycznej komérek NK [111]. LF podawana do-
ustnie hamowata réwniez rozwdj spontanicznych zmian
polipowatych w jelicie cienkim u myszy ApcMin (zwie-
rzecy model rodzinnej polipowatosci jelita). Stwierdzono
ponadto korzystny wptyw LF na podniesienie masy cia-
fa zwierzat obnizonej w wyniku wspdtistniejacej anemii
i/lub wglobienia jelita, czgstych konsekwencji zmian no-
wotworowych [128]. W podobnym schemacie podawania
LF okazata si¢ skuteczna w zapobieganiu procesom kar-
cynogenezy chemicznej w przetyku i ptucach u szczuréw.
Liczba i wielkos¢ zmian nowotworowych w tkankach obu
narzadéw bytla istotnie mniejsza u zwierzat otrzymujacych
w diecie laktoferryne [127].

Bydlegca LF oraz laktoferrycyna (fragment czasteczki LF)
podane doustnie myszom znacznie hamowaly tworzenie

przerzutdw przez wszczepiony podskdrnie (s.c.) ztosliwy
nowotwor okreznicy (Co26Lu). Za hamujace dziatanie LF
odpowiadaty limfocyty T CD8* oraz komérki NK, ktérych
liczba i aktywnos¢ znacznie wzrosty po doustnym podaniu
biatka (odpowiednio o 22 i 71%). W testach in vitro ko-
morki te inkubowane z komérkami Co26Lu znacznie ob-
nizaty ich zywotnos¢ [61,125]. Podobne wyniki uzyskali
réwniez Kuhara i wsp. LF i jej hydrolizaty podane doustnie
wyraznie hamowaly eksperymentalna metastazg Co26Lu
u myszy (ograniczenie przerzutowania do ptuc), co auto-
rzy przypisuja indukcji przez LF odpowiedzi komérkowe;j
(wzrost liczby i aktywnosci komérek CD4*, CD8* i NK
w Sledzionie i krwi obwodowej) prawdopodobnie medio-
wanej przez IL-18, ktdra byta syntetyzowana przez komor-
ki nabtonka jelita cienkiego po kontakcie z LF [71]. W ko-
lejnych badaniach zanotowano dodatkowo wzrost liczby
limfocytow B IgA* oraz IgM* w blaszce wlasciwej jelita
cienkiego skorelowany z synteza IL-18, IFN-y oraz kaspa-
zy 1 w jelicie cienkim [136].

Masuda i wsp. wykazali hamujacy wptyw LF podawane;j
p.o. na procesy karcynogenezy w pecherzu moczowym
szczuréw. Pochodna nitrozoaminy indukowata zmiany no-
wotworowe w pecherzu, ktére pojawiaty si¢ rzadziej i miaty
mniejszy zasieg u zwierzat pijacych roztwor biatka. Autorzy
sugeruja, iz efekt ten moze by¢ zwiazany z obecnoscia LF
w pecherzu moczowym (przeprowadzone analizy wyka-
zaly obecnos¢ tego biatka w moczu) [82].

Z dotychczasowych badan, tacznie z najnowszymi wynika-
mi zespotu ligo, wyltania si¢ prawdopodobny mechanizm
lezacy u podtoza immunomodulujacego przeciwnowotwo-
rowego dziatania LF podanej doustnie [62,71,124,136]. LF
oraz jej pepsynowe hydrolizaty wptywaty wyraZnie stymu-
lujaco zaréwno na lokalna, jak i ogélnoustrojowa odpo-
wiedZ immunologiczna. Istotg takiego dziatania LF wyda-
je si¢ w pierwszym rzedzie stymulacja lokalnej odpornosci
w obrgbie btony §luzowej jelita. Podane doustnie biatko
moze wchodzié¢ w interakcje z komérkami nabtonka Slu-
z6wki jelita oraz z komoérkami odpornosciowymi zasied-
lajacymi blaszke wtasciwa btony sluzowej (obydwa typy
komorek maja receptory LF) [10,34,60,110]. Po kontakcie
z LF znacznie zwigkszal si¢ poziom uwalnianej przez ko-
morki nablonkowe IL-18 oraz towarzyszacej jej kaspazy 1
(IL-18 jest syntetyzowana w nieaktywnej postaci i cigta do
postaci aktywnej przez kaspaze 1). IL-18 jest konstytutyw-
nie wytwarzana przez komorki nabtonka i odgrywa istot-
na role w odpornosci zwiazanej ze Sluzéwkami, sprzyja
proliferacji i aktywacji limfocytéw T CD4* oraz T CD8*,
aktywuje komoérki NK, zwigksza ekspresje genéw wie-
lu cytokin, w tym IFN-y w komoérkach T i NK, indukuje
TNF-q, IL-1B oraz inne cytokiny, stymuluje ponadto od-
powiedzZ typu Thl oraz zwigksza cytotoksycznos¢ limfo-
cytow T CD8* i NK. Jest tez jednym z czynnikéw hamu-
jacych angiogenezg. Wzrostowi poziomu IL-18 w jelicie
towarzyszyt wzrost st¢zen IFN-y, cytokiny o znanym efek-
cie przeciwnowotworowym (poza bezposrednim hamowa-
niem proliferacji i dziataniem cytotoksycznym na komorki
nowotworowe, IFN aktywuje cytotoksyczne mechanizmy
komoérkowe, wzmaga wytwarzanie cytokin przeciwnowo-
tworowych, np. TNF oraz dziata antyangiogennie). Poza
komoérkami nabtonkowymi, potencjalnym celem stymula-
cji przez LF w Sluzéwece jelita moga tez by¢ makrofagi ke-
pek Peyera, ktore sa zdolne do uwalniania znacznych ilosci
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IL-18 i IL-1P. Faktycznie, wytwarzanie IL-18 przez ma-
krofagi otrzewnowe znacznie wzrosto po dodaniu do ho-
dowli LF [62]. Uwalnianiu cytokin towarzyszyt wzrost licz-
by oraz aktywnosci limfocytéw T CD4*, CD8*, komérek
NK, limfocytéw B IgA* oraz B IgM* w tkance limfatycz-
nej jelita cienkiego oraz limfocytéw T CD8* w jelicie gru-
bym. Co wazne, zwigkszone ilosci IL-18 oraz limfocytéw
T i NK znaleziono réwniez we krwi obwodowej i §ledzio-
nach zwierzat pijacych LF [62,71,136]. Wplyw biatka na
zwigkszenie aktywnosci cytotoksycznej komoérek NK oraz
LAK stwierdzono juz wcze$niej [30,59,113].

Zatem LF podana doustnie, poza bezposrednig stymulacja
odpornosci lokalnej jelita, zwigksza takze odpornos¢ ogdl-
noustrojowa, dzigki temu hamujace dziatanie LF nie ogra-
nicza si¢ jedynie do nowotworéw rozwijajacych si¢ w jeli-
cie, ale dotyczy zmian umiejscowionych w innych tkankach,
a takze przerzutujacych komoérek nowotworowych, ktére
po oderwaniu si¢ od pierwotnego ogniska z krwia i chton-
ka moga przenosi¢ si¢ do odlegtych miejsc organizmu.
Uzyskane wyniki badai tlumaczace przeciwnowotworo-
we wiasciwosci LF nie sa zaskakujace uwzgledniajac fakt,
iz juz wczesniej zwrécono uwage na stymulujacy wptyw
biatka na odpornos¢ lokalna zwiazana z jelitem i jej powia-
zania z odpornoscig ogélnoustrojowa [31,116]. Co wigcej,
w prezentowanych badaniach pomimo wyraznego efektu
przeciwnowotworowego LF, nie udato si¢ wykry¢ biatka
we krwi, co raczej przemawiatoby za bezposrednim jego
dziataniem tylko w przewodzie pokarmowym, a dopiero
posrednim — na caly organizm.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze poza wymienionymi aspekta-
mi dziatania LF w modulacji uktadu immunologicznego
podczas choroby nowotworowej, istotne znaczenie moze
mie¢ stymulujacy wplyw bialka na aktywnos¢ fagocytu-
jaca i cytotoksycznos¢ neutrofiléw oraz monocytéw/ma-
krofagéw [73,74,87,120]. Nie mozna zapomnie¢ réwniez
o innych oddziatywaniach LF zwigkszajacych reaktywnos¢
uktadu immunologicznego, takich jak chocby stymulacja
wytwarzania/uwalniania niektérych cytokin (TNF-o, IFN,
IL-6, IL-8, IL-1) [1,64,119,142,152] oraz dojrzewania lim-
focytéw B i T, co jest zwiazane z pojawianiem si¢ Swoi-
stych markeréw na ich powierzchni oraz nabyciem okre-
Slonych funkcji [153,154].

Jak juz wspomniano, w wielu nowotworach ekspresja r6z-
norodnych czasteczek powierzchniowych na komoérkach
odpornosciowych oraz innych (np. komoérkach srédbton-
ka) jest znacznie obnizona. Dotyczy to zaréwno czasteczek
receptorowych, kostymulujacych jak i czasteczek adhezji
migdzykomorkowe;.

LF ma zdolnos¢ do podnoszenia ekspresji czasteczek CD4
na powierzchni ludzkich komérek limfoblastycznych T li-
nii Jurkat [32]. Dziatanie to odbywa si¢ poprzez aktywa-
cj¢ przez LF jednej z kinaz MAP: LF indukowata ponad
2-krotny wzrost fosforylacji Erk2, przyczyniajac si¢ w ten
spos6b do przekazywania do wngtrza komorki sygnatow
aktywacyjnych. Kaskada kinaz biatkowych aktywowanych
przez mitogen (mitogen-activated protein kinases — MAPK)
stanowi jeden z wewnatrzkomoérkowych szlakéw przeka-
zywania sygnatu do aktywacji limfocytu T. Ostatnim og-
niwem tego szlaku jest wtasnie kinaza MAP (np. Erk2),
ktora po fosforylacji przez inne kinazy staje si¢ aktywna,

przemieszcza si¢ do jadra komérkowego, gdzie fosforyluje
czynniki transkrypcyjne. LF zatem wydaje si¢ przeksztat-
cac sygnaty aktywujace limfocyty analogicznie do sygna-
16w indukowanych przez mitogeny [32,33].

W wielu nowotworach stwierdzono obnizona ekspresje
taricucha { na powierzchni infiltrujacych nowotwér i kra-
zacych limfocytéw T i komoérek NK, czemu towarzyszy
obnizona odpowiedz proliferacyjna i zmniejszone wytwa-
rzanie cytokin [46,68,83,141]. Laricuch { stanowi sktadowa
kompleksu CD3 uczestniczacego w przekazywaniu sygna-
tu aktywujacego komérke z receptora TCR, ktéry zwigzat
antygen do wnetrza komorki. W przypadku niektérych no-
wotworéw nieobecnos¢ lub niska ekspresja tej czasteczki
sygnatowej koreluje z wigksza czgstoscig tworzenia prze-
rzutéw, krétszym okresem przezycia pacjentow oraz gor-
sza odpowiedzia na terapie biologiczne [83,141]. Frydecka
i wsp. wykazali niedawno w testach in vitro, ze LF sty-
muluje ekspresje taicucha £ na powierzchni limfocytéw
T uzyskanych z krwi obwodowej pacjentek z rakiem szyj-
ki macicy, jak réwniez od oséb zdrowych [47].

LF reguluje takze zjawiska adhezji [98], a zatem aktywa-
¢ji i migracji komorek, ktére wydaja si¢ jednym z najwaz-
niejszych proceséw decydujacych o prawidtowym funkcjo-
nowaniu uktadu odpornosciowego. Regulacja ta obejmuje
wplyw biatka na ekspresje réznych czasteczek adhezyj-
nych. Stymulacja czasteczek adhezji komérkowej to réw-
niez jeden z elementéw rozwoju stanu zapalnego, moze
by¢ zatem zjawiskiem niekorzystnym. W przypadku osta-
bionych funkcji immunologicznych chorych na nowotwoér
wydaje si¢ jednak odgrywac role pozytywna.

Zimecki i wsp. wykazali, ze laktoferryna reguluje ekspre-
sje czasteczki LFA-1 na powierzchni ludzkich jednoja-
drzastych komoérek krwi [155]. LFA-1 (CD11a/CD18) na-
lezy do integryn i wystepuje na powierzchni limfocytéw T,
B, monocytéw i neutrofiléw. Uczestniczy w interakcjach
miedzy leukocytami oraz leukocytami i komérkami $réd-
btonka. Jej rola jest adhezja limfocytéw T do APC i ko-
morek Srodblonka oraz przekazywanie limfocytowi sygna-
tu wzmagajacego aktywacje. LF wykazywata stymulujacy
wplyw na ekspresje LFA-1 w przypadku, gdy ekspresja ta
wyjsciowo byta na niskim poziomie, obnizata natomiast
poczatkowo wysoka ekspresj¢. Dziatanie regulacyjne biat-
ka byto najwyraZzniej regulowane przez TNF wytwarzany
przez monocyty obecne w hodowli, ktéry — wedlug nie-
ktérych autoréw — moze podnosi¢ ekspresjg LFA-1 [70].
LF z kolei jest zdolna do indukcji tej cytokiny w mono-
cytach i makrofagach [1,119,142]. Wzrost ekspresji innej
czasteczki z grupy integryn — CD11b stwierdzono u zdro-
wych oséb przyjmujacych doustnie LF [145]. CD11b ra-
zem z CD18 tworzy integryng Mac-1 na leukocytach, kt6-
ra uczestniczy w adhezji tych komérek do srédbtonka oraz
wiazaniu dopelniacza.

Jak sie wydaje, LF moze réwniez w pewnych sytuacjach
stymulowac ekspresj¢ integryny ICAM-1 — jednego z li-
gandéw LFA-1 na komérkach srédbtonka, nabtonka oraz
monocytéw. W badaniach wiasnych (dane niepublikowa-
ne) stwierdzono, iz LF podnosita podstawowa ekspre-
sje ICAM-1 na monocytach ludzkiej krwi obwodowej,
a w mniejszym stopniu, na komoérkach linit HUVEC (hu-
man umbilical vein endothelial cells). Co ciekawe, LF
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obnizata poziom biatka podniesiony po stymulacji LPS,
wykazywata wigc wyrazny wptyw regulujacy, zalezny od
stanu komorki.

Stwierdzono réwniez stymulujacy wptyw LF na ekspresje
selektyny P obecnej na ptytkach krwi i komoérkach §réd-
btonka, innej czasteczki uczestniczacej nie tylko w adhe-
zji, ale réwniez w przekazywaniu sygnaléw aktywujacych
leukocyty [72].

Co ciekawe, laktoferryna podawana w innych, poza doust-
nym, schematach terapeutycznych réwniez wykazuje dzia-
tanie przeciwnowotworowe. Tutaj takze, poza dzialaniem
miejscowym, wazny wydaje si¢ wptyw immunomodulu-
jacy biatka. LF podana w bezposredniej iniekcji doguzo-
wej okazata si¢ skuteczna w leczeniu raka ptaskonabton-
kowego dna jamy ustnej u myszy. W badaniach in vitro
potwierdzono, ze wplyw byt spowodowany cytotoksycz-
nym dziataniem biatka na komérki nowotworowe (ponad
50% hamowania wzrostu komérek w stosunku do kontro-
li). Co wazne, na modelu in vivo wyraznie wigksze hamo-
wanie guza zaobserwowano u myszy immunokompeten-
tnych w poréwnaniu z myszami z niedoborami odpornosci
(nie wykazano réznic in vitro). Wskazuje to na immuno-
modulacje jako kolejny, bardzo wazny mechanizm dziata-
nia biatka podanego miejscowo [143]. WyraZnie hamujacy
wplyw LF zaréwno na wzrost guza in situ, jak i zdolnos¢
przerzutowania wykazano na modelu mysiego czerniaka
B16 oraz chtoniaka L.5178Y. Bydleca apo-LF i laktoferry-
cyna podane s.c. dzief po inokulacji komdrek nowotwo-
rowych ograniczaly wielkoS¢ guzéw i liczbe przerzutéw
do §ledziony, watroby oraz ptuc. BLF wysycona zelazem
(co sugeruje, iz ten rodzaj aktywnosci biatka moze zale-
ze¢ od wysycenia metalem) oraz apo-HLF miaty wyraz-
nie stabsze dziatanie [149].

PRZECIWNOWOTWOROWA AKTYWNOSC LAKTOFERRYNY — INNE
MECHANIZMY DZIALANIA

W przypadku podania miejscowego i by¢ moze réwniez en-

teralnego (zaktadajac, ze biatko cho¢ czesciowo wchtania

si¢ z przewodu pokarmowego) poza oczywistym wptywem

immunostymulujacym na lokalna odpowiedZ immunolo-

giczna, szczegblne znaczenie maja bezposrednie przeciw-

nowotworowe wlasciwosci biatka obejmujace:

* bezposrednie dzialanie lityczne na komérki nowotwo-
rowe,

 dziatanie proapoptotyczne,

 dziatanie antyproliferacyjne,

* dziatanie antyangiogenne,

* wiasciwosci antyoksydacyjne,

e chelatowanie jonéw zelaza.

Dzialanie lityczne biatka i jego peptydéw potwierdzono
w badaniach in vitro oraz in vivo. Bydlgca laktoferrycy-
na wywierata bezposrednie dziatanie przeciwnowotworo-
we na komorki linii nowotworowych: wtékniakomigsaka
MethA, czerniaka B16F10 i raka okreznicy C26 oraz wy-
wodzace si¢ z nich nowotwory [35]. Mikroskopia skanin-
gowa wykazata dziatanie cytotoksyczne LF objawiajace sig
uszkodzeniem btony komérkowej i liza komérek in vitro,
co prowadzito do rozlegtej krwotocznej nekrozy i ograni-
czenia wielkosci guzow in vivo. Taki mechanizm dziata-
nia byl swoisty dla bydlecej laktoferrycyny, nie wystapit

w przypadku uzycia mysiej laktoferrycyny oraz bydlecej
laktoferryny. Dalsze badania wykazaty, ze podobna ak-
tywnos$¢ przeciwnowotworowa majg syntetyczne peptydy,
bedace analogami tych uzyskanych z korica N czasteczki
BLF (reszty 14-31) [146]. Co wazne, uzyskane peptydy od-
znaczaly si¢ selektywnoscia dziatania: byly znacznie bar-
dziej toksyczne wobec komérek linii nowotworowych niz
wobec komoérek prawidtowych. O tej wybiérczosci dzia-
tania moga decydowaé pewne réznice w budowie btony
komoérkowej komérek transformowanych nowotworowo,
np. wigksza ilo$¢ ujemnie natadowanej fosfatydylosery-
ny, inna zawartos¢ lipoprotein i zmieniona ptynno$¢ bto-
ny. Tlumaczy to zdolnos¢ peptydéw litycznych do ,.;roz-
rézniania” komdérek nowotworowych od ich prawidtowych
odpowiednikéw. Jak si¢ okazalo, pewne elementy struk-
tury lipidow moga decydowac o ich aktywnosci bojczej
oraz selektywnosci dziatania. Sa to np. liczba i pozycja
dodatnio natadowanych reszt aminokwasowych oraz licz-
ba reszt aromatycznych. Najwigksza toksycznos¢ przeja-
wiatly te peptydy, ktére wszystkie reszty kationowe miaty
zgrupowane w jednym sektorze swojej struktury helikal-
nej, jednak jednoczes$nie cechowala je mniejsza wybidr-
cz0$¢ dziatania. Synteza odpowiednich peptydéw powinna
umozliwi¢ w przysztosci uzyskanie zwiazkéw o jednoczes-
nej najwiekszej aktywnosci i selektywnosci dziatania wo-
bec komdrek nowotworowych.

Preinkubacja z LF zwigkszata wyraznie podatnos¢ komérek
nowotworowych (linia komorek raka piersi i raka okr¢zni-
cy) na cytotoksyczne dziatanie komérek NK [30]. Co istot-
ne, biatko wykazywato selektywne dziatanie na komoérki
nowotworowe, nie modyfikowato podatnosci na liz¢ pra-
widtowych komérek hematopoetycznych linii Jurkat lub
K-562. Autorzy ttumacza to wigksza zdolnoscia wiazania
si¢ czasteczek LF do powierzchni komérek nowotworo-
wych poprzez glikozaminoglikany, ktérych na komérkach
nowotworowych jest znacznie wigcej niz na komdrkach
prawidiowych [29].

Aktywno$¢ proapoptotyczna stwierdzono dla ludzkiej
i bydlecej LF oraz jej pepsynowych hydrolizatéw w stosunku
do wielu komoérek nowotworowych [48,84,92,109,148].

Bydleca laktoferrycyna indukowata apoptoze w ludzkiej
nowotworowej linii monocytowej THP-1, co wiazato sig
z aktywacja zaleznych od Ca*/Mg** endonukleaz i wy-
twarzaniem RFT [148]. Zaréwno LF jak i pochodne pep-
tydy indukowata apoptoz¢ w ludzkiej linii komoérek bia-
taczki mieloidalnej HL-60 [109], a bydlgca LF podana
doustnie — w obrebie zmian nowotworowych tkanki ptuc-
nej u myszy [84]. W kolejnych badaniach udalo si¢ wy-
jasni¢ mechanizm lezacy u podstaw proapoptotycznego
dziatania biatka.

Doktadna replikacja i podzial materiatu genetycznego ko-
morki decyduje o jej przezyciu. ,,Btad” w tych procesach
(np. spowodowany zadzialaniem karcynogenu) powinien
skierowac¢ komoérke na droge $mierci apoptotycznej — dla
dobra organizmu jako catosci. Gdy tak si¢ nie stanie, ko-
morki przechodza przez cykl komoérkowy, proliferuja, a po-
wstate uszkodzenie si¢ utrwala. W niektérych przypadkach
prowadzi to do rozwoju nowotworu. Apoptoza reprezentu-
je zatem gtéwny mechanizm obrony przed nowotworem.
W komorce istnieje wiele mechanizméw kontrolujacych
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prawidtowos¢ przebiegu cyklu komdrkowego i w razie po-
trzeby powodujacych jego czasowe zatrzymanie (to czas
na naprawe uszkodzen) lub smieré apoptotyczna komorki
(gdy ta naprawa nie jest mozliwa).

Jednym z podstawowych mechanizméw regulujacych apo-
ptoze sa geny/biatka supresorowe nowotworéw. Geny ha-
mujace rozwoj nowotworu (geny supresorowe) i biatka,
ktore koduja, dziataja jako negatywne regulatory wzrostu
komorki. Kontrolujac przebieg proceséw zyciowych ko-
morki, takich jak: proliferacja, replikacja DNA, apoptoza
chronia ja przed wytamaniem si¢ spod kontroli mechani-
zmdw regulujacych. Mutacje tych genéw te kontrolg znosza
— zaburzenia w ich ekspresji i czynnosci sa czgsto znaczne
w wielu nowotworach. Istnieje kilkanascie zidentyfikowa-
nych gendéw/biatek supresorowych, a p53 jest tutaj szcze-
g6blnie istotne. Utrata funkcji p53 jest powodem wrodzone-
go zespotu Li-Fraumeni, w ktérym juz w mtodym wieku
moga si¢ ujawnia¢ mnogie guzy tkanek migkkich, biatacz-
ki, chtoniaki, nowotwory mézgu i sutka. Poza zwiazkiem
z zespotem Li-Fraumeni, gen supresorowy P53 jest zmuto-
wany lub utracony w wielu réznych ludzkich nowotworach
(w ponad 50% wszystkich rodzajéw nowotworéw docho-
dzi do jego inaktywacji) [79]. Wykazano, iz gen P53 jest
swego rodzaju ,,celem’” mutacji w réznych nowotworach,
np. w indukowanych promieniowaniem UV rakach skéry
podstawno- i kolczystokomérkowych wykazano obecnosé
mutacji charakterystycznych dla UV w réznych regionach
tego genu i to az w 60—-100% guzdéw, a co wigcej, na bardzo
wczesnych etapach rozwoju raka. P53 moze by¢ ponadto
mutowany i inaktywowany przez karcynogeny chemiczne
[133]. P53 jest nazywany straznikiem genomu — kontrolu-
je cykl komérkowy, szczegdlnie w jego ,,punkcie kontrol-
nym’ migdzy faza G11 S, odpowiadajac za przetrzymanie
komérki w fazie G1 na czas potrzebny do dokonania na-
praw DNA. Jesli stopient uszkodzenia przekracza pewien
poziom, komoérka zostaje skierowana na droge apoptozy,
za ktorej indukcje odpowiada p53 (biatko p53 przylacza
si¢ do swoistych regionéw DNA i inicjuje wiele zdarzen,
ktérych konsekwencja jest apoptoza). Ekspresja zmutowa-
nego p53 moze mie¢ katastrofalne skutki dla organizmu
— komorki z uszkodzonym materiatem genetycznym prze-
chodzg przez caly cykl komérkowy, ich nieprawidlowosci
moga si¢ utrwala¢ w kolejnych pokoleniach komérek, a to
w konsekwencji moze prowadzi¢ do rozwoju nowotwo-
ru. Mutacja genu P53 nie tylko umozliwia wczesne etapy
rozwoju nowotworu (promocja), ale rowniez jest zwigzana
Z jego progresja, czyli przemiang ztos§liwa. Do inaktywacji
tego genu (jako dodatkowej zmiany genetycznej) dochodzi
np. w komoérkach, ktére tworza nieztosliwe brodawczaki,
gdy staja si¢ one ztosliwymi rakami kolczystokomoérko-
wymi [133]. Poza wptywem na rozwéj nowotwordw, mu-
tacja genu P53 jest takze jednym z gtéwnych czynnikéw
opornosci komérek nowotworowych na stosowane cytosta-
tyki (réwniez terapie wielolekowa) oraz promieniowanie.
Wiele cytostatykéw uszkadzajacych material genetyczny
komérki dziata przez indukceje¢ apoptozy, inicjowana przez
biatko p53. W zwiazku z tym, mutacje prowadzace do in-
aktywacji genu/biatka p53 sprawiaja, ze komorki staja sie
niewrazliwe na mutagenne dzialanie chemio- i radiotera-
pii, unikaja §mierci apoptotycznej i moga nadal zy¢ i pro-
liferowac [79]. Niedawno wskazano réwniez na rolg p53
w angiogenezie nowotworowej [19]. Mutacje w obrgbie
P53 koreluja ze zredukowang ekspresja trombospondyny

(inhibitora angiogenezy), zwigkszong angiogeneza i pro-
gresja nowotworu w kierunku zeztosliwienia.

Ze wzgledu na gtéwna rolg gendéw supresji nowotworu
(réwniez P53) w rozwoju procesOw nowotworzenia, ,,na-
prawa” uszkodzonych supresorow przywracajaca réwno-
wage migdzy proliferacja a apoptoza mogtaby zahamowacd
lub ograniczy¢ wzrost nowotworu. Obecnie podejmowa-
ne sa préby kliniczne przywrécenia kontroli nad cyklem
komérkowym poprzez transfekcje komoérek guza gena-
mi supresorowymi (testy dotycza m.in. terapii raka ptuc,
raka kolczystokomdrkowego gtowy i szyi, watroby, jajni-
ka, ostrej biataczki szpikowej). Czgs¢ testéw powiodta sig
doprowadzajac do regresji nowotworu [16,23].

Najnowsze badania wskazuja na mozliwos¢ dziatania pro-
apoptotycznego LF przez wptyw na P53. Okazalo sig, ze
LF swoiscie aktywuje supresorowy gen P53 poprzez ak-
tywacje¢ jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB
i konsekwentnie reguluje wytwarzanie biatka supresoro-
wego p53 [92]. W badaniach in vitro na komérkach ludz-
kiego raka szyjki macicy (HeLa) stwierdzono, ze LF dziata
poprzez aktywacje¢ kinazy NIK, ktéra fosforyluje nastep-
nie kinaz¢ IKK, a ona z kolei fosforyluje IxB — inhibi-
tor czynnika NF-xB. Fosforylacja IxB jest sygnatem do
jej oderwania si¢ od NF-xB, co powoduje uwolnienie ak-
tywnego czynnika, ktéry po translokacji do jadra komér-
kowego taczy si¢ z sekwencjami promotora P53, prowa-
dzac do ekspresji genu.

Inne badania wskazujq réwniez na odmienny (poza akty-
wacja P53) mechanizm dziatania proapoptotycznego LF
na komérki nowotworowe. Fujita i wsp. wykazali na mo-
delu indukowanych azoksymetanem nowotwordw jelita
grubego u szczuréw F344, ze podawana doustnie laktofer-
ryna zwigkszata ekspresj¢ Fas — receptora odpowiedzial-
nego za indukcje apoptozy nalezacego do rodziny recep-
toréw TNF [48]. Wzrost ekspresji Fas (ponad 2,5-krotny)
w komorkach jelita grubego obserwowano zaréwno pod-
czas wezesnej jak i pdznej fazy rozwoju guzéw, a komor-
ki ekspresjonujace Fas i apoptotyczne wystgpowaly przede
wszystkim w obszarze §wiatla jelita, gdzie LF miata bez-
posredni dostep do komoérek. Wzrostowi ekspresji biatka
Fas towarzyszyl wzrost aktywnosci kaspazy 8 i 3, bialek
uczestniczacych w przekazywaniu sygnatéw prowadzacych
do apoptozy. Te zmiany wyrazZnie korelowaty z redukcja
zmian nowotworowych w $cianie jelita (zaréwno liczby jak
i wielkosci guzéw) [111,125]. Uzyskane wyniki wskazu-
ja, iz apoptoza powodowana zwiekszona ekspresja Fas jest
elementem chemioprewencyjnego dziatania LF.

Damiens i wsp. [28] stwierdzili, ze LF powoduje zahamo-
wanie proliferacji komérek raka sutka MDA-MB-231 in
vitro przez zatrzymanie cyklu komérkowego na skutek za-
blokowania przejscia z fazy G1 do S. Zatrzymanie w fazie
G1 byto zwiazane ze znacznym spadkiem poziomu kinazy
CDK?2 i cykliny E, co korelowato ze spadkiem aktywnosci
CDK?2. Ponadto stwierdzono znaczny spadek aktywnosci
kinazy CDK4, czemu towarzyszyta zwigkszona ekspresja
inhibitora CDK4 — biatka p21 (CIP1). LF zachowywata
rowniez bialko retinoblastoma pRb w hipoufosforylowa-
nej postaci (tzn. zdolnej do blokowania czynnikéw tran-
skrypcyjnych). Biatko retinoblastoma pRb to, obok p53,
biatko supresorowe guza. Hamuje aktywnos¢ czynnikéw
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transkrypcyjnych E2F (jest aktywne w stanie hipofosfory-
lacji). Hiperfosforylacja pRb przez kinazy zalezne od cy-
klin, inaktywuje to biatko przy przejsciu z fazy G1 do S,
co pozwala komérkom wkroczy¢ do fazy S. Rodzina bia-
tek p21 to inhibitory komplekséw CDK (kinazy zalezne od
cyklin) -cykliny. Ekspresja p21 jest regulowana przez p53
(gen P21 moze by¢ indukowany przez biatko p53); te dwa
biatka zatem wspdtdziataja w zatrzymaniu cyklu komoérko-
wego. Kompleksy CDK-cykliny sa niezbedne do uporzad-
kowanego wlaczania i ekspresji genéw, ktérych produk-
ty odgrywaja istotna rolg w procesie replikacji. Kompleks
CDK2-cyklina E pojawia si¢ w fazie G1 i osiaga najwyz-
sze stezenie na granicy G1/S, ktore nastgpnie gwaltow-
nie spada. Funkcja CDK2-E jest inicjacja syntezy DNA
we wczesnej fazie S, a CDK-D — umozliwienie komérce
przejscia punktu granicznego G1/S. Autorzy powyzej za-
prezentowanych badan wskazuja, iz LF moze by¢ aktyw-
na w zahamowaniu wzrostu réwniez innych zmienionych
nowotworowo komorek nabtonkowych (m.in. HBL-10,
MCF-7, HT-29) dziatajac poprzez mechanizm czgsciowo
niezalezny od p53 [28].

Z dziataniem proapoptotycznym na komorki nowotworowe
wiaze si¢ dzialanie antyproliferacyjne biatka. Bydlgca LF
podawana doustnie myszom hamowata rozw6j guza ptuc
hamujac proliferacj¢ komoérek nowotworowych i zwigk-
szajac ich apoptozg [84]. Aktywacja enzymoéw detoksy-
fikujacych oraz modyfikacja proliferacji komorek to me-
chanizm przeciwnowotworowego dziatania BLF u myszy
z nowotworem j¢zyka indukowanym chemicznie [121].
Stwierdzono hamowanie proliferacji komoérek ludzkiej
biataczki promielocytowej linii HL-60 przez hydroliza-
ty BLF, co wiazatlo si¢ z indukcja apoptozy przez bada-
ne peptydy [109].

Kolejnym elementem przeciwnowotworowego dziatania LF
jest dzialanie angiostatyczne. Angiogeneza (neowaskula-
ryzacja, tworzenie nowych naczyn krwionosnych) odgry-
wa istotng rolg¢ w rozwoju nowotworéw i tworzeniu prze-
rzutéw [107]. Uwage na udzial angiogenezy we wzroscie
nowotworéw zwrécono juz na poczatku lat 70. ub.w. [41],
a sformutowane wtedy koncepcje angiogenezy nowotwo-
rowej zostaty potwierdzone pdéZniej w wielu badaniach
[19,20,40,42,43]. Podstawowa z nich gtosi, ze wzrost no-
wotworu jest zalezny od angiogenezy; kazdy przyrost no-
wotworu wymaga jednoczesnego wzrostu naczyn krwio-
nos$nych, ktére beda zaopatrywaly tkanke nowotworowa
w tlen i sktadniki odzywcze potrzebne do dalszego wzro-
stu (guzy lite nie moga rosnaé ponad 2 mm?® bez dodatko-
wego zaopatrzenia w krew). Ostatnie wyniki wskazuja, ze
angiogeneza uczestniczy w pozytywnej kontroli nie tylko
nowotwordw litych, ale réwniez odgrywa rolg w rozwoju
nowotworéw uktadowych, a wigc terapia angiostatyczna
moze ogranicza¢ rowniez wzrost bialaczek i szpiczakéw
[8,15]. Angiogeneza jest procesem ztozonym, obejmuja-
cym proliferacje komorek srédbtonka naczyn wtosowatych
oraz zwigkszenie ich ruchomosci i uzyskanie zdolnosci do
tworzenia nowych struktur naczyniowych. U osobnikéw
dorostych, w normalnych warunkach, nowe naczynia nie
powstaja, ale moga by¢ tworzone w zdrowych tkankach
w pewnych sytuacjach, np. po zranieniu, podczas menstru-
acji, w ciazy, podczas dojrzewania ptodu [85]. Zdolnos¢
do stymulacji angiogenezy przez nowotwor jest zwiazana
z nabyciem cech ztosliwosci i jest niezbedna do efektyw-

nego powstawania zmian przerzutowych [20,131]. Ocena
stopnia angiogenezy w niektérych nowotworach ma war-
to$¢ diagnostyczno-prognostyczna (np. w raku gruczotu
krokowego i raku piersi rokuje niekorzystnie). W punk-
cie krytycznym swojego wzrostu guz zaczyna wytwarzac
réznego rodzaju czynniki stanowiace sygnat dla otaczaja-
cych go komoérek endotelium do rozpoczecia angiogenezy.
Znanych jest kilkadziesiat czynnikéw o wtasciwosciach po-
budzania neowaskularyzacji. Naleza tutaj czynniki wzro-
stowe: m.in. angiogenina, angiotropina, czynnik wzrostu
naskdrka, czynniki wzrostu fibroblastéw (FGF — fibroblast
growth factors), czynnik wzrostu Srédbtonka naczyn (VEGF
— vascular endothelial growth factor); cytokiny: TNF-o,
IFN-y, G-CSF, IL-1, IL-6, IL-8; endogenne modulatory:
integryna a3, angiopoetyna, endotelina, syntaza tlenku
azotu, prostaglandyny oraz enzymy o aktywnosci proteaz
(proces rozszerzania si¢ sieci naczyn i nowotworu wyma-
ga proteolitycznej degradacji substancji migdzykomorko-
wej) [19,43]. FGF i VEGF odgrywaja gtéwna rolg w an-
giogenezie nowotworowej, a ich ekspresje wykazano dla
wigkszosci nowotworéw [37,85,90]. Zahamowanie aktyw-
nosci tych czynnikéw jest jednym z gtéwnych celéw tera-
pii angiostatycznych (obecnie w klinice uzywany jest juz
Talidomid — lek hamujacy dziatanie zasadowego czynnika
wzrostu fibroblastéw). Na etapie badan znajduje si¢ zasto-
sowanie naturalnych inhibitoréw angiogenezy (np. angiosta-
tyny), inhibitoréw proteinaz macierzy, inhibitoréw integryn
[107]. W koncu lat 90. XX wieku w fazie préb klinicznych
znajdowalo si¢ w sumie ponad 30 réznych terapii majacych
na celu ograniczenie angiogenezy [13,19,38,104]. Wydaje
sig, ze najskuteczniejszym sposobem postgpowania byto-
by potaczenie terapii antyangiogennych z konwencjonal-
na terapia cytostatykami. Wynika to z faktu, ze inhibito-
ry angiogenezy niszcza dzielace si¢ komoérki naczyn, ale
nie komorki nowotworowe. Za pomoca cytostatykow trze-
ba wigc zredukowac masg guza, a za pomocg inhibitoréw
angiogenezy nie dopusci¢ do odtworzenia krazenia w jego
obrebie. Hamujac angiogeneze mozna tez posrednio za-
hamowac¢ wzrost nowotworu, bo nalezy pamigta¢ o wza-
jemnych dwukierunkowych oddziatywaniach guz — naczy-
nia: proliferujace pod wptywem komérek guza komoérki
endotelialne poprzez mechanizmy parakrynne wytwarza-
ja czynniki wzrostowe stymulujace proliferacje komoérek
nowotworowych [19].

Antyangiogenny wplyw laktoferryny i laktoferrycyny wyka-
zano po raz pierwszy w 1998 roku [149]. W tescie skornym
u myszy badano wielkos¢ guza i liczbg naczyn krwionos-
nych w jego obregbie oraz zdolnos$¢ do tworzenia przerzutéw
(w badaniach uzyto komdrek mysiego czerniaka B16 i chlo-
niaka L5178Y o silnej zdolnosci przerzutowania). U myszy
traktowanych s.c. BLF i laktoferrycyna B wystapita istot-
na redukcja w wielko$ci guza pierwotnego, ilosci zwiaza-
nych z guzem naczyn krwionos$nych oraz mniejsza ilos¢
przerzutéow do Sledziony, ptuc i watroby. Antyangiogenna
aktywnos¢ laktoferryny zostata potwierdzona w kolejnych
badaniach [90,115]. Norrby i wsp. wykazali po raz pierw-
szy, ze LF podana doustnie hamuje angiogenez¢ mediowa-
na VEGF w obrebie krezki (ograniczenie tworzenia sieci
naczyn, skrécenie naczyn), co wskazuje, iz laktoferryna
moze by¢ uznana za pierwsze endogenne biatko wykazu-
jace dzialanie antyangiogenne po podaniu doustnym [90].
Ze wzgledu na enzymatyczng proteolize biatka w przewo-
dzie pokarmowym [132], za dziatanie antyangiogenne LF
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odpowiada nie tylko jej natywna postac, ale najprawdopo-
dobniej réwniez produkty jej enzymatycznego trawienia
(m.in. laktoferrycyna i inne peptydy). Podobne zjawisko
nabycia funkcji antyangiogennych i przeciwnowotworo-
wych po trawieniu enzymatycznym dotyczy takze innych
biatek: angiostatyny, endostatyny i antytrombiny (natyw-
ne biatka wykazuja odmienna aktywnos¢ niezwigzana
z tworzeniem naczyn krwionosnych) [95,96]. Wplyw an-
tyangiogenny LF jest zwiazany z hamowaniem prolifera-
cji komorek srédbtonka naczyn, co wykazano w tescie in
vitro z wykorzystaniem linii ludzkich komérek endotelial-
nych HUVEC [90]. LF wiaze si¢ do specjalnych miejsc
na powierzchni komérek srédbtonka (elementami wiaza-
cymi o duzej wydajnosci i matym powinowactwie moga
by¢ usiarczanowane czasteczki powierzchniowe, takie jak
heparynopodobne glikoaminoglikany lub proteoglikany),
ktére moga wytapywac biologicznie aktywne czasteczki
i przytrzymywac je przy powierzchni komoérki do momen-
tu zwigzania przez wlasciwe receptory o duzej swoistosci
[39]. Receptorami LF tego drugiego typu na powierzchni
komorek srodbtonka wydaja sie LRP (low-density-lipo-
protein-receptor-related protein), ktére uczestnicza row-
niez w endocytozie i transcytozie LF w komérkach $réd-
btonka. LRP na komoérkach endotelialnych wiaza réwniez
apoproteing E silnie hamujaca proliferacje i ruchliwosé
tych komérek [130].

Shimamura i wsp. potwierdzili ostatnio, ze przeciwnowo-
tworowa aktywnos$¢ LF moze by¢ mediowana przez ha-
mowanie angiogenezy [115]. Biatko dziatalo, zaleznie od
dawki, hamujaco na angiogenezg in vivo (test bton omocz-
niowo-kosméwkowych zarodkéw kurzych) oraz w testach
in vitro (hamujac tworzenie struktur rurkowatych przez
mysie komorki endotelialne oraz mediowana FGF i VEGF
proliferacje tych komérek). Ponadto LF hamowata zwigza-
na z guzem angiogeneze, gdy zostata podana myszom do-
ustnie (model worka powietrznego na grzbiecie). Autorzy
sugeruja, ze takie dziatanie LF wynika z bezposrednie-
go wpltywu hamujacego na proliferacje endotelium oraz
wplywu posredniego przez stymulacje¢ uwalniania IL-18
i IFN-y przez komérki nabtonka Sluzéwki przewodu po-
karmowego. W tescie in vitro rowniez stwierdzono induk-
cje wytwarzania IL-18 przez makrofagi otrzewnowe. Przez
IL-18 moze by¢ takze indukowane posrednio wytwarzanie
IFN-y [103]. Zaréwno IL-18 jak i IFN-y sg cytokinami ha-
mujacymi neowaskularyzacjg [26,27].

W kontekscie chemioprewencyjnych i przeciwnowotwo-
rowych dziatain LF, wspomnie¢ nalezy tez o wla$ciwos-
ciach antyoksydacyjnych biatka [22]. Bowiem reaktyw-
ne formy tlenu (RFT) i formy im pokrewne (m.in. tlenek
azotu, ditlenek azotu, H,0, i wolne rodniki substancji or-
ganicznych) moga uczestniczy¢ w procesie karcynogene-
zy 1 wzrostu nowotworu [54,93]. Wolne rodniki moga by¢
indukowane przez ekspozycj¢ zwierzat i ludzi na rézne-
go rodzaju ksenobiotyki i mikroorganizmy oraz powstaja
w czasie prawidlowych reakcji redoks w taiicuchu komor-
kowym w wigkszosci komérek tlenowych. Wolne rodniki
sg potencjalnie niezwykle reaktywne i chemicznie niesta-
bilne, moga reagowac swoiscie ze sktadnikami komorki,
modyfikujac je i uszkadzajac. Doswiadczenia in vitro wy-
kazatly, ze RFT moga stymulowac ekspresj¢ niektérych on-
kogenéw (np. c-fos, c-myc i c-jun) [54]. RFT moga uszka-
dzaé sktadniki DNA i w ten sposéb prowadzi¢ do powstania

mutacji. Stwierdzono, ze addukty RFT-DNA, takie jak 8-
hydroksydeoksyguanina, 2-hydroksyadenina, 8-hydroksy-
adenina, 5-hydroksyuracyl, 8-nitroadenina sg premutagen-
ne i indukuja swoiste typy mutacji genéw [123]. To z kolei
zmienia ekspresj¢ genéw i powoduje zaburzenia w regu-
lacji cyklu komérkowego. Nadtlenki organiczne i H,O,
zostaty zidentyfikowane jako promotory procesu karcy-
nogenezy u myszy [52]. Stwierdzono, ze wiele substancji
promujacych rozwoj guza nie tylko wzmaga wytwarzanie
RFT w komérkach naskérka myszy, ale jednoczesnie ob-
niza aktywnos¢ enzyméw odpowiedzialnych za usuwanie
RFT z komérek (dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy i pe-
roksydazy glutationowej) zwigkszajac w ten sposéb ste-
zenia RFT w komorce i nasilajac uszkodzenia. Obnizenie
aktywnosci enzyméw chroniacych przed RFT stwierdzo-
no rowniez w nowotworach u ludzi [78]. Wiadomo, ze zra-
nienia i stany zapalne (gléwnie chroniczne) maja dziata-
nie kokarcynogenne i nasilaja ryzyko rozwoju nowotworu
w miejscu uszkodzenia lub zapalenia. Zwigkszone ryzy-
ko nowotworzenia jest charakterystyczne m.in. dla wrzo-
dziejacego zapalenia okreznicy, choroby Crohna, zapalenia
przetyku, wirusowego zapalenia watroby, choroby wrzo-
dowej zotadka powodowanej przez infekcje Helicobacter
pylori. Wydaje sig, ze istotnymi posrednikami kokarcy-
nogennego dzialania zapalenia moga by¢ RFT intensyw-
nie wytwarzane przez komorki zapalne (gtéwnie granulo-
cyty) infiltrujace rang lub miejsce dotknigte zapaleniem.
W doswiadczeniach in vitro wykazano, ze fibroblasty my-
sie znajdujace si¢ w kontakcie z pobudzonymi granulocy-
tami lub eksponowane na dziatanie RFT ulegaja transfor-
macji nowotworowej [91], co pozwala zalicza¢ infekcje
i zapalenie do czynnikéw uczestniczacych w nowotwo-
rzeniu u ludzi.

RFT uwalniane sa intensywnie przez przynajmniej nie-
ktore komoérki nowotworowe; ich wytwarzanie stwierdzo-
no m.in. przez komorki migsakoraka Walkera. Uwalnianie
RFT przez komérki nowotworowe jest prawdopodobnie ele-
mentem ataku na komérki sSrédbtonka, utatwiajacym przej-
Scie komorek nowotworowych przez $ciany naczyn krwio-
nos$nych w procesie tworzenia przerzutéw [114].

Mozliwosci antyoksydacyjne laktoferryny mozna tez wy-
korzysta¢ w celu ochrony przed RFT zdrowych tkanek
pacjentdéw leczonych cytostatykami. Nalezy podkresli¢,
ze wiele substancji ksenobiotycznych (w tym oczywi-
Scie rowniez lekow cytostatycznych) ulega w komoérkach
cyklicznym reakcjom redoks (redukcji i utleniania), kté-
re notabene sa napg¢dzane przez metabolizm komorki.
Ksenobiotyki sa redukowane przez enzymy komoérkowe
(oksydoreduktazy FAD i NAD), a nastgpujace potem utle-
nienie ich zredukowanych postaci wytwarza RFT (gtow-
nie O, ). Wytwarzanie RFT jest istotna komplikacja tera-
pii wieloma lekami przeciwnowotworowymi ze wzgledu
na dalsze uszkodzenia tkanek i nasilenie objawow niepo-
zadanych leczenia [17].

W swietle powyzszych faktéw, LF jako zwiazek o wilas-
ciwosciach antyoksydacyjnych i przeciwzapalnych, moze
by¢ wykorzystana w prewencji nowotworzenia oraz ogra-
niczaniu juz istniejacych nowotworéw.

Laktoferryna moze ogranicza¢ rozwdj nowotworéw po-
zbawiajac szybko rosnace komoérki nowotworowe zela-
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za. Niebezpieczenstwo obecnosci tego pierwiastka wynika
z promowania tworzenia RFT o wtasciwosciach karcyno-
gennych, supresji aktywnosci komérek odpornosciowych
gospodarza (gitéwnie makrofagéw i limfocytéw) oraz
zdolnosci do ,,faworyzowania” proliferacji komoérek neo-
plastycznych. Zaréwno u zwierzat jak i u ludzi pierwotne
nowotwory rozwijaja si¢ w miejscach narazonych na de-
pozycje nadmiernych ilosci zelaza. Komoérki nowotworo-
we tworza systemy (czgsto podobne do tych tworzonych
przez drobnoustroje), ktére utatwiaja im nabywanie zelaza
w Srodowisku, gdzie jest go mato. Sa to niskoczasteczko-
we siderofory oraz powierzchniowe glikoproteiny wiaza-
ce biatka sekwestrujace zelazo [139]. Organizm w poczat-
kowych etapach nowotworzenia uruchamia mechanizmy
ochronne: reaguje wzmozong synteza bialek sekwestru-
jacych metal (np. ferrytyny i LF), a ilo§ciowe oznaczenia
zelaza oraz biatek wiazacych zelazo w organizmie moga
mie¢ warto$¢ prognostyczng w przypadku niektérych no-
wotwordéw. Mechanizmy te czg¢sto nie sa jednak skuteczne
wobec mechanizméw uruchamianych przez komérki no-
wotworowe [140]. W zwiazku z tym metody terapii zwia-
zane z obnizeniem dostgpnosci zelaza dla nowotworu czg-
sto towarzyszg chemio- i radioterapii. Elementem takiego
leczenia moze by¢ rowniez laktoferryna.

AKTYWNOSE CHEMIOPREWENCYJNA LAKTOFERRYNY

Laktoferryna mogtaby znaleZé zastosowanie nie tylko
w zwalczaniu nowotwordw juz istniejacych i rozpoznanych,
ale ze wzgledu na swoje wlasciwosci, moglaby by¢ stoso-
wana réwniez jako Srodek chemioprewencyjny.

Chemioprewencja polega na podawaniu (przewaznie do-
ustnym) jednego lub kilku naturalnych badz syntetycznych
zwiazkow o wlasciwosciach przeciwnowotworowych w celu
profilaktyki nowotworéw, ktére sa wynikiem ekspozycji na
srodowiskowe karcynogeny chemiczne. Jest to wigc swo-
ista interwencja zywieniowa majaca na celu ograniczenie
rozwoju niektérych nowotworéw [123,133,137]. Ze wzgle-
du na istnienie zaleznosci migdzy rozwojem wielu nowo-
tworéw a dieta, paleniem papieroséw i innymi czynnika-
mi Srodowiskowymi, koncepcja chemioprewencji wydaje
si¢ atrakcyjna. Jej zadaniem nie jest leczenie, ale hamo-
wanie i odwracanie wczesnych zmian molekularnych i ko-
morkowych powstajacych w procesie karcynogenezy i mo-
gacych prowadzi¢ do rozwoju nowotworu. Uwaza sig, ze
karcynogeneza jest procesem dlugotrwatym i wielostopnio-
wym (rozciagajacym si¢ od mutagennej inicjacji poprzez
promocj¢ do powstania raka inwazyjnego) i moze by¢ od-
wrécona lub zahamowana farmakologicznie [65,133,137].
Sktadniki odzywcze wydaja si¢ najbardziej pozadana grupa
srodkéw chemioprewencyjnych, na co wskazuja dane epi-
demiologiczne — osoby i spoteczefistwa, ktore dietg opie-
raja na duzej ilosci warzyw i owocéw wykazuja mniejsza
zapadalno$¢ i $miertelnos¢ z powodu nowotworéw jeli-
ta grubego, zotadka, piersi, prostaty, pgcherza moczowe-
2o i innych. Zrédlem czynnikéw chemioprewencyjnych sa
zaréwno rosliny jak i substancje pochodzenia zwierzgce-
go. Znanych jest okoto 30 klas zwiazkéw o wiasciwosciach
chemioprewencyjnych, ktére juz znalazty, albo niedtugo
znajda, zastosowanie w profilaktyce nowotworéw. Naleza
do nich m.in.: retinoidy (wptywaja na wzrost, réznicowa-
nie i apoptoze komérek nabtonkowych, np. przez zmiane
ekspresji genéw, m.in. P53 oraz inaktywuja wolne rodni-

ki), wapii i inne mikroelementy (powoduja wytracanie nie-
ktérych zwiazkéw promujacych raka jelita grubego, m.in.
kwaséw ttuszczowych), selen (wykazuje silne wiasciwosci
antyoksydacyjne i antyproliferacyjne), aspiryna i niestero-
idowe zwiazki przeciwzapalne (zmniejszaja zmiany zapal-
ne i moduluja proliferacje komdrek nowotworowych). Ze
wzgledu na to, iz karcynogeneza jest procesem komplek-
sowym, czynniki o r6znorodnych mechanizmach dziatania
sg szczeg6lnie obiecujacymi kandydatami do chemiopre-
wencji nowotworow. Najkorzystniejsze wydaja sig¢ rowniez
srodki dziatajace na mozliwie najwczesniejsze stadia no-
wotworzenia (procesy inicjacji oraz promocji). Potencjalne
cele dziatania zwiazkéw chemioprewencyjnych na tych eta-

pach karcynogenezy to [65,123]:

* modyfikacja aktywacji karcynogenu przez hamowanie
aktywnosci enzymow odpowiedzialnych za te proce-
sy,

* wzmacnianie detoksyfikacji karcynogenéw przez wpty-
wanie na aktywnos¢ enzymow detoksyfikujacych,

e usuwanie z komérek zwiazkéw uszkadzajacych DNA,
zwigkszenie wydolnosci proceséw naprawczych
DNA,

e zmniejszenie iloSci wolnych rodnikéw powstajacych
w wyniku ekspozycji na karcynogeny i dodatkowo uszka-
dzajacych DNA,

* zmiany w zakresie ekspresji gendw zwigzanych z we-
whnatrzkomérkowymi procesami sygnalizacyjnymi, pro-
liferacja, apoptoza i r6znicowaniem,

* zmniejszenie nasilenia proceséw zapalnych oraz

* angiogenezy, ktére moga tworzy¢ srodowisko promuja-
ce wzrost nowotworu,

» regulacja sktadu mikroflory jelitowe;.

Laktoferryna bgdaca biatkiem o szerokim zakresie ak-
tywnosci, moze wplywac na rézne etapy karcynogenezy,
réwniez te najwczesniejsze. Jej wartos¢ jako potencjalne-
go czynnika chemioprewencyjnego stwierdzono w licz-
nych badaniach.

Laktoferryna i jej peptydy podane doustnie jednoczesnie
z karcynogennymi heterocyklicznymi aminami moga ha-
mowac karcynogeneze w jelicie grubym i watrobie szczu-
réw. Autorzy sugeruja, ze dzialanie to zachodzi dzigki su-
presji przez LF aktywnosci jednego z enzymow 1 fazy
— P450 1A2 z konsekwentna redukcja aktywacji karcy-
nogenu i tworzenia jego adduktéw z DNA [49]. Enzymy
I fazy (gtéwnie grupa enzyméw cytochromu P450 liczaca
razem okoto 100 enzymdw) sa obecne w retikulum endo-
plazmatycznym wigkszosci komérek i odgrywaja gtéwna
rolg przede wszystkim w metabolicznej aktywacji, ale row-
niez detoksyfikacji wielu ksenobiotykéw, w tym réwniez
lekéw, toksycznych zwiazkéw chemicznych i karcynoge-
néw. Enzymy te odpowiadaja za oksydacje, redukcje, ok-
sygenacje, desulfuracje, dealkilacj¢, hydroksylacj¢ i inne
procesy, w czasie ktérych dochodzi do przeksztatcenia nie-
polarnych lub hydrofobowych karcynogenéw w zwiazki
posrednie bardziej hydrofilowe lub polarne zdolne reago-
wac z nukleofilowymi miejscami w DNA i tworzy¢ adduk-
ty karcynogen-DNA, pierwszy krok w procesie indukcji
nowotworu [123,133].

Stwierdzono réwniez chemioprotekcyjny wptyw LF byd-
lgcej w rozwoju raka ptaskonabtonkowego jezyka u szczu-
réw po podaniu karcynogenu tlenku 4-nitrochinolonu [121].
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Ryc. 1. Mechanizmy chemioprewencji i hamowania wzrostu nowotworéw z uwzglednieniem tych, na ktére wptywa LF (zmodyfikowane wedtug [123])

Wystapita znaczna redukcja zaréwno w czgstosci pojawia-
nia si¢ zmian (20% w grupie BLF vs. 55% w grupie kon-
trolnej), jak i ich nasileniu (spadek o 64% w ilosci zmian).
Autorzy wiaza uzyskane wyniki z wptywem LF na wzrost
aktywnosci enzymow II fazy: transferazy glutationu oraz
reduktazy chinonu w komdrkach watroby oraz jezyka.
Enzymy fazy II (S-transferazy glutationowe, transferazy
metylowe, sulfotransferazy, glukuronylotransferazy) petnia
funkcje detoksyfikujace ksenobiotyki. Maja one zdolnos¢
faczenia hydrofilowych metabolitow otrzymanych w wy-
niku metabolizmu I fazy z szeroka gama matych ligandéw
(najwazniejsze znaczenie ma koniugacja z glutationem ka-
talizowana przez S-transferazy glutationowe). Nastgpstwem
metabolizmu II fazy jest powstanie mniej toksycznych i ta-
twiej usuwanych z komoérek metabolitéw [123,133].

Chemioprewencyjny wplyw LF wykazano réwniez na
zwierzg¢cych modelach nowotworéw przetyku i ptuc,
okreznicy, jelita cienkiego oraz pecherza moczowego
[48,82,84,125,127,128].

Chemioprewencyjna rola LF moze takze wynikac z korzyst-
nego wplywu biatka na rozwdj fizjologicznej mikroflory
jelita, gtéwnie pateczek kwasu mlekowego i bifidobakte-
rii [67,100,101]. Rola tych bakterii polega przede wszyst-
kim na obnizaniu pH tresci jelitowej, hamowaniu proceséw
gnilnych, w wyniku ktérych powstaja m.in. indole, skato-
le, nitrozaminy, nalezace do silnych czynnikéw karcyno-
gennych. Pateczki kwasu mlekowego obnizaja aktywnos¢
enzym6w (m.in. B-glukuronidazy, nitroreduktazy, hydro-
lazy kwasu glikocholowego), odpowiedzialnych za prze-
miang prokarcynogendw w karcynogeny. Bakterie te skra-
cajg takze czas kontaktu karcynogenéw z btong §luzowa
jelita przez stymulacj¢ motoryki jelit.

Podsumowanie mozliwych chemioprewencyjnych i prze-
ciwnowotworowych dziatan LF przedstawiono na ryc. 1
oraz w tabeli 1.

WeaSciwosci PRZECIWNOWOTWOROWE LAKTOFERRYNY
W BADANIACH KLINICZNYCH

Warto w tym miejscu nadmieni¢, iz wnioski dotyczace
przeciwnowotworowych wilasciwosci laktoferryny uzy-
skane w badaniach laboratoryjnych i przedklinicznych
wprowadza si¢ powoli do kliniki. Czynnikiem szczegdl-
nie zachgcajacym, oprdocz duzej skutecznosci LF, jest na-
turalne pochodzenie biatka i jego dobra tolerancja przy
zupelnym braku dziatan toksycznych, nawet po podaniu
duzych dawek, a wrecz przeciwnie — biatko wptywa ko-
rzystnie np. na podniesienie masy ciata znacznie obnizo-
nej u zwierzat ze zmianami nowotworowymi jelita [128].
Obecnie prowadzone sa randomizowane badania klinicz-
ne I/II fazy z wykorzystaniem ludzkiej rekombinacyjne;j
LF (tHLF) w leczeniu pacjentéw z réznego rodzaju no-
wotworami. Prowadzaca badania firma Agennix (wytwor-
ca rHLF) poprzedzita je prébami przedklinicznymi na
myszach, w ktérych rHLF podawana doustnie hamowata
bardzo wyraznie rozwdj raka drobnokomdrkowego ptuc
(0 80%), raka sutka (podobna skutecznos¢) oraz raka gto-
wy i szyi, gdzie zanotowano 60% hamowanie przez rHLF
podawana w monoterapii i 80%, gdy biatko podawano
z cisplatyna. Podobnie jak w przypadku badan z uzyciem
ludzkiej i bydlecej LF, efektywno$¢ dziatania rHLF na
tym modelu wynikata z aktywacji odpornosci w jelicie
oraz odpornosci systemowej (wzrost wytwarzania 1L-18
w jelicie, wzrost liczby i aktywacja krazacych limfocy-
tow T i NK) [2,129].

Réwnie zachegcajace sa wyniki préb klinicznych. Czgsé
badarni prowadzono u chorych z postepujacymi, przerzu-
tujacymi i opornymi na konwencjonalna terapi¢ guzami
litymi réznych narzadéw (niedrobnokomérkowy rak ptuc,
rak nerki, prostaty, piersi, jajnika, czerniak) [2,57]. rtHLF
podawano doustnie w dawkach 1,5-9 g/dzief/osobg jako
monoterapi¢ drugiego lub trzeciego rzutu. U chorych
z rakiem nerki stwierdzono trwata odpowiedz, znaczna
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Tabela 1. Mechanizmy przeciwnowotworowego i chemioprewencyjnego dziatania LF

Rodzaj nowotworu Droga podania i mechanizm dziatania LF Pi$miennictwo
Nowotwory lite, czerniak B16 u myszy hamowanie rozwoju guzow plerwoKtnych i przerzutéw; udziat komorek [14]
hamowanie tworzenia zmian nowotworowych i redukcja wielkosci juz
Gruczolakorak jelita grubego u szczuréw F344 istniejacych zmian; zwiekszenie aktywnosci cytotoksycznej komorek [111]
NK; p.o.
Zmiany polipowate wjelicie cienkim u myszy ApcMin hamowanie rozwoju spor!taanznth zmian polipowatych jelita [128]
cienkiego; p.o.
Nowotwory przetyku i ptuc u szczuréw zapobieganie procesom karcynogenezy chemicznej; p.o. [127]
o , - hamowanie tworzenia przerzutéw; zwiekszenie liczby i aktywnosci
Ztosliwy nowotwor okreznicy (Co26Lu) u myszy limfocytow T (D8*i komorek NK; p.o. [61,125]
hamowanie tworzenia przerzutéw; indukcja odpowiedzi komdrkowej
Ztosliwy nowotwor okreznicy (Co26Lu) u myszy  (wzrost liczby i aktywnosci komérek CD4*, (D8*i NK w sledzionie i krwi [71]
obwodowej) mediowana przez IL-18; p.o.
j-w. oraz wzrost liczby limfocytow B IgA* oraz IgM* w blaszce wfasciwej
Ztodliwy nowotwor okreznicy (Co26Lu) u myszy jelita cienkiego skorelowany z wytwarzaniem IL-18, kaspazy 1 oraz [136]
IFN-y w jelicie cienkim; p.o.
hamowanie indukowanych chemicznie zmian nowotworowych;
Rak pecherza moczowego u szczuréw sugerowane bezposrednie dziatanie biatka na tkanki pecherza [82]
moczowego (obecnos¢ LF wykryto w moczu); p.o.
badania potwierdzajace mechanizm przeciwnowotworowego dziatania
LF: wytwarzanie IL-18, kaspazy 1 oraz IFN-y w jelicie cienkim, wzrost
Mvszy zdrowe liczby i aktywnosci komérek T CD4*, (D8*i NK oraz limfocytéw B IgA* [62]
yszy oraz IgM*w tkance limfatycznej jelita cienkiego oraz komérek T (D8*
w jelicie grubym, wzrost stezeri IL-18 oraz liczby limfocytéw T NK we
krwi obwodowej; p.o.
Testy in vitro nalimfocytach T z krwi obwodowe] . - . . )
chorych z rakiem szyjki macicy oraz osob zdrowych stymulacja ekspresji taricucha ¢ na powierzchni limfocytow T [47]
Rak plaskonablonkowy dna jamy ustnej u myszy |mmunomodulqc1q oraz bezposred‘nlle. cytptoksyczne dziafanie na [143]
komérki nowotworowe; iniekcja doguzowa
Mysi czerniak B16 i chfoniak L5178Y hamowanie wzrostu guza in situ oraz hamowanie przerzutowania; s.c. [149]
Linie komdrek nowotworowych: widkniakomiesaka dziatanie cytotoksyczne objawiajace sie uszkodzeniem bfony
MethA, czerniaka B16F10, raka okreznicy (26 oraz komérkowej i liza komdrek in vitro, rozlegta krwotoczna nekroza [35,146]
wywodzace sie z nich nowotwory u myszy i ograniczenie wielkosci guzéw in vivo
Linie komérek nowotworowych: raka piersiiraka  zwiekszenie podatnosci komdrek nowotworowych na cytotoksyczne [29,30]
okreznicy dziatanie komérek NK !
i i i ; 2+ M a2+
Ludzka nowotworowa linia monocytowa THP-1 indukda apoptozy przez akwaaqe zale;nych od (a**/Mg [148]
endonukleaz i wytwarzanie RFT
Ludzka linia komérek biataczki mieloidalnej HL-60 indukgja apoptozy [109]
Nowotwdr ptuc u myszy indukcja apoptozy; p.o. [84]
s . - indukcja apoptozy przez aktywacje genu supresorowego P53 na drodze
Komérki ludzkiego raka szyjki macicy (HeLa) aktywagji czynnika transkrypcyjnego NF-kB [92]
Indukowane chemicznie nowotwory jelita grubego u indukcja apoptozy przez ekspresje Fas i wzrost aktywnosci kaspazy 8
5 Q2. [48,111,125]
szezuréw i3;p.o.
zahamowanie proliferacji komérek nowotworowych przez
Linia komérek raka sutka MDA-MB-231 i inne zatrzymanie cyklu komérkowego na skutek zablokowania przejscia
zmienione nowotworowo komérki nabtonkowe zfazy G1do S, spadek poziomu kinaz CDK2, CDK4 i cykliny E, wzrost [28]
(HBL-10, MCF-7, HT-29) ekspresji inhibitora CDK4 — biatka p21 (CIP1), utrzymywanie biatka

retinoblastoma pRb w hipoufosforylowanej postaci
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Tabela 1. (c.d.) Mechanizmy przeciwnowotworowego i chemioprewencyjnego dziatania LF

Rodzaj nowotworu Droga podania i mechanizm dziatania LF Pismiennictwo
Chemicznie indukowany nowotwor phuc u myszy Hamowanie proliferacji i indukcja a'poptozy w komorkach [84]
nowotworowych; p.o.
Linia komérek ludzkiej biataczki promielocytowej Hamowanie proliferaji i indukcja apoptozy w komérkach [109]
HL-60 nowotworowych
Redukgja wielkosci guza pierwotnego, ilosci zwigzanych z guzem
Mysi czerniak B16 i chtoniak L5178Y naczyn krwionosnych, zmniejszenie ilosci przerzutéw; hamowanie [149]

angiogenezy; s.c.

Szczury zdrowe i linia ludzkich komérek endotelialnych
HUVEC

Testy potwierdzajace angiostatyczne dziatanie LF: hamowanie
proliferacji komdrek $rédbtonka naczyn, ograniczenie tworzenia sieci [90]
naczyn, skrécenie naczyn; p.o.

Myszy zdrowe i obarczone nowotworem (Lewis
lung carcinoma) — model worka powietrznego na

Hamowanie angiogenezy: hamowanie proliferacji komdrek

grzbiecie; test bton omoczniowo-kosméwkowych endotelium. stymulacia uwalniania IL-18 i IFN-v: p.o.. i [115]
zarodkow kurzych; testy in vitro na mysich komérkach e J VPO, 1P
endotelialnych
I~ _— Hamowanie karcynogenezy na drodze supresji jednego z enzyméw
Indukowane chgmlcznle nowotworyjellta grubego | fazy, redukcja aktywacji karcynogenu i tworzenia jego adduktéw [49]
i watroby szczurow X
zDNA; p.o.
Indukowany chemicznie rak ptaskonabtonkowy ~ Hamowanie karcynogenezy przez zwiekszenie aktywnosci enzyméw (121]
jezyka u szczuréw I fazy; p.o.
Hamowanie rozwoju guzéw; aktywacja odpornosci w jelicie
Rak drobnokomdrkowy ptuc, rak sutka, rak gtowy i szyi i odpornosci systemowej (wzrost wytwarzania IL-18 w jelicie, wzrost 2129]

u myszy

liczby i aktywacja krazacych limfocytow Ti NK); p.o. w monoterapii
i politerapii z cytostatykami

Przerzutujace i oporne na konwencjonalne leczenie

guzy lite roznych narzadéw (niedrobnokomdrkowy

rak ptuc, rak nerki, prostaty, piersi, jajnika, czerniak)
uludzi

Testy kliniczne | Il fazy; trwata odpowiedZ, redukcja wzrostu guzow,
wysoki odsetek stabilizacji choroby, wydtuzenie czasu zycia; wzrost [2,57]
stezen IL-18 w osoczu; p.o. w monoterapii i politerapii z cytostatykami

redukcj¢ wzrostu guza i wysoki odsetek stabilizacji cho-
roby (ponad 80%). U pozostatych chorych zanotowano
stabilizacj¢ choroby lub spadek wspoétczynnikéw wzro-
stu guza oraz wydtuzenie czasu zycia. Zaobserwowano
wzrost stezen IL-18 w osoczu (cytokiny uznawanej za far-
makokinetyczny wskaznik aktywnosci LF). Nie stwier-
dzono natomiast wykrywalnych ilosci LF w osoczu [57].
Bardzo obiecujace wyniki pochodza z badai przepro-
wadzonych u chorych z niedrobnokomérkowym rakiem
ptuc w IIIb i IV stadium zaawansowania choroby (nowo-
twory nieoperacyjne z powodu znacznego zaawansowa-
nia miejscowego lub obecnosci choroby uogélnionej).
rHLF zastosowano doustnie w politerapii z karboplatyna
i paklitakselem. Badania obejmujace 110 0oséb wykaza-
ty, ze u wigkszosci chorych dodatek LF do terapii popra-
wit wszystkie badane wskazniki choroby: wspéiczynniki
i czas odpowiedzi, trwanie odpowiedzi i czas wolny od
progresji choroby [2].
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