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ROLA PLYTEK KRWI W KARDIOLOGII
KLINICZNEJ I EKSPERYMENTALNEJ

THE ROLE OF PLATELETS IN CLINICAL
AND EXPERIMENTAL CARDIOLOGY

Anna KOMOSA', Piotr RZYMSKI?,
Barbara PONIEDZIALEK?, Maciej LESIAK!

'T Klinika Kardiologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu
*Zaktad Medycyny Srodowiskowej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Streszczenie: Ptytki krwi odgrywaja kluczowa role w procesie aktywacji kaskady krzepnigcia krwi
oraz formowaniu zakrzepu. Zaburzenia ich funkcji manifestujace si¢ nadreaktywno$cig prowadza
do powaznych konsekwencji klinicznych — incydentéw zakrzepowo-zatorowych takich jak zawaty
serca czy udary mozgu. Leczenie przeciwptytkowe stanowi od lat podstawe leczenia choroby nie-
dokrwiennej serca. Z punktu widzenia klinicznego istotne sa nie tylko zaburzenia dotyczace funkcji
trombocytow, ale rowniez ich liczby. Ptytkowe skazy krwotoczne wynikaja z nieprawidtowej liczby
ptytek krwi oraz z zaburzen ich funkcji. Istotng role w procesie aktywacji ptytek krwi wydaja si¢
odgrywaé rowniez, egzo- jak i endogenne reaktywne formy tlenu (RFT), pochodne tlenu czastecz-
kowego. Badania eksperymentalne prowadzone w modelach in vitro i in vivo, jak i obserwacje klin-
iczne prowadzone na wybranych grupach pacjentow, wskazuja na istotng funkcj¢ RFT jako media-
torow roznych szlakow aktywacji i agregacji trombocytow. Wydaje sie¢, ze dziatania terapeutyczne,
zmniejszajace poziom RFT i co za tym, idzie stresu oksydacyjnego, moga potencjalnie przyczyniac
si¢ do spadku reaktywacji ptytek krwi, a w konsekwencji rowniez ryzyka wystapienia zdarzen ser-
cowo-naczyniowych. Celem tego opracowania jest zwrdcenie uwagi na istot¢ podejscia multidy-
scyplinarnego do zagadnienia aktywacji ptytek krwi. Wydaje si¢, ze uwzglednienie znaczenia pro-
cesOw redox jest istotne nie tylko pod wzgledem identyfikacji czynnikow etiologicznych zdarzen
zakrzepowo-zatorowych w kardiologii, ale moze odgrywac istotng rol¢ w utrzymaniu hemostazy.
Kliniczne znaczenie RFT w aktywacji ptytek krwi oraz celowo$¢ zastosowania antyoksydantow
w farmakoterapii chorob uktadu sercowo-naczyniowego wciaz nie zostato potwierdzone i wymaga
przeprowadzenia dalszych badan.

Stowa kluczowe: ptytki krwi, reaktywne formy tlenu, stres oksydacyjny
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Summary: Platelets play a crucial role in the process of blood coagulation cascade activation and
thrombus formation. Function disorders that manifest as hyper reactivity lead to serious clinical
consequences- thromboembolic events such as myocardial infarction or strokes. Antiplatelet therapy
has been core treatment of coronary heart disease for years. Both, platelet function disorders and
abnormal platelet count are of great importance from clinical point of view. Platelet hemorrhagic
diathesis result from invalid platelet number and function disorders. Egzo- and endogenic reactive
oxygen species (ROS), molecular oxygen derivative, seem also to play a significant role in process
of platelet activation. Experimental studies carried out on in vitro and in vivo models, and clinical
observation of selected groups of patients, point out important pathways of platelet activation and
aggregation mediated by ROS. It seems that therapeutic approach on ROS level reduction hence
oxidative stress, may potentially contribute to decrease of platelet activation and decrease adverse
cardio-vascular events as a consequence. The aim of this paper is to point out the importance of
a multidisciplinary approach to the platelet activation issues. It appears that consideration of redox
processes is significant not only in identification of etiology of thromboembolic events in cardiolo-
gy, but also may be relevant in maintaining hemostasis. The clinical significance of ROS in platelet
activation and usefulness of applying antioxidants in pharmacotherapy of cardiovascular diseases
has not been evidenced yet and further research in this matter is required.

Keywords: platelets, reactive oxygen species, oxidative stress

WSTEP

Plytki krwi petnig kluczowa rolg¢ w procesie hemostazy. Proces ten polega na
zahamowaniu krwawienia zapobiegajac utracie krwi. Podstawowg funkcja ptytek
krwi jest zapewnienie hemostazy pierwotnej, a wigc formowanie czopu ptytkowego
w miejscu uszkodzenia §rodbtonka naczynia. Trombocyty sa rowniez istotng skta-
dowa hemostazy wtornej, a wigc procesow krzepniecia krwi [18]. Zaburzenia ich
funkcji manifestujace si¢ nadreaktywnos$cia prowadza do powaznych konsekwencji
klinicznych — incydentow zakrzepowo-zatorowych takich jak zawatéw serca czy
udaréw mozgu [13]. Leczenie przeciwptytkowe stanowi podstawe leczenia choroby
niedokrwiennej serca [2]. Dowody naukowe wskazuja na skuteczno$¢ kwasu ace-
tylosalicylowego (aspiryny) w prewencji wtornej, a wiec u pacjentdw, ktorzy juz
przezyli incydent niedokrwienny. U tych chorych ryzyko wystapienia zawatu serca,
udaru moézgu lub innych incydentéw zakrzepowo-zatorowych dzigki stosowaniu
aspiryny zostato zredukowane nawet o 25% [4].

Zakres normy liczby ptytek krwi oznaczany rutynowo w morfologii krwi ob-
wodowej wynosi 150-400 x 10°/L. W warunkach fizjologicznych $redni czas zycia
trombocytu wynosi ok. 10 dni. Nastepnie ptytki sa eliminowane z organizmu w $le-
dzionie, watrobie i szpiku kostnym. Proces ten odbywa si¢ dzigki wtasciwosciom
zernym makrofagow uktadu siateczkowo-srodbtonkowego w procesie fagocytozy.

Z punktu widzenia klinicznego istotne sg nie tylko zaburzenia funkcji trom-
bocytow, ale réwniez ich liczby. Ptytkowe skazy krwotoczne wynikaja z nie-
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prawidlowej liczby ptytek krwi oraz z zaburzen ich funkcji (trombocytopatie).
Matoptytkowo$¢, a wiec zbyt mata liczba ptytek krwi, moze by¢ wywotana nie-
dostateczng produkcja trombocytéw (matoptytkowos¢ centralna) lub zbyt szybka
eliminacjg (matoptytkowo$¢ obwodowa). Objawy kliniczne w postaci wybroczyn
na skorze i blonie $luzowej oraz krwawien manifestujg si¢ zwykle, gdy liczba pty-
tek krwi spada ponizej 30 x 10°/L. Najbardziej powazne sg krwawienia z przewo-
du pokarmowego i do centralnego uktadu nerwowego. W przypadku nadptytko-
wosci pierwotnych samoistnych lub w przebiegu zespotu mieloproliferacyjnego
dochodzi zar6wno do krwawien, jak i zmian zakrzepowych w naczyniach. Obja-
wy wystepuja zwykle, gdy liczba ptytek krwi przekroczy 500 x 10%/L. Nadptytko-
wosci wtorne wystepujace m.in. w przebiegu choréb nowotworowych sa zwykle
bezobjawowe 1 ustgpuja w miarg skutecznej terapii choroby podstawowe;.

FIZJOLOGIA I PATOFIZJOLOGIA PLYTEK KRWI

Ptytki krwi, obok komorek §rodblonka, stanowia najwazniejsza sktadowa pro-
cesu krzepnigcia. Trombocyty to najmniejsze elementy morfotyczne krwi, ktore
majg $rednice zaledwie 2-4pm i nie posiadaja jadra. Powstaja w wyniku procesu
podzialu cytoplazmy komorek szpiku kostnego — megakariocytow. W spoczyn-
ku majg forme ptaskich dyskow o gltadkich krawedziach. W wyniku aktywacji
dochodzi do reorganizacji cytoszkieletu i zmiany ksztaltu trombocytow. Przyj-
muja one forme sferyczng z licznymi wypustkami utatwiajacymi agregacje [35].
Btong trombocytow tworzg trzy warstwy mikrotubuli, przez ktére uwalniane sg
substancje z ziarnisto$ci wewnatrz komorki. Z ziarnistosci oo uwalniane sa biatka
adhezyjne: czynniki wzrostu (GF), czynnik tkankowy (TF), czynnik von Wille-
branda (vWF) oraz czynniki krzepnigcia i fibrynolizy. W ziarnistosciach gestych
O zmagazynowane sg jony wapnia, ATP, ADP oraz serotonina. Receptory dla
czynnikow aktywujacych oraz hamujacych funkcje ptytek krwi zlokalizowane sg
na zewnetrznej stronie btony komoérkowej [33].

ROLA PLYTEK KRWI W PROCESIE
FORMOWANIA ZAKRZEPU

Aktywacja ptytek krwi zapoczatkowana jest przez zwigzanie si¢ agonistow
takich jak trombina, tromboksan A2, kolagen czy ADP z odpowiednimi recepto-
rami powierzchniowymi (Ryc. 1). Wywotuje to opisang powyzej zmiang ksztattu
komorki oraz aktywacje glikoproteiony I1b/Illa (ptytkowego receptora dla fibry-
nogenu; GPIIb/I11a), ktora wigze si¢ z fibrynogenem.
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Kolagen

p2Y1 P2Y12
a2B  GPVI

Aktywacja

GPlIb/Illa

RYCINA 1. Schematyczny opis aktywacji ptytki krwi przez wybranych agonistow i specyficzne dla
nich receptory
FIGURE 1. A diagram describing platelet activation via agonists and specific receptors

Umozliwia to przytaczanie si¢ kolejnych plytek krwi itworzenie skupisk,
a wigc ich agregacje. Aktywowane trombocyty uwalniajg zawartos¢ ziarnisto$ci.
Substancje zgromadzone w ziarnisto$ciach a inicjuja procesy koagulacji, ale row-
niez stanu zapalnego odgrywajacego istotng rol¢ w procesie formowania skrze-
pliny tetniczej. ADP, ATP oraz inne substancje uwolnione z ziarnistosci 6 wzmac-
niajg proces aktywacji i agregacji. Dochodzi réwniez do ekspozycji fosfolipidow
na powierzchni ptytek krwi. Prowadzi to do powstania trombiny, ktéra odgrywa
kluczowa role¢ w formowaniu skrzepliny w tetnicy [34].

Ptytki krwi odgrywaja kluczowa w procesie aktywacji kaskady krzepnigcia
krwi oraz formowaniu zakrzepu. W sytuacji uszkodzenia $rodbtonka uczestni-
cza w procesie jego naprawy. Uwalnianie miejscowych czynnikéw wzrostu oraz
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stymulacja procesu zapalnego przez trombocyty odgrywa istotng role w procesie
tworzenia blaszki miazdzycowej [23]. Aktywowane ptytki krwi uwalniajg media-
tory zapalne inicjujac procesy chemotaksji oraz adhezji endoteliocytéw. Dochodzi
do aktywacji lokalnego procesu zapalnego i nastgpczej migracji monocytow oraz
granulocytow. W warunkach fizjologicznych proces zapalny zostaje ograniczony
z uzyciem tlenku azotu, prostaglandyny PGI2 oraz ADP-azy, wydzielanych przez
komorki srodbtonka naczyn [9].

Aktywacja ptytek krwi to proces wieloetapowy, na ktory sktadaja si¢ inicjacja,
ekstensja i perpetuacja. Kolejno dochodzi do zmiany ksztattu komorki, adhezji
(przylegania do $rédnabtonka za posrednictwem czynnika von Willebrandta), de-
granulacji i agregacji ptytek. Aktywacja trombocytow jest inicjowana przez czyn-
niki powierzchniowe naczyn, prowadzace do stymulacji receptoréw, w ktorych
zachodzi najpierw konwersja dwufosforanu adenozyny (ADP) w monofosforan
adenozyny (AMP) a nastepnie dalsza przemiana do adenozyny, ktéra pobudza
agregacje ptytek krwi. Zasadniczg role¢ odgrywaja tu receptory zwigzane z GPVI
(P2Y1 1 P2Y12) oraz receptor zwigzany z kanatem wapniowym (P2X1) [3].

W warunkach fizjologicznych endoteliocyty naczynia hamuja proces aktywa-
cji plytek poprzez uwalnianie tlenku azotu, prostaglandyny PGI2 oraz ADP-azy.
Kiedy jednak dojdzie do uszkodzenia naczynia, osoczowy czynnik vWF wiaze si¢
z kolagenem, a nast¢pnie laczy si¢ z ptytkowym kompleksem glikoprotein (GP)
GPIb/IX/V. W wyniku zwigzania kolagenu z GPVI nast¢puje adhezja ptytek krwi
do $ciany naczynia. Kompleks GPIb/IX/V oraz GPVI regulujg interakcje ptytek
krwi z krwinkami biatymi, co stanowi istot¢ patogenezy stanu zapalnego oraz po-
wstawania blaszki miazdzycowej w obrebie naczyn [1].

LEKI PRZECIWPLYTKOWE

Aspiryna blokuje uwalnianie tromboksanu A2 poprzez nieodwracalny proces
acetylacji cyklooksygenazy-1, ktora umozliwia konwersj¢ kwasu arachidonowe-
go do tromboksanu A2. Tromboksan A2 jest silnym agonistg ptytek krwi, powo-
duje degranulacje ziarnistosci plytek i przyspiesza ich agregacje. Antyagregacyj-
ny efekt dzialania aspiryny jest jednak ograniczony z uwagi na istnienie innych
szlakow aktywacji trombocytow.

Receptor ptytkowy P2Y I rozpoczyna proces aktywacji plytek krwi, natomiast
receptor P2Y 12 odgrywa kluczowa rolg¢ we wzmocnieniu tego procesu. Potegowa-
ne jest nie tylko samo zjawisko agregacji, ale rowniez jej konsekwencje w postaci
aktywacji ptytek krwi, sekrecji zawarto$ci ich ziarnisto$ci oraz nasileniu aktyw-
nosci prozakrzepowej trombocytéw. Z uwagi na zlozony efekt pobudzenia recep-
tora P2Y 12 stat si¢ on idealnym punktem uchwytu lekéw hamujacych aktywnos$é
ptytek krwi. Wprowadzenie do praktyki klinicznej inhibitorow tego receptora;
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klopidogrelu, a nast¢pnie silniej dziatajacych prasugrelu i tikagreloru wigze sie¢
z istotng redukcjg ztozonego punktu koncowego niedokrwiennego w terapii pa-
cjentdOw z chorobg niedokrwienna serca [28]. Wykazano, ze niedostateczna inhi-
bicja plytek krwi u pacjentow poddanych zabiegom przezskornej angioplastyki
wiencowej zwigksza ryzyko zakrzepicy w w stencie oraz nawracajacych zdarzen
niedokrwiennych uktadu sercowo-naczyniowego [20, 31].

Zrozumienie fizjologii ptytek krwi i proceséw aktywujacych ich funkcje jest
kluczowe w kontekscie zapobiegania niekorzystnym zdarzeniom klinicznym.

ROLA REAKTYWNYCH FORM TLENU
W AKTYWACJI PLYTEK KRWI

Wiele opracowan naukowych wyjasnia mechanizmy aktywujace ptytki krwi. Istot-
ng role w tym procesie wydaja si¢ odgrywac rowniez, egzo- jak i endogenne reaktyw-
ne formy tlenu (RFT), pochodne tlenu czasteczkowego [29, 16]. RFT charakteryzuja
si¢ obecnoscia przynajmniej jednego niesparowanego elektronu (Tab. 1). W rezulta-
cie sg to molekuty wysoce reaktywne i mogace destrukcyjnie dziata¢ na komponenty
komorkowe. Nalezy jednak podkresli¢, iz RFT sa normalnym produktem metaboli-
zmu komorkowego i w najwiekszym stopniu powstaja na skutek dziatania tancucha
oddechowego. Dopiero poziom RFT, ktory przekracza mozliwosci antyoksydacyjne,
na ktore w komorkach sktada si¢ uktad enzymow (dysmutaza ponadtlenkowej, katala-
zy, peroksydazy glutationowej) i drobnoczasteczkowych antyoksydantow, prowadzi
do zjawiska zwanego stresem oksydacyjnym. Jego rezultatem moze by¢ uszkodzenie
struktury DNA, peroksydacja lipidow czy karbonylacja biatek [5, 22, 6]. Stres ok-
sydacyjny jest stanem towarzyszacym patofizjologii wielu réznych chorob, w tym
schorzen sercowo-naczyniowych. Ocena parametrow, ktore go okreslaja, moze wige
mie¢ znaczenie kliniczne — nie tylko w ocenie stanu réznych grup pacjentow, ale takze
skutecznosci czy inwazyjnosci stosowanych dziatan terapeutycznych [11, 32].

TABELA 1. Cztery najwazniejsze reaktywne formy tlenu wystepujace w komorkach iich poto-
wiczny czas rozpadu
TABLE 1. Four most important intracellular reactive oxygen species and their half-life

POLOWICZNY CZAS
NAZWA SYMBOL ROZPADU [S]
Anionorodnik ponadtlenkowy 0,” 106
Nadtlenek wodoru H,0, 107
Rodnik hydroksyklowy ‘OH 10
Tlen singletowy '0, 107
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RYCINA 2. Schemat przedstawiajacy glowne szlaki aktywacji plytek krwi na skutek sygnalizujace-
go dziatania reaktywnych form tlenu

FIGURE 2. A diagram showing platelet main activation pathways through reactive oxygen species
signalling

Badania eksperymentalne prowadzone w modelach in vitro i in vivo, jak i ob-
serwacje kliniczne prowadzone na wybranych grupach pacjentow, wskazuja na
istotng role RFT jako mediatorow réznych szlakow aktywacji i agregacji trombo-
cytow [16] (Ryc. 2). Ekspresja enzymow antyoksydacyjnych i glutationu w plyt-
kach krwi wskazuje zatem, iz ich rola nie ogranicza si¢ tylko do ochrony przez
cytotoksycznym dzialaniem RFT, ale obejmuje takze regulacje funkcji sygnaliza-
cyjnych RFT [30]. Potwierdzaja to badania ptytek krwi z usunigtym genem kodu-
jacym dysmutaze ponadtlenkowa, ktore charakteryzowaly si¢ wyzszym stopniem
aktywacji [7]. Z kolei, w obecnosci N-acetylocysteiny, ktora ulega przeksztatce-
niu w glutation, obserwowano spadek agregacji ptytek krwi [19].

Jak wykazano, anionorodnik ponadtlenkowy wplywa na aktywacj¢ trombocy-
tow indukowang kwasem arachidonowym, kolagenem, ADP oraz trombing [36,
17, 15]. Ponadto, wzrostowi poziomu anionorodnika ponadtlenkowego towarzy-
szy spadek wewnatrz-ptytkowego stezenia tlenku azotu, co dodatkowo sprzyja
agregacji. Wreszcie, anionorodnik ponadtlenkowy zwigksza dostepnos¢ ADP, co
sprzyja rekrutacji ptytek i formowaniu zakrzepu [15]. Z kolei, nadtlenek wodo-
ru rowniez sprzyjat aktywacji ptytek krwi indukowanej kwasem arachidonowym
oraz kolagenem, a takze poprzez fosforylacje B3 tyrozyny [27, 10]. Wszystko
to podkresla warto$¢ oceny stanu redoks plytek krwi nie tylko w zakresie badan
nauk podstawowych, ale takze i znaczenia klinicznego [12].

W zwiazku z tym, dzialania terapeutyczne, zmniejszajace poziom RFT i co
za tym, idzie stresu oksydacyjnego, moga potencjalnie przyczynia¢ si¢ do spadku
reaktywacji ptytek krwi, a w konsekwencji rowniez ryzyka wystapienia zdarzen
sercowo-naczyniowych [14, 26]. Protekcyjne dziatanie antyoksydantow na ak-
tywnos$¢ ptytek krwi wykazano m.in. dla witaminy E, wielonienasyconych kwa-
sow thuszczowych, polifenolowych ekstraktow z pomidora czy ekstraktéw z grzy-
bow hodowlanych [8, 21, 25].
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PODSUMOWANIE

Celem tego opracowania jest zwrdcenie uwagi na istote podejscia multidyscy-
plinarnego do zagadnienia aktywacji plytek krwi. Wydaje si¢, ze uwzglednienie
znaczenia procesow redox jest istotne nie tylko pod wzgledem identyfikacji czyn-
nikow etiologicznych zdarzen zakrzepowo-zatorowych w kardiologii, ale moze
odgrywac istotng role w utrzymaniu hemostazy. Kliniczne znaczenie RFT w akty-
wacji ptytek krwi oraz celowo$¢ zastosowania antyoksydantow w farmakoterapii
chorob uktadu sercowo-naczyniowego wciaz nie zostaly potwierdzone i koniecz-
ne jest przeprowadzenie dalszych badan.

LITERATURA

[11  ANDREWS RK, GARDINER EE, SHEN'Y, et al. Platelet interaction in thrombosis. [UBMB Life 2004; 56:
13-18.

[2]  ANTITHROMBOTIC TRIALISTS COLLABORATION: Collaborative meta-analysis of randomized trials of an-
tiplatelet therapy for prevention of death, myocardial infarction, and stroke in high risk patients. BM.J
2002; 324: 71-86.

[3] AutHI K.S. Orail: a channel to safer antitrombotic therapy. Blood 2009; 113: 1872.

[4] BaiGent C, BLACKWELL L, CoLLINS R, i wsp. Antithrombotic Trialists’ (ATT) Collaboration: Aspirin
in the primary and secondary prevention of vascular disease: collaborative meta -analysis of individ-
ual participant data from randomised trials. Lancet 2009; 373: 1849-1860.

[5] BarziLart A, Yamamotro K. DNA damage responses to oxidative stress. DNA Repair 2004; 3:
1109-1115.

[6] Feporova M, BoLLINENO RC, HOoFFMAN R . Protein carbonylation as a major hallmark of oxidative
damage: update of analytic strategies. Mass Spec Rev 2013; 33: 79-97.

[7]  FioLer TP, RowLEY JW, ArAUJO C, et al. Superoxide dismutase 2 is dispensable for platelet function.
Thromb Haemost. 2017; 117 (10 ): 1859-1867.

[8] FreepmaN JE, KENAEY JF. JRr. Vitamin E inhibition of platelet aggregation is independent of antioxi-
dant activity. J Nutr. 2001; 131 (2): 374S-7S.

[9] Gawaz M, LANGER H, May AE. Platelets in inflammation and atherogenesis. J Clin Invest 2005; 115;
3378-3384.

[10] IraniK, PHAM Y, COLEMAN LD, et al. Priming of platelet alIbp3 by oxidants is associated with tyro-
sine phosphorylation of B3. Arterioscler Thromb Vasc Biol 1998; 18: 1698-1706.

[11] Komosa A, PEREK B, RzymskI P, LESIAK M, SILLER-MATULA J.M, GRYGIER M, PUSLECKI M, MISTER-
SKI M, OLASINSKA-WISNIEWSKA A, ROPACKA-LESIAK M, KRASINSKI Z, NIEDZIELSKI P, MULAREK-KUB-
zDELA T, PONIEDZIALEK B. Transcatheter Aortic Valve Replacement Is Associated with Less Oxida-
tive Stress and Faster Recovery of Antioxidant Capacity than Surgical Aortic Valve Replacement. J.
Clin. Med. 2019; 8: 1364.

[12] Kowmosa A, Rzymski P, PEREK B, ROPACKA-LESIAK M, LESIAK M, SILLER-MATULA JM, PONIEDZIALEK
B. Platelets redox balance assessment: current evidence and methodological considerations. Vascul
Pharmacol 2017; 93-95: 6-13.

[13] KomosA A, SILLER-MATULA JM, LESIAK M, MICHALAK M, KOWAL J, MACZYNSKI M, SINIAWSKI A,
MULAREK-KUBZDELA T, WISNIEWSKI S, GRAJEK S. Association between high on-treatment platelet
reactivity and occurrence of cerebral ischemic events in patients undergoing percutaneous coronary
intervention. Thromb Res. 2016 Feb; 138: 49-54



[14]

[15]
[16]
[17]
[18]
[19]
[20]
[21]
[22]
[23]
[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

ROLA PLYTEK KRWI W KARDIOLOGII KLINICZNEJ I EKSPERYMENTALNE]J 11

KRASINSKA B, OsINsSkA A, OsINSKA M, KRASINSKA A, RzyMSKI P, TYKARSKI A, KRASINSKI Z. Stan-
dardised tomato extract as an alternative to acetylsalicylic acid in patients with primary hyper-
tension and high cardiovascular risk - a randomised, controlled trial. Arch Med Sci 2018; 14 (4):
773-780.

Kr61z F, SouN HY, GLOE T, et al. NAD(P)H oxidase-dependent platelet superoxide anion release
increases platelet recruitment. Blood 2002; 100: 917-924.

Kro1z F, Sonn HY, PoHL U. Reactive oxygen species: players in the platelet game. Arterioscler.
Thromb. Vasc. Biol. 2004; 24: 1988-1996.

Leo R, PracTICO D, TuLIANO L, et al. Platelet activation by superoxide anion and hydroxyl radicals
intrinsically generated by platelets that had undergone anoxia and then reoxygenated. Circulation
1997; 95: 885-891.

Lewanpowski K. Wybrane problem trombofilii. Acta Haematologica Polonica 2010; 41(2): 201-207.
LoscaLzo J. N-Acetylcysteine potentiates inhibition of platelet aggregation by nitroglycerin. J Clin
Invest. 1985; 76: 703-708.

MATETZKY S, SHENKMAN B, GUETTA V, et al. Clopidogrel resistance is associated with increased risk
of recurrent atherothrombotic events in patients with acute myocardial infarction. Circulation 2004;
109: 3171-3175.

McDonaLp DM, O’KANE F, McConVILLE M, et al. Platelet redox balance in diabetic patients with
hypertension improved by n-3 fatty acids. Diabetes Care 2013; 36: 998-1005.

Nix1 E. Lipid peroxidation products as oxidative stress biomarkers. Biofactors 2008; 34: 71-180.
PAGE C.P.: Platelets as infl ammatory cells. Immunopharmacology 1989; 17: 51-59.

PiGNATELLI P, MENICHELLI D, PasTorI D, VioL1 F. Oxidative stress and cardiovascular disease: new
insights. Kardiol Pol 2018; 76 (4): 713-722.

PoNIEDZIALEK B, MLECZEK M, NIEDZIELSKI P, StwuLskl M, GaASEcka M, Kozak L, Komosa A,
Rzywmsk1 P. Bio-enriched Pleurotus mushrooms for deficiency control and improved antioxidative
protection of human platelets? Eur Food Res Technol 2017; 243 (12): 2187-2198.

PoNIEDZIALEK B, StwuLskl M, WIATER A, KoMANIECKA I, KomosAa A, GASECKA M, MAGDZIAK Z,
MLECZEK M, NIEDZIELSKI P, PROCH J, ROPACKA-LESIAK M, LEsIAK M, HEnaO E, Rzymski P. The
Effect of Mushroom Extracts on Human Platelet and Blood Coagulation: In vitro Screening of Eight
Edible Species. Nutrients 2019; 11: 3040.

PracTticO D, IuLiano L, PuLciNeLLl FM, et al. Hydrogen peroxide triggers activation of human
platelets selectively exposed to nonaggregating concentrations of arachidonic acid and collagen. J
Lab Clin Med 1992; 119: 364-370.

Price MJ, ENDEMANN S, GOLLAPUDI RR, et al., Prognostic significance of postclopidogrel platelet re-
activity assessed by a point-of-care assay on thrombotic events after drug-eluting stent implantation.
Eur. Heart J. 2008; 29: 992-1000.

Qi1a0 J, ARTHUR JF, GARDINER EE, ANDREWS RK, ZENG L, Xu K. Regulation of platelet activation
and thrombus formation by reactive oxygen species. Redox Biol. 2018; 14: 126-130.

REey C, VErRICEL E, NEMoz G, CHEN W, CHAPUY P, LAGRADE M. Purification and characterization
of glutathione peroxidase from human blood platelets. Age-related changes in the enzyme. Biochim
Biophys Acta. 1994; 1226: 219-224.

SiLLER-MATULA JM, TRENK D, ScHROER K, et al., How to improve the concept of individualised
antiplatelet therapy with P2Y'12 receptor inhibitors—is an algorithm the answer? Thromb. Haemost.
2015; 113 (1): 37-52.

SMUKOWSKA-GORYNIA A, RzymMsKI P, MARCINKOWSKA J, et al. Prognostic Value of Oxidative Stress
Markers in Patients with Pulmonary Arterial or Chronic Thromboembolic Pulmonary Hypertension.
Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2019, Article ID 3795320, 10 pages, 2019.

SMYTH SS, WHITEHEART S, ITALIANO JE, COLLER BS. Platelet morphology, biochemistry and function.
W: Williams Hematology. KausHansky K, BEUTLER E, SELiGsoHN U, LicHTMAN MA, Kipps TJ, PRr-
cHAL JT. (RED.). McGraw-HILL, New York 2010; 1735-1814.



12 A. KOMOSA, P. RZYMSKI, B.PONIEDZIALEK, M. LESIAK

[34] TreLNskI J, CHOINOwsKI K. Hemostaza i tromboza. W: Wielka Interna. ANTCZAK A, MYSLIWIEC M,
Pruszczyk P. (RED.). HEMATOLOGIA, DMOSZYNSK A. Medical Tribune Polska, Warszawa 2011; 68-81.

[35] VarGA-SzaBo D, PLEINES I, NiEswANDT B. Cell adhesion mechanisms in platelets. Arterioscler
Thromb Vasc Biol 2008; 28: 403-412.

[36] amacisHI SI, EDELSTEIN D, DU XL, et al. Hyperglycemia potentiates collagen-induced platelet activa-
tion through mitochondrial superoxide overproduction. Diabetes 2001; 50: 1491-1494.

Redaktor prowadzgcy — Michat Nowicki

Otrzymano: 13.12.2019

Przyjeto: 05.01.2020

Anna Komosa

e-mail: komosa.ania@ump.edu.pl



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 47 2020 NR 1 (13-22)

POTROJNIE NEGATYWNY RAK PIERSI —
PERSPEKTYWY ROZWOJU
DIAGNOSTYKI I TERAPII

TRIPLE NEGATIVE BREAST CANCER — RECENT
DEVELOPMENTS IN DIAGNOSIS AND TREATMENT

Natalia SIMINIAK', Dariusz [ZYCKI?, Rafat CZEPCZYNSKI'

'Katedra i Klinika Endokrynologii, Przemiany Materii i Choréb Wewnetrznych
2Zaktad Immunologii Nowotworow
Uniwersytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu

Streszczenie: Pomimo dynamicznego rozwoju metod diagnostycznych i terapeutycznych rak piersi
stanowi nadal istotny problem kliniczny. Dotyczy to zwlaszcza podtypu raka potrdjnie ujemnego,
ktorego komorki wykazuja brak receptorow estrogenowych i progesteronowych, a takze receptora
ludzkiego naskérkowego czynnika wzrostu (HER-2). Potrdjnie ujemny rak piersi charakteryzuje si¢
znacznym potencjalem proliferacyjnym, jest wysoce agresywny i szybko generuje przerzuty. Brak
receptorow hormonalnych wyklucza skutecznos$¢ leczenia hormonalnego, natomiast brak receptora
HER-2 uniemozliwia zastosowanie immunoterapii skierowanej na ten receptor. Skuteczno$¢ standar-
dowego leczenia, opierajacego si¢ na wielolekowej chemioterapii, jest ograniczona. W najnowszych
rekomendacjach uwzgledniono terapi¢ inhibitorami polimerazy poli(ADP-rybozy), bioracej udziat
w mechanizmie naprawy DNA, u pacjentek z potwierdzona mutacja BRCA. Mozliwos¢ nowych
metod terapii wskazuja takze badania nad heterogenicznoscia potrdjnie negatywnego raka piersi,
dzigki czemu do schematow leczenia wprowadzono m.in. inhibitory receptora naskérkowego czynni-
ka wzrostu (EGFR), inhibitory czynnika wzrostu $rodbtonka naczyn (VEGF) oraz inhibitory kinazy
serynowo-treoninowej mTOR. Jednakze istotnym problemem klinicznym w terapii potrdjnie negat-
ywnego raka piersi jest lekooporno$¢, w mechanizmie jej powstawania sugeruje si¢ mozliwos¢ ob-
nizonej ekspresji semaforyny 3A.

Rozwdj medycyny nuklearnej umozliwia zastosowanie pozytronowej tomografii emisyjnej do wizual-
izacji zmian, w tym nawrotow i przerzutéw, w sytuacji gdy wyniki innych badan obrazowych sg wat-
pliwe. Ostatnio wykazano obecno$¢ antygenu blonowego gruczotu krokowego (PSMA) w komorkach
srodbtonka raka piersi, szczeg6lnie potrojnie ujemnego. Stwarza to potencjalng mozliwos¢ wykorzys-
tania znakowanych ligandow PSMA zaréwno w diagnostyce, jak i w postaci radioimmunofarmaceu-
tykow w terapii izotopowej tego nowotworu.

Stowa kluczowe: rak piersi, TNBC, chemioterapia, radioimmunoterapia
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Summary: Despite dynamic development of diagnostics and treatment methods in recent years, breast
cancer remains an important clinical problem. It particularly refers to triple negative subtype, in which
cells present no estrogen and progesterone receptors as well as no human epithelial growth factor
receptor (HER-2). Triple negative breast cancer (TNBC) has a high proliferation potential, is highly
aggressive and rapidly generates metastases. Lack of hormone receptors excludes possibility of suc-
cessful hormone therapy and lack of HER-2 makes immunotherapy oriented on that molecule ineffec-
tive. The efficacy of standard treatment based on multiple chemotherapy is limited. Recent guidelines
recommend a use of inhibitors of poly (ADP-ribose) polymerase, which is involved in DNA repair,
in patients with BRCA mutations. Recent studies on heterogeneity of TNBC indicate novel treatment
methods, including inhibitors of epithelial growth factor receptor (EGFR), inhibitors of vascular endo-
thelial growth factor receptors (VEGF) and serine-theonine kinase mTOR inhibitors. However, drug
resistance consist an important problem in TNBC treatment and decreased expression of semaphorin
3A is suggested to be involved.

The developments in nuclear medicine enable positron emission tomography to be used for visualiza-
tion of relapse and metastases, especially when other imaging modalities provide conflicting results.
Recently the presence of prostate specific membrane antigen (PSMA) has been shown in endothelial
cells of breast cancer, particularly TNBC. Therefore potential use of radiolabeled PSMA ligands in
breast cancer diagnosis and radioimmunotherapy is considered.

Keywords: breast cancer, TNBC, chemotherapy, radioimmunotherapy

EPIDEMIOLOGIA I CHARAKTERYSTYKA

Rak piersi jest najczgstszym nowotworem kobiet wedtug American Cancer
Society [31] i druga co do czgstosci przyczyng zgondéw nowotworowych kobiet
w Polsce. Zgodnie z danymi Krajowego Rejestru Nowotworow zachorowalnosé
w ciggu ostatnich trzech dekad wzrosta ponad dwukrotnie [29]. Przyczyna wigk-
szosci zachorowan na raka piersi jest nieznana. Najwazniejszym czynnikiem ry-
zyka jest starszy wiek, a w dalszej kolejnosci: nosicielstwo mutacji niektorych
genow (przede wszystkim BRCAI i BRCA?2), rodzinne wystgpowanie raka piersi,
zwlaszcza w miodszym wieku, Do najwazniejszych czynnikdw o znaczeniu ro-
kowniczym naleza: wielko$¢ guza; typ histologiczny raka i jego stopien ztosliwo-
$ci; obecnos¢ przerzutdéw w weztach chtonnych pachy oraz liczba weztow zaje-
tych przerzutami; stan receptorow estrogenowych (ER) i progesteronowych (PR);
naciekanie okotoguzowych naczyn chlonnych i zylnych; stan HER2, wskaznik
proliferacji Ki67 oraz podtyp biologiczny (ang. intrinsic subtype). W ostatnich
latach wykazano rokownicze znaczenie oznaczanych przy zastosowaniu réznych
technologii tak zwanych profili lub sygnatur molekularnych. Metody te moga do-
starczy¢ istotnych informacji uzupetniajacych wynik badania patomorfologiczne-
g0, szczegolnie odnosnie do celowosci zastosowania chemioterapii (CHT) u cho-
rych na raka hormonozaleznego. Metody te, okreslane sa takze jako wielogenowe
testy predykcyjne.
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Wyréznia si¢ 4 gtowne podtypy biologiczne (Tab.1), ktére sg podstawag wybo-
ru leczenia systemowego: rak luminalny A, luminalny B, HER2-dodatni (nielumi-
nalny) i rak potréjnie ujemny (TNBC).

TABELA 1. Podziat podtypow biologicznych raka piersi ze wzgledu na ocen¢ patomorfologiczng
obecnos¢: receptoréow ER (receptor estrogenowy), PR (receptor progesteronowy), HER2 (ang. Hu-
man Epithelial Growth Factor Receptor), Ki-67 (wskaznik proliferacji)

TABLE 1. Biological subtypes of breast cancer, based on morphology findings: presence of estro-
gen receptor (ER), progesterone receptor (PR), Human Epithelial Growth Factor Receptor 2 (HER2)
and Ki-67 (proliferation index)

Luminalny A ER+, PR+, HER2-, Ki-67<14%
Luminalny B ER/PR+, HER2+/-, Ki-67 >14%
HER2-dodatni ER-, PR-, HER2+
Potrojnie negatywny (TNBC) ER-, PR-, HER2-

LECZENIE POTROJNIE NEGATYWNEGO RAKA PIERSI

Potrdjnie negatywny rak piersi (ang. Triple Negative Breast Cancer, TNBC )
nalezacy do grupy bazalnopodobnych rakow piersi wystepuje u okoto 20% pacjen-
tek z rakiem piersi. TNBC stanowi 80% wszystkich rakow tej grupy. Ze wzgledu
na brak ekspresji receptorow estrogenowych i progesteronowych, a takze niska
ekspresj¢ receptora naskoérkowego czynnika wzrostu HER2, TNBC charakteryzu-
je pierwotng opornoscig na hormonoterapi¢ oraz niewrazliwo$¢ na immunoterapi¢
za pomocg Trastuzumabu i Pertuzumabu. Duza heterogenno$¢ komoérek nowotwo-
rowych oraz wysoki potencjat proliferacyjny pogarsza rokowanie, z powodu duze-
go potencjatu tworzenia odleglych przerzutow [2]. Leczenie cytostatykami opiera
si¢ na wielolekowych schematach chemioterapii, glownie antracyklinami oraz tak-
soidami [6, 7]. Ostatnie doniesienia wskazuja na zasadno$¢ zastosowania platyny
w terapii neoadjuwantowej, u chorych zaawansowanych z mnogimi przerzutami
[20]. U nosicielek mutacji BRCA1/2 zastosowanie przedoperacyjnej CHT z udzia-
lem karboplatyny pozwala uzyska¢ wyzszy odsetek odpowiedzi klinicznej, ale bez
znamiennego wptywu na wskazniki przezycia. Wlaczanie terapii neoadjuwantowe;j
przed operacja w 20% przypadkow umozliwia calkowita remisje, jednakze brak
odpowiedzi jest jednoznaczny z wysokim ryzykiem nawrotow ilekoopornosci
w przeciggu pierwszych trzech lat [22]. U chorych na tréjujemnego raka piersi, po
wczesniejszej uzupetniajacej CHT z udziatem antracyklin i ewentualnie taksoidow,
karboplatyna i docetaksel charakteryzuja si¢ podobna skuteczno$cia przy lepsze;j to-
lerancji karboplatyny, natomiast w podgrupie chorych z dziedziczng mutacja BRCA
zastosowanie karboplatyny pozwala uzyska¢ wyzszy odsetek odpowiedzi.
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OPORNOSC NA LECZENIE

Wyjasnienie doktadnego mechanizmu opornosci jest trudne i wieloptaszczy-
znowe. W powstawaniu opornosci uczestniczg miedzy innymi: mikrosrodowisko
guza, komorki macierzyste jak i masowe nowotworu oraz roézne alternatywy Scie-
zek sygnalizacyjnych w obrebie komoérek. Ponadto, podtyp TNBC charakteryzuje
si¢ heterogennoscig molekularna, co dodatkowo utrudnia okreslenie jednego me-
chanizmu chemioopornosci [10].

Znaczne roznice w odpowiedzi klinicznej na leczenie jednoznacznie wskazuja
na obecnos¢ réznic molekularnych w obrgbie komorki nowotworu. Powszechnie
wiadomo, ze pacjenci z nowotworami niskozréznicowanymi oraz szybko gene-
rujacymi przerzuty sg najbardziej narazeni na lekoopornos¢ [33]. Jednym z me-
chanizmoéw branych pod uwagg jest ekspresja semaforyny 3A (SEMA3A), biatka
btonowego i wydzielniczego, ktore poczatkowo zaliczano do molekut sygnaliza-
cyjnych, bioracych udziat w nakierowywaniu aksonéw [17]. Wykazano obnizo-
ng ekspresje SEMA3A w raku jajnika, raku zotadka, raku prostaty, czy glejaku
wielopostaciowym [17, 18, 34]. Ponadto, obnizona ekspresja korelowata ze stop-
niem ztos§liwosci czy glebokosci inwazji, ale takze z generowaniem przerzutow
i zr6znicowaniem komorek. SEMA3A charakteryzuje dzialanie antyangiogenne
i moze wykazywac¢ wlasciwosci antyonkogenne, takie jak promowanie apoptozy,
hamowanie migracji komorek guza, jak i proliferacji [27]. W raku Zotadka obni-
zong ekspresje SEMA3A okreslono jako prawdopodobny negatywny czynnik pro-
gnostyczny, natomiast w raku prostaty obecnos¢ SEMA3A wigzata si¢ z dobrym
rokowaniem, np. niskim PSA przedoperacyjnym [21, 36].

W raku piersi wykazano obnizong ekspresj¢ semaforyny 3A, w porownaniu
z prawidlowg tkanka gruczotu piersiowego [32]. Konieczne sg jednak dalsze ba-
dania w celu okreslenia roli ekspresji semaforyny 3A w mechanizmie lekoopor-
nosci, jak rowniez jej wystepowania w obrebie podtypdw raka piersi.

NOWE METODY TERAPII

Terapie celowane sg gtownym wyzwaniem farmakologii przeciwnowotwo-
rowej i najbardziej obiecujace w zakresie skutecznos$ci leczenia. Mutacje genow
BRCA, ktére biora udzial w mechanizmie naprawy DNA, wiazg si¢ z ponad
10-krotnym wzrostem ryzyka zachorowania na raka piersi. W podtypie potroj-
nie negatywnego raka piersi mutacje BRCA1 wystepuja najczesciej [5, 9]. Po-
limeraza poli(ADP-rybozy) (PARP) to rodzina enzymow naprawiajagcych DNA
w mechanizmie wycinania zasad, ktorej aktywno$¢ znacznie wzrasta u pacjen-
tow nowotworowych z zaburzeniami rekombinacji homologicznej spowodowane;j
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mutacjag BRCA [12, 19]. Hamujac aktywno$¢ PARP komoérki nowotworowe staja
si¢ wrazliwe na leki cytotoksyczne oraz podatne na $mieré¢ komoérkowa, ponie-
waz mechanizm naprawy DNA jest zaburzony zar6wno w mechanizmie wycina-
nia zasad, jak i rekombinacji homologicznej [1]. W 2019 roku organizacje FDA
oraz EMA w swych rekomendacjach zaaprobowaty stosowanie inhibitora PARP —
olaparibu w leczeniu pacjentek z mutacja BRCA, nie tylko w HER-negatywnym
raku piersi, ale rowniez w raku jajnika [13]. Mutacja w obrebie BRCA wiaze si¢
najbardziej z ryzykiem wystapienia podtypu potrojnie negatywnego, lecz jedynie
10% pacjentek z rakiem piersi jest nosicielem tej mutacji [9].

Receptor naskorkowy (EGFR) wystepuje w okoto 60% przypadkéw potrdj-
nie negatywnego raka piersi. Badania sugerujg wykorzystanie inhibitorow EGFR
w leczeniu TNBC, stosujac przeciwciala monoklonalne, albo inhibitory kinazy
tyrozynowej. Do terapii pacjentek wprowadzono takze inhibitory czynnika wzro-
stu $rodbtonka naczyn VEGF, ograniczajac neowaskualryzacje w obrebie guza,
a takze inhibitory kinaz mTOR, stosowanych w celu zapobiegania generowania
przerzutow [28].

HETEROGENICZNOSC POTROJNIE
NEGATYWNEGO RAKA PIERSI

Podtyp potrojnie negatywny raka piersi od lat byt uwazany za heterogeniczny
molekularnie. W ciggu ostatnich lat wyrdzniono jego cztery podtypy: luminalny
z receptorem androgenowym (AR), mezenchymalny, bazalny immunosupresyjny
oraz bazalny immunoaktywny. Wykorzystanie r6znic molekularnych w leczeniu
wydaje si¢ obiecujace, jednakze obecnie European Society of Medical Oncology
(ESMO) uwzglednia jedynie podtyp luminalny AR jako prawdopodobnie wyma-
gajacy odrebnej terapii [6].

Receptor androgenowy (AR) nalezy do rodziny receptoréw steroidowych,
fizjologicznie odpowiada za rozwdj meskich narzadow piciowych czy sperma-
togeneze. Pomimo braku receptorow estrogenowych w badaniu immunohisto-
chemicznym, ich molekularng oznake wykazano w 1% komorek raka podtypu
luminalnego AR. Moze to wskazywa¢ na czgsciowa odpowiedz na leczenie hor-
monalne, stosowane w podtypie ER-dodatnim [5]. Zaobserwowano znaczenie
sygnalizacji androgenowej w stymulacji rozwoju komorek raka piersi w r6znych
liniach komorkowych, co potencjalnie umozliwia skuteczne leczenie antyandro-
genowe. Jednakze niewystarczajaca liczba dotychczas przeprowadzonych badan
uniemozliwia rutynowe stosowanie takiego leczenia.

W przypadku raka potrojnie negatywnego McGhan i wsp. opisali grupe 119
pacjentek, u ktoérych wykazano ekspresje AR az w 23% materialow tkankowych
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[25]. Ekspresj¢ AR zaobserwowali oni szczeg6lnie u pacjentek starszych i z prze-
rzutami do weztow chlonnych. Gucalp i wsp. opisali Il faze kliniczng oceny le-
czenia antyandrogenowego bicalutamidem u pacjentek z TNBC. Wskaznik ko-
rzy$ci klinicznej CBR (ang. Clinical Benefit Rate) wynidst 19%, $rednia zycia
bez progresji 12 tygodni, a leczenie byto dobrze tolerowane [14]. Kolejna analiza
terapii antyandrogenowej w 11 fazie badan klinicznych przy pomocy leku abirate-
ron, obejmowata 34 pacjentki, z czego u jednej wystgpita remisja calkowita oraz
u pieciu ponad 6-miesi¢czna stabilizacja choroby [3]. Ocena zaleznosci ekspresji
AR u pacjentek z TNBC jest kluczowa, w celu opracowania nowej skutecznej te-
rapii celowane;j.

MEDYCYNA NUKLEARNA W RAKU PIERSI

Badania nad nowymi metodami leczenia, nie opieraja si¢ wylgcznie na tera-
piach systemowych. Medycyna nuklearna jest wykorzystywana w onkologii za-
rowno w celach diagnostycznych jak ileczniczych. Niestety rola pozytronowe;j
tomografii emisyjnej w polaczeniu z tomografiag komputerowa (PET/CT) w okre-
sleniu sposobu postepowania w raku piersi jest ograniczona, gtownie ze wzgledu
na wysokie koszty. Badanie PET/CT z uzyciem '®F-FDG jest wskazane glownie
Ww rozpoznawaniu nawrotow po radykalnym leczeniu, kiedy wyniki innych ba-
dan obrazowych sa watpliwe. Jednakze intensywny rozwdj medycyny nuklear-
nej zarowno w zakresie dostepnosci radiofarmaceutykow, jak i nowych procedur,
powoduje zwigkszenie obszaru jej wykorzystania. Ostatnim waznym przetomem
w medycynie nuklearnej byto udowodnienie wartosci PSMA (ang. Prostate Spe-
cific Membrane Antigen) w raku prostaty, zarowno w diagnostyce PET przy uzy-
ciu czasteczek PSMA znakowanych galem-68 lub fluorem-18, jak i w leczeniu za
pomocg czasteczek znakowanych emiterami promieniowania beta lub alfa [30].

Terapia izotopowa jest najczesciej wykorzystywana jako terapia uzupetnia-
jaca po leczeniu chirurgicznym raka tarczycy, ma na celu zlikwidowanie poten-
cjalnych pozostatosci komorek nowotworowych [15]. Podobny schemat zostat
wykorzystany przy probie leczenia izotopowego raka prostaty za pomoca '""Lu-
-PSMA-617. Analiza skutecznosci tego leczenia u prawie 150 pacjentow wykaza-
ta wysokie wskazniki odpowiedzi i bezpieczenstwa [30].

Antygen blonowy gruczotu krokowego (PSMA) to glikoproteina, ktéra wy-
stepuje w nabtonku wydzielniczym prostaty, ale jej wysoka ekspresja jest obser-
wowana roéwniez w komorkach raka gruczotu krokowego. Juz w 1999 roku Chang
i wsp. udowodnili immunohistochemicznie obecnos¢ PSMA rowniez w komor-
kach $rddbtonka raka piersi oraz raka nerki, pecherza moczowego, czerniaka i in-
nych nowotwordéw [8]. Wskazano prawdopodobng rolg PSMA w neowaskularyza-
cji nowotworowej i nie wykazano jego ekspresji w tkankach nienowotworowych.
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W obrebie raka piersi Tolkach i wsp. potwierdzili ekspresje PSMA u 60% cho-
rych. Najwyzsza ekspresje wykazywal podtyp potrojnie negatywnego raka piersi,
gdzie u wszystkich 33 pacjentek potwierdzono obecno$¢ PSMA [35]. Morgenroth
i wsp. zbadali $srodblonkowa ekspresje PSMA w komorkach potrdjnie negatyw-
nego raka piersi, transfekowanych u myszy, przeprowadzajac badanie uPET [26].
Wysoki wspotczynnik akumulacji wigzania znakowanego ligandu PSMA z recep-
torem zostal zaobserwowany w komdrkach podtypu TNBC, w przeciwienstwie
do komorek podtypu ER dodatniego.

Weczesniejsze wykorzystanie ekspresji PSMA do leczenia izotopowego raka
prostaty, a takze pierwsze opublikowane spostrzezenia dotyczace obecnosci tego
antygenu na komorkach raka piersi sktaniaja do podjecia w przysztosci podob-
nych badan klinicznych dotyczacych terapii TNBC. Wydaje si¢, ze z uwagi na
prawdopodobnie najwyzszg ekspresje antygenu PMSA, ten typ raka piersi bedzie
w przyszto$ci mogl by¢ leczony przy pomocy liganda bedacego radiofarmaceuty-
kiem. Ostatnio opublikowano wyniki pierwszego badania klinicznego, w ktérym
zastosowano terapie znakowanym ligandem PSMA — 177-Lu-PSMA u chorej na
potrdjnie negatywnego raka piersi [35]. Ze wzgledu na wysoki stopien zaawan-
sowania choroby oraz duzg dynamike¢ progresji choroby pacjentka nie ukonczyta
leczenia. Podsumowujac, wstepne wyniki badan potwierdzaja obecnos$¢ antygenu
PSMA w komorkach potrojnie negatywnego raka piersi, co budzi nadziej¢ na zasto-
sowanie znakowanych radioaktywnie ligandow tego antygenu w obrazowaniu PET,
jak i w zindywidualizowanej terapii.

RAK PIERSI UMEZCZYZN

Rak gruczotu piersiowego jest niezwykle rzadki u me¢zczyzn, stanowi oko-
lo 1% wszystkich nowotworow 1 wystepuje z czestoscig 100 razy mniejsza niz
u kobiet. Nieczesto dochodzi do wezesnej diagnozy, ze wzgledu na sporadycz-
nos¢ wystepowania i ograniczong swiadomos$¢ zardwno lekarzy jak i pacjentow.
Czynniki ryzyka raka piersi u m¢zczyzn obejmuja; predyspozycj¢ genetyczna,
wiek, czynniki srodowiskowe oraz obcigzony wywiad rodzinny [1]. Wystepujaca
rodzinnie mutacja BRCA2 predysponuje u m¢zczyzn nie tylko do wystgpowania
raka piersi, ale rowniez raka trzustki, prostaty oraz pgcherzyka zotciowego [4].
Nowotwory pacjentdéw, u ktérych potwierdzono mutacj¢ BRCA2, charakteryzuje
wysoki stopien zlosliwosci, obecno$¢ receptoréw hormonalnych i wielokrotnie
wiaze si¢ z zajeciem wezldw chtonnych [16]. Leczenie raka piersi u mg¢zczyzn
opiera si¢ gtownie na chirurgicznym usunig¢ciu gruczotu piersiowego i adiuwanto-
wa chemioterapia. Jednakze analizy nad inhibitorami PARP zwickszaja mozliwo-
$ci terapeutyczne u megzczyzn z mutacja BRCA2. Opublikowano proby leczenia
pacjentéw olaparibem z BRCA2-dodatnim rakiem prostaty [24], jednakze wie-
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cej badan jest potrzebnych by potwierdzi¢ skutecznos¢ leczenia inhibitorami PARP
w raku piersi u mezczyzn. Badano skutecznos¢ leczenia antyestrogenowego — tamo-
ksifenem i wykazano statystycznie wyzszy czas catkowitego przezycia w poréwnaniu
z zastosowaniem inhibitorow aromatazy. Interpretacje wynikow leczenia wskazujg
terapie tamoksyfenem jako korzystne leczenie u pacjentéw z rakiem piersi z obecng
ekspresja receptorow hormonalnych [11].
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Summary: Glioblastoma multiforme, the most aggressive glioma, is a tumor characterized by fre-
quent recurrence and unfavorable prognosis. There is growing literature concerning therapy-induced
senescence in glioblastoma, with many compounds found to exert a senescence-promoting effect,
offering new potential treatment possibilities. However, some studies indicate that senescence and
senescence-associated secretory phenotype may play arole in glioblastoma progression and re-
currence. Taken together, those findings underscore the importance of senescence in glioblastoma
pathophysiology and show the need for the development of novel senescence-associated approach-
es, such as senescence-associated secretory phenotype reprogramming and two-step senescence-fo-
cused cancer therapy.

Keywords: cellular senescence, glioblastoma, cancer therapy, neoplasm recurrence, local

Streszczenie: Glejak wielopostaciowy, najbardziej agresywna posta¢ glejaka, charakteryzuje si¢
sktonnoscia do czgstych nawrotéw oraz niekorzystnym rokowaniem. W ostatnich latach opub-
likowano wiele badan dotyczacych terapii wywotujacej starzenie komorkowe w komorkach glejaka,
co daje nadziej¢ na opracowanie nowych sposobow leczenia tego nowotworu. Z drugiej strony, niek-
tore badania wskazuja na zwigzek starzenia komorkowego z progresja glejaka oraz ze sktonnos$cia
do nawrotéw. Podsumowujac, analiza najnowszych doniesien podkresla, ze starzenie komorkowe
pelni wazna role w patofizjologii glejaka wielopostaciowego, a takze pokazuje potrzebg opracowa-
nia nowych podej$¢ terapeutycznych zwigzanych ze starzeniem, takich jak przeprogramowywanie
fenotypu wydzielniczego komorek starzejacych czy dwustopniowa terapia starzeniowa.

Stowa kluczowe: glejak niedojrzaly, nowotwory — farmakoterapia, wznowa miejscowa nowotworu
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INTRODUCTION

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common malignant central nervo-
us system tumor in adults [50], yet it still lacks successful treatment options. Mu-
tations in either IDH1 or IDH2 are revealed in over 70 % of grade II-III gliomas
and secondary glioblastomas. Isocitrate dehydrogenase (IDH)-wildtype GBM has
an especially grim prognosis, as even with standard treatment and supra-total resec-
tion the median survival ranges from 14 to 20 months [59]. It is thus clear that novel
therapeutic approaches are needed, and one of such approaches is pro-senescence
therapy. In recent years, there has been a number of articles that furthered our un-
derstanding of the role cellular senescence plays in pathophysiology and treatment
of malignant gliomas. In this review paper, we summarize latest research on thera-
py-induced senescence (TIS) in glioblastoma and discuss the role senescence likely
plays in GBM recurrence, as well as potential ways to counter its deleterious effects.

CHARACTERISTICS OF CELLULAR SENESCENCE

Cellular senescence is a state of stable cell cycle arrest that occurs in diploid cells
and limits their proliferative lifespan [7]. In vivo senescent cells do not differ mor-
phologically from normal cells, but in vitro they are characterized by a set of particu-
lar changes, which include cell enlargement, flattening, vacuolization and sometimes
multinucleation. There is however a collection of biomarkers that can be used to defi-
ne senescent cells in vitro as well in vivo [25]. The most significant one is immunohi-
stochemical detection of senescence-associated -galactosidase (SapGAL) activity,
which is increased in the lysosomal content of senescent cells. This test must be car-
ried out on subconfluent cell populations, since SapGAL activity might be sponta-
neously induced in confluent populations [9]. Metabolic changes are known to occur,
such as elevation of glucose consumption and lactate production, though they are not
routinely used as biomarkers [13, 7]. Physiology of senescent cells also differs, as they
increase expression of certain proteins, such as cell cycle inhibitors p16™&4 p21, p27
and p53 which can be used as markers of senescence [42, 7]. In addition, senescent
cells secrete a number of extracellular factors called SASP (senescence-associated se-
cretory phenotype) [25], which will be described later.

PATHWAYS AND TRIGGERS OF SENESCENCE
There are many triggers that induce senescence, and they can be divided into
a few categories. “Programmed senescence” is the result of polyploidy, develop-
mental cues, cell fusion or influence of SASP. “Damage-induced senescence”
may be triggered by reactive oxygen species, DNA damage, oncogenic signaling,
tumor suppressor inactivation and also by SASP. Depending on the triggers, diffe-
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rent enzymatic cascades are recruited, however they all converge on dephospho-
rylation of one of various CDK enzymes, leading to hypophosphorylation of the
RB protein which in turn results in the triggering of senescence [25, 7].

THE ROLE OF SENESCENCE

Physiological purpose of cellular senescence comes down to homeostasis ma-
intenance and proper tissue and organ development. It is achieved by limiting pro-
liferation and by withdrawal of stressed or damaged cells through morphological
and functional changes that occur during the senescence process [26, 7]. These
effects are desirable during tissue regeneration and embryonic life, but senescence
can also have harmful consequences. If the rate of elimination of senescent cells
is lower than their rate of growth, it leads to their accumulation. This process
can occur as tissues age, but it may also lead to disease development [25, 7]. To
understand the detrimental role senescent cells may play in disease — including
tumorigenesis — we must examine the effects of SASP.

WHAT IS SASP?

The term “senescence-associated secretory phenotype” (SASP) refers to a set of
particular chemokines, cytokines and other substances by which senescent cells af-
fect its microenvironment. The composition of SASP, and hence its influence, may
vary depending on the type of cells that underwent senescence as well as the factor
that induced it, though the molecular mechanism of this phenomenon is still not well
understood [34, 7]. The main purpose of SASP is microenvironment manipulation by
senescent cells, rebuilding the extracellular matrix and activating the immune system
in order to limit the proliferation of damaged cells [37, 20]. However, antiproliferative
effect on tumor cells is not always achieved and SASP may even promote tumorige-
nesis by boosting vascularization and tumor proliferation. This phenomenon is called
maladaptive senescence and may occur during chemotherapy, which in addition to
causing senescence in both normal and tumor cells also impairs their elimination by
the immune system [7]. The possibility of manipulating the senescence process, and
thus SASP features, creates original ways of approaching antitumor therapies.

GLIOBLASTOMA THERAPY-INDUCED SENESCENCE

Many compounds applied in glioblastoma therapy have been found to induce
senescence in various glioblastoma cell lines, both established and primary. In
some studies only cell cycle arrest and senescence markers were observed, while
in others signs of apoptosis have been detected as well. Notably, cells that survi-
ved treatment by apoptosis-inducing agents often displayed markers of senescen-
ce [52, 44, 61]. In this part, we provide a short review of mentioned studies.
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TEMOZOLOMIDE

Temozolomide (TMZ) is a DNA methylating drug that induces apoptotic cell
death [41]. It is the first-line chemotherapeutic treatment option in glioblastoma
multiforme. TMZ has been found to induce senescence through activation of the
DDR (DNA damage response) in glioma cell lines [1]. TMZ-induced senescence
in vitro required functional p53 and NF-kB pathways. Additionally, some studies
found compounds that potentiate the effects of TMZ on cancer cells. Afatinib
(pan-EGFR inhibitor) strengthened the cytostatic and senescence-inducing ability
of TMZ in U87MG and U251 cells with amplified EGFR signaling [49]. Thera-
peutic efficacy of TMZ might be enhanced by the combined treatment with leveti-
racetam in glioblastoma primary [38] and established cell lines [23], as described
below, in the section concerning HDAC inhibitors.

CYCLIN-DEPENDENT KINASE INHIBITORS

CDKA4/6 inhibitors, such as ribociclib, abemaciclib and palbociclib, are a no-
vel group of compounds that target the corresponding cell-cycle regulatory ki-
nases. They are currently tested in a clinical setting against various tumors. In
particular, abemaciclib and ribociclib are investigated as potential single-agents
in the treatment of recurrent GBM, with the former in a phase II and the latter in
an early-phase clinical trial [35]. To our knowledge, their ability to induce sene-
scence has not been studied in a GBM model. Given that there is data indicative of
senescence induction by ribociclib in particular [30] and other CDK4/6 inhibitors
(e.g. palbociclib) in general [19], such research may be warranted. Of the three
compounds, only palbociclib has been tested in terms of its senescence-inducing
effects on GBM cells [24]. The study was conducted on patient-derived, stem
cell-enriched GBM cell lines. Palbociclib was found to rapidly inhibit prolifera-
tion without changes in cell viability, and prolonged exposure (14 days) resulted
in an increase of senescence-associated markers and SASP development. Howe-
ver, those senescent-like cells resumed proliferation in 7-14 days following drug
withdrawal, and the authors concluded that palbociclib induces a senescent-like
quiescence in patient-derived glioma stem cell-enriched cell lines.

Recently, long-term treatment with TG02 (a multi-CDK inhibitor, most po-
tent against CDK-9) was found to induce positive SaGal staining in the LN-229
GBM cell line, but not in any of the other thirteen studied glioblastoma lines [31].

MDM2 INHIBITORS
Nutlin-3a, the compound most commonly used in anti-cancer studies, binds to
the MDM2 protein, inhibiting its interaction with p53 and causing p53 pathway
activation. /n vitro studies showed that this drug induced cell-cycle arrest with an
increase in senescence markers and apoptosis in pS3 wild-type U87 GBM cell lines,
but not in p53 mutated T98G cells, which is in line with its established mechanism
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of action [52, 57]. Furthermore, this effect was found to be mediated by the down-
regulation of DYRK1A-EGFR axis by p53, while upregulation of EGFR attenuated
the effects of nutlin-3a both in vitro and in a mouse xenograft model [57].

AURORA KINASE INHIBITORS

Aurora kinases (AurK) A, B and C play an important role in multiple mitotic
events. AMG900, a pan-AurK inhibitor with potential antineoplastic activity, was
found to induce senescence in A172, U-87MG and U-118MG GBM cell lines
through p53 and p21 activation [32]. In another study, five patient-derived glio-
ma stem cell lines were treated with AurK inhibitor danusertib. In two of those
lines, a 48h danusertib treatment decreased viability, mitogenic index and clo-
nogenic potential while inducing positive SapGal staining [8]. This response did
not correlate with TP53 mutation status but only occurred in cell lines with the
highest chromosomal content. Three remaining lines, classified as resistant, had
lower initial ploidy levels when compared to danusertib-sensitive cells, but sho-
wed a similar increase in ploidy following drug treatment. Second 48h danusertib
treatment of resistant lines further increased chromosomal content and induced
changes similar to those observed in sensitive cells, including SafGal+ staining,
in one of the remaining lines. Based on those finding, the authors suggest that
a ploidy threshold may determine GBM sensitivity to AurK inhibitor treatment.

HISTONE DEACETYLASE AND DEMETHYLASE INHIBITORS

Various studies have found that the inhibition of enzymes with histone deacety-
lase (HDAC) or histone demethylase activity may influence senescence. Treatment
of US7MG GBM cells with tenovin-1 and EX527, small-molecule sirtuin inhibitors,
increased p53 expression and induced cellular senescence [58]. Another sirtuin inhi-
bitor, R/S-N-3-cyanophenyl-N'-(6-tert-butoxycarbonylamino-3,4-dihydro-2,2-dime-
thyl-2H-1-benzopyran-4-yl)urea, has been shown to induce G1 cell cycle arrest and
positive SapGal staining in U373 GBM cell line [36]. HDAC inhibitor suberoylanilide
hydroxamic acid (SAHA) at 1 uM and 2.5 uM concentrations inhibited US7MG cell
growth via cell cycle arrest and p53-, p38-mediated senescence [16]. Interestingly,
high concentrations of SAHA (> 5 uM) triggered apoptosis accompanied by caspa-
se-8 and caspase-9 pathways activation. Other research showed the ability of sodium
butyrate (also a HDAC inhibitor) to induce senescence in A172 GBM lines [27]. This
effect was accompanied by a reduction in cellular motility and invasiveness, while
p21, p27 and p53 levels were elevated. Final HDAC inhibitor, levetiracetam (widely
known for its antiepileptic effects), was found to potentiate the effects of TMZ treat-
ment in a synergetic way, although only about 7% of cells stained SapGal+ after 72h
long combined treatment [23]. Lastly, lysine-specific demethylase (LSD1) inhibition
by various compounds (OG-L002, SP2509 and GSK2879552) induced senescence in
U87MG, U251 and T98G GBM cell lines through HIF-1a level reduction [33].
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CNF1

Cytotoxic necrotizing factor 1 (CNF1) is a bacterial Rho GTPase-activating
protein produced by some strains of extraintestinal £. coli. It was found to in-
duce senescence in GL261 GBM cells both in vitro and in a mouse intracranial
xenograft model, reducing tumor volume without causing adverse effects in ne-
ighboring neural cells [48]. CNF1 enters the cell via 67LR-mediated, clathrin-
-independent endocytosis and is subsequently cleaved. Then, its catalytic part
is released from the endosome [46]. Activation of Rho GTPase reorganizes the
actin cytoskeleton in such a way that it can no longer guide cytokinesis, which
leads to a multinucleated phenotype in proliferating cells exposed to the toxin
[46]. Additionally, CNF1 induces neuronal remodeling and has been reported to
exert a beneficial effect in various brain pathologies, such as Parkinson’s and Al-
zheimer’s disease [46].

PHYTOCHEMICALS

Different plant-derived compounds have been found to posses antitumor ac-
tivity, including the ability to induce senescence. Thymoquinone, found in black
cumin, upregulated the prostate apoptosis response-4 protein, leading to sene-
scence and an increase in p53 and p21 levels in the US7MG line [43]. Artesunate,
artemisin analogue (derived from the Artemisia annua L) inhibited growth, mi-
gration and distant seeding of U251, U887, U138 and SK-N-SH GBM cell lines
via inhibition of the mevalonate pathway and induction of p21 expression [55].
Flavokawain B (FKB), a kava chalcone, induced senescence in approximately
60% of U251, U87 and T98 GBM cell lines after 48h long treatment. This effect
was potentially related to autophagy, as autophagy inhibition by FKB treatment
caused U251 cells to undergo apoptosis instead of senescence [54]. Resveratrol,
a polyphenol present in grapes and other plants, was found to reduce cell viability
and tumor volume as well as induce positive SafGal+ staining in U87 and U118
cell lines, which was caused by mono-ubiquitination of histone H2B (uH2B) [11].
Another polyphenol — epigallocatechingallate (EGCG), found in green tea — re-
duced telomere length and induced positive SafGal staining after long-term, lo-
w-dose treatment of U251 GBM cells [47]. On the 98" day of treatment with 10
ug/mL of EGCG, the telomere length was three times shorter when compared to
day one and around 50% of cells stained SapGal+. Finally, matrine — an alkaloid
extracted from sophora flavescens — was found to reduce cell viability and in-
crease senescence markers in U251, U87 and P3 (primary) GBM cells [62]. IC,
values for 72 h incubation time ranged between 0.2 and 0.3 mmol/l for cancer
cells. In immortalized normal human astrocytes IC, was equal to 0.483 mmol/l.
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PI3K/mTOR PATHWAY INHIBITION

One study found that PQR309, an inhibitor of pan-PI3K and mTOR, induces
growth arrest and senescence in various IDH wild-type GBM cell lines. Additio-
nally, the authors evaluated if molecular profiling could be used to predict cell
sensitivity to PI3K/mTOR inhibition [2]. Genetic analysis showed that PQR309
sensitivity was correlated with NF1 mutation, while CDKN2C loss was linked to
PQR309 resistance. In addition, pAKT™3% pAKTS*”* and pGSK3p levels were
strongly negatively correlated with clonogenicity assay EC, values, while p4E-
-BP1™r3746 Jevels exhibited positive correlation.

TELOMERE TARGETING

Loss of telomeres is a known cause of cellular senescence [7]. One study fo-
und that treatment with BRACO-19, a ligand for telomeric G4, induced apoptosis
and p53- p21-mediated senescence in U87 and U251 GBM cell lines, but not in
normal primary astrocytes [61]. These changes were accompanied by a reduction
in telomerase activity and the displacement of telomerase from nucleus to cy-
toplasm. Naturally-occurring polyphenol, epigallocatechingallate (already descri-
bed above), also exerted its effects through telomere shortening [47].

OTHER SENESCENCE-INDUCING AGENTS

UNC2025, a MER receptor tyrosine kinase (MERTK) inhibitor, has been re-
ported to decrease cell viability and colony formation in U251, and A172 GBM cell
lines in a dose-dependent manner. The highest dose (200 nM) of the drug induced
apoptosis in approximately 80% of A172 and 60% of U251 cells. After five days of
200 nM UNC2025 treatment, almost all surviving cells showed various markers of
senescence, and SASP-associated factors IL-6 and IL-8 were significantly elevated
[44]. In another study four potential protein arginine methyltransferaze 5 (PRMTY)
inhibitors were tested. Banasavadi-Siddegowda et al. found CMP5, a potential pro-
tein arginine methyltransferaze 5 inhibitor, to induce senescence in GBM cells in
vitro and in a zebrafish xenograft glioma model [4]. Study of U87MG-luc cells in
vitro showed that treatment with high doses of progesterone induced positive Saf-
Gal staining [3]. In vivo, it limited the rate of tumor growth and extended survival in
U87MG-luc-inoculated mice without signs of organ toxicity [3]. Thus, it was conc-
luded that progesterone may induce premature senescence. Other research showed
that protein kinase D2 silencing or its inhibition by CRT0066101 induced senescen-
ce in both p53 wild-type (US87MG, A172) and p53 mutant (GM133, T98G, U251)
cell lines [5]. Finally, subcytotoxic copper sulfate concentrations were found to in-
duce U87-MG GBM cell senescence by downregulation of the Bmi-1 pathway [21].
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POTENTIAL TARGETS FOR PRO-SENESCENCE THERAPY

There has been a number of studies that identified potential targets for pro-
-senescence treatment in glioblastoma, mainly through gene knockdown or si-
lencing techniques. Below, we provide a review of studies that describe such tar-
gets which, to our knowledge, have not yet been tested with pharmacological
inhibitors.

IDH1 SILENCING

According to latest WHO classification, IDH mutation status is an impor-
tant prognostic marker in glioblastoma [51]. IDH-wildtype tumors depict a less
favorable prognosis and thus the research of IDH-targeting therapies seems war-
ranted. Wahl et al. measured the effects of IDH1 knockdown (via siRNA and,
independently, via doxycycline-induced shRNA) on radiation sensitivity in both
p53 mutant and p53 wild-type GBM cell lines, with IDH1kd cells showing signi-
ficant radiosensitization [53]. A similar effect was observed in mice inoculated
with U87 GBM cells with doxycycline-inducible sShRNA IDH1 knockdown. This
indicates that pharmacological inhibition of IDH-1 may improve the outcomes of
GBM radiotherapy.

INTEGRIN avp3/PAK4 SIGNALING
A study on six glioblastoma cell lines showed that si-RNA mediated knoc-
kdown of B3 induced growth arrest and senescence in GBM cells, but not in bre-
ast, colorectal, lung and pancreatic carcinomas [10]. PAK4 was identified as a do-
wnstream mediator of this effect, which was found to be p-21 dependent but p-53
independent. Overall, the study revealed integrin avB3/PAK4 axis as a potential
target for therapy-induced senescence.

FETUIN-A DEPLETION

Fetuin-A, a liver-derived serum protein, has been shown to modulate the gro-
wth of the LN229 GBM cell line [28]. Furthermore, LN229 cells have the ability
to support their own growth in culture in the absence of serum through ectopic fe-
tuin-A synthesis [28]. Reduction of cellular fetuin-A levels via knockdown of its
ectopic production or by asialofetuin treatment (which attenuated fetuin-A upta-
ke) triggered senescence in LN229 cells, thus identifying a new potential thera-
peutic approach.

BcL11B KNOCKDOWN
B cell CLL/lymphoma 11B (Bcll1b) is a C,H, zinc finger transcription factor
that was found to be upregulated in glioma cells [22]. The study by Liao ef al. has
showed that Bcll1b knockdown repressed growth and induced positive SaGal
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staining in U87 and U251 GBM cell lines [22]. This effect was accompanied by
p21 upregulation and downregulation of the Sox-2 gene and Bmi-1 protein.

MCL1 SILENCING
siRNA-mediated silencing of the myeloid cell leukiemia-1 (MCL1) gene in pa-
tient-derived glioblastoma cell lines was found to decrease the expression of Bcl-2,
Bmi-1, Akt, and PI3K and to increase Bax and PTEN expression [56]. Furthermore,
it inhibited cell proliferation as well as induced apoptosis and senescence, although
only 14.26% of MCLI silenced cells expressed positive SapfGal staining.

14-3-3g DEPLETION
14-3-3p is a 14-3-3 scaffolding protein isoform and its expression in astrocy-
tomas correlates with malignancy grade [39]. 14-3-3f depletion by siRNA gene
silencing managed to induce senescence in U87 and A172 GBM cells. This effect
was accompanied by an upregulation in p27 expression, while the expression of
other cell cycle regulators remained unchanged [39].

THE DARK SIDE OF GLIOBLASTOMA SENESCENCE
AND POTENTIAL WAYS TO COUNTER IT

It is now clear that the induction of senescence may be a double-edged sword:
while on one hand, cancer cells growth arrest and the secretion of some SASP cy-
tokines is certainly beneficial, there is increasing evidence that senescence plays an
important part in tumor recurrence and long-term adverse effects of chemotherapy
[40, 7]. In glioblastoma, its deleterious consequences may be especially important,
since both TMZ treatment [ 1] and radiotherapy [18, 60] (i.e. standard clinical GBM
treatment) are known to induce senescence. IL-6 and IL-8 secretion was signifi-
cantly increased in TMZ [18, 1, 60]- and radiotherapy-induced senescent cells.
Moreover, a study on US7MG and LN229 murine xenograft models revealed that
radiotherapy-induced senescent cells stimulated vascular formation and recruitment
of Ly6G+ inflammatory cells, which in turn promoted the conversion of glioblasto-
ma cells to glioblastoma stem cells through the NOS2-NO-ID4 axis [17]. A study
by Jeon et al. reports that co-injection of irradiated and non-irradiated GBM cells
into immuno-deficient mice resulted in faster tumor growth when compared to non-
-irradiated U87MG and LN229 control samples [18]. In all of the papers discussed
above, SASP expression was correlated with NFkB activation.

Furthermore, glioma stem cells cultured in neurospheres were observed to dif-
ferentiate into non-stem glioma cells (NSGCs) in the presence of serum. Those NS-
GCs subsequently entered senescence and started secreting pro-inflammatory and
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pro-angiogenic factors [29] (VEGF-C, VEGF-A, IL-6, IL-8). As senescent NSGCs
were also detected in a mouse xenograft model, it is likely that they are clinically
relevant and may promote glioblastoma progression. Finally, extracellular vesicles
isolated from patient-derived GBM stem cells induced changes in gene expression
of human astrocytes that may be indicative of pro-oncogenic SASP acquisition [12].

All of those studies highlight the important role senescence seems to play in
glioblastoma pathophysiology, irrespective of whether we actively try to indu-
ce it or not. We should therefore seek ways to counter those adverse effects of
senescence, preferably while simultaneously preserving desired ones. There are
currently two strategies under investigation: senolysis and SASP-reprogramming
[40, 7]. Although the literature on these topics is growing, it is still scarce, espe-
cially concerning glioblastoma specifically.

The concept of two-step senescence-focused cancer therapy is to follow up
pro-senescence chemotherapy with senolytic therapy which aims to target sene-
scent cells specifically [40]. It should, in theory, take advantage of beneficial,
short-term senescence effects while evading detrimental long-term consequences.
Step one — the induction of senescence in glioblastoma cells — has been exten-
sively reviewed earlier in this paper. As for step two, a study by Sulli et al. fo-
und that circadian clock nuclear receptors REV-ERBa and REV-ERBJ agonists
SR9009 and SR9011 were lethal to cancer cells and senescent cells, including
GBM cells, while normal cells were spared [45]. In a murine model, they im-
paired GBM growth and improved survival without notable toxic effects, which
presents a very interesting therapeutic opportunity. Another paper showed that
TMZ-induced senescence was significantly reduced in LN229 and A172 cells
when they were post-treated with artesunate, while the number of apoptotic cells
increased, suggesting ART might exert a senolytic effect [6], although the subject
deserves further study.

The other approach — SASP reprogramming — seeks to attenuate the adverse ef-
fects of senescence by reducing the secretion of pro-oncogenic SASP molecules [7].
Two studies report that ginsenosides, F1 and Rg3, suppress IL-6 and IL-8 secretion
by senescent astrocytes [15, 14]. In both cases the effect was accompanied by sup-
pression of p-38MAPK activity and a reduction in NFkB nuclear translocation.

CONCLUSIONS

In the last few years, there has been a substantial increase in our understan-
ding of the role senescence plays in glioblastoma and of senescence in general.
We now know many more senescence-inducing compounds, a few of them cur-
rently in clinical trials, and some yet untested targets for pharmacological action.
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However, with the emergence of SASP and senescence as likely co-culprits of
glioblastoma recurrence, it now seems likely that successful glioblastoma therapy
will require further study of various ways to combat the deleterious effects of se-
nescence, such as SASP reprogramming or senolytic therapy.
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Streszczenie: Ceratopteris richardii jest gatunkiem nalezacym do paproci cienkozarodniowych,
ktorych rozwdj odbywa si¢ w dwuetapowym cyklu przemiany pokolen. Dominujagcym pokoleniem
jest diploidalny sporofit produkujacy zarodniki, natomiast drugim, krotkotrwatym pokoleniem jest
haploidalny gametofit, wytwarzajacy gamety. Biologia tej paproci oraz mozliwo$¢ pozyskiwania mu-
tantow sprawily, ze zostala ona zaproponowana jako modelowy system do badan réznorodnych pro-
cesow rozwojowych, takich jak fotomorfogeneza, determinacja ptci, apogamia i aposporia, czy reak-
cja grawitropijna. W pracy przegladowej zebrano rozproszone starsze i najnowsze dane literaturowe
poswigcone analizie roznych aspektow funkcjonowania i rozwoju C. richardii. Zaprezentowany aktu-
alny stan wiedzy stanowi dodatkowo dobry punkt wyjscia do dalszych badan, zwlaszcza do podjecia
tematyki zwigzanej z regulacja procesow na poziomie komorki i catego organizmu.

Stowa kluczowe: Ceratopteris richardii, organizm modelowy, merystem, determinacja pici, reakcja
grawitropijna

Summary: Ceratopteris richardii is a species belonging to the leptosporangiate ferns, whose development
occurs in a two-stage cycle of alternating generations. The dominant generation is a diploid sporophyte
producing spores, while the second, short-lived generation is a haploid gametophyte which produces
gametes. Owing to the biology and possibility to obtain viable mutants, this fern species was proposed as
a model system for studying various developmental processes such as photomorphogenesis, sex determi-
nation, apogamy and apospory, and gravitropic reaction. This review gathers in one place scattered older
and the latest literature data devoted to various aspects of C. richardii functioning and development. The
current state of knowledge presented in this paper is also a good starting point for further research, espe-
cially related to the regulation of processes at the level of the cell and the entire organism.

Keywords: Ceratopteris richardii, model organism, meristem, sex determination, gravitropic reaction
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WSTEP

Paprocie (Monilophyta) naleza do ro$lin waskularnych, ktére pojawity si¢ na
Ziemi ponad 300 milionéw lat temu, przed roslinami nasiennymi. W okresie kar-
bonskim, nazywanym okresem paproci, tworzyly dominujaca cz¢$¢ roslinnosci.
Obecnie do Monilophyta zalicza si¢ ponad 10 000 gatunkéw, ktére wystepuja
na wszystkich kontynentach z wyjatkiem Antarktyki, cho¢ faworyzuja wilgotne
regiony klimatu tropikalnego i umiarkowanego [23, 79]. Paprocie charakteryzu-
je znaczna réznorodno$¢ form wzrostu — wsrdd nich wystepuja m.in. paprocie
drzewiaste, wodne czy epifityczne [89]. Oprocz znaczenia ekologicznego, niekto-
re gatunki paproci maja réwniez warto$¢ ekonomiczng jako rosliny ozdobne lub
zroédto cennych metabolitow [79]. Paprocie wykorzystywane sg tez w badaniach
podstawowych proceséw biologicznych, prowadzonych na réznych poziomach,
w tym komérkowym czy molekularnym. Jako grupa siostrzana do roslin nasien-
nych, o odrgbnej pozycji filogenetycznej, sa szczegolnie istotne dla komplekso-
wego zrozumienia ewolucyjnego pochodzenia i dywersyfikacji cech roslin na-
siennych. Do szczegotowych analiz w grupie zarodnikowych roslin waskularnych
jako gatunek modelowy wybrano Ceratopteris richardii, ktory nalezy do najlicz-
niejszej wspotczesnie grupy paproci cienkozarodniowych [46, 72, 79]. Obecnie
C. richardii jest powszechnie wykorzystywany w badaniach mechanizmow deter-
minacji plei, fotomorfogenezy, zachowania komérek w mikrograwitacji i stresach
srodowiskowych (np. zasolenia, obecnosci metali cigzkich) oraz analizie regulacji
roznych proceso6w rozwojowych.

ORGANIZM MODELOWY

Ceratopteris richardii Brongn. (Pteridaceae) nalezy do paproci cienkozaro-
dniowych 1 jest blisko spokrewniony z trzema innymi gatunkami: Ceratopteris
cornuta, C. pteridoides 1 C. thalictroides [60, 77, 79]. W literaturze C. richar-
dii znany jest takze pod nazwa C-Fern. Rozwoj oraz biologia paproci z rodzaju
Ceratopteris sprawity, ze byly one sukcesywnie wykorzystywane w badaniach
stajac si¢ modelowymi systemami do analizy r6znorodnych proceséw rozwojo-
wych [21]. Zaleta Ceratopteris richardii jest stosunkowo krotki cykl zyciowy,
ktoéry moze przebiega¢ w $cisle kontrolowanych warunkach i trwa od trzech do
czterech miesiecy [9, 45, 47]. C. richardii umozliwia prowadzenie badanh zarow-
no w fazie diploidalnego sporofitu jak i — co nalezy podkresli¢ — haploidalnego,
wolnozyjacego gametofitu. Jest to niewatpliwg zaleta w poroéwnaniu do gatunkow
modelowych roslin nasiennych, u ktorych gametofit ulegl silnej redukcji i uzalez-
nieniu od sporofitu [24]. Dojrzaty sporofit C. richardii produkuje ~10° haploidal-
nych zarodnikow, ktore przechowywane w odpowiednich warunkach zachowuja
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zywotnos¢ przez wiele lat [9, 47, 77]. Mozliwos$¢ pozyskania tak duzej liczby
zarodnikow jest atutem w przypadku badan molekularnych, biochemicznych czy
genetycznych, wymagajacych znacznych ilo§ci materiatu do analiz. Zarodniki C.
richardii sg podatne na mutageneze, dzigki czemu uzyskano znaczng liczbg mu-
tantow. Przyktadem moze by¢ mutant clumped chloroplast 1 (cpl) wyizolowany
na drodze mutagenezy indukowanej promieniowaniem X, u ktérego chloroplasty
wraz z wigkszo$cig pozostatych organelli skupiajg si¢ w jednym miejscu w obre-
bie komorki. Analizy genetyczne wykazaly, ze przyczyng takiego fenotypu jest
mutacja recesywna pojedynczego genu, wptywajgca na nietypowy podziat chlo-
roplastu, ktorego ultrastruktura pozostaje jednak niezmieniona [90].

Powstajace z zarodnika wolnozyjace gametofity sg haploidalne, co umozli-
wia latwg identyfikacje zardwno mutacji dominujgcej jak i recesywnej [20]. Roz-
woj gametofitu przebiega w krétkim czasie, dojrzato$é plciowa osigga on juz po
okoto dwoch tygodniach. W populacji wystepuja gametofity hermafrodytyczne
i meskie. Obecno$¢ osobnikow hermafrodytycznych dodatkowo umozliwia sa-
mozaptodnienie, w wyniku ktoérego powstaja sporofity, bedace homozygotami
w kazdym locus. Niewielki rozmiar dojrzalych ptciowo gametofitow (1-2 mm)
pozwala na hodowle znacznej liczby osobnikéw na pojedynczej szalce Petrie-
go [9, 45]. Takze diploidalne sporofity dojrzato$¢ reprodukcyjng uzyskuja dosé
wczesnie, kiedy osobniki maja jeszcze niewielkie rozmiary. Sporofity moga by¢
roOwniez propagowane wegetatywnie z tworzgcych si¢ na blaszce lisciowej pakow
lub rozmnézek. Dodatkowa zaleta C. richardii w badaniach genetycznych jest
obecnos¢ procesu aposporii, ktory polega na rozwoju diploidalnych gametofitow
bezposrednio ze sporofitu oraz procesu apogamii, w wyniku ktérego z gametofi-
tu zostaje zaindukowany haploidalny sporofit [20]. Ciekawe mozliwos$ci stwarza
rowniez wystepowanie genetycznie odmiennych populacji allopatrycznych, kto-
rych mieszance moga by¢ wykorzystywane do poznania mechanizmow powsta-
wania barier reprodukcyjnych u paproci [70].

Wazng cechg organizméw modelowych jest znajomo$¢ sekwencji genomu, co
umozliwia poznanie funkcji poszczegdlnych gendw oraz poréwnanie mozliwych
podobienstw i zmian w genomach r6znych grup roslin. U C. richardii ze wzglgdu
na duzy rozmiar (11Gb) genom nie zostal jeszcze catkowicie zsekwencjonowany
[81], cho¢ liczba sekwencji zdeponowanych w bazach genowych caly czas rosnie
[15, 21, 65, 81]. Ponadto sporzadzono mape¢ genetyczng C. richardii, pokazuja-
cg lokalizacj¢ genéw na chromosomach [69]. Opracowano rowniez metody po-
zwalajace na transformacje¢ tej modelowej paproci. Pierwsza metoda przejsciowej
transformacji polegata na inkubacji zarodnikow z dwuniciowym RNA (dsRNA)
[84]. Wykorzystano takze metode¢ biolistyczng, bombardujac gametofity C. ri-
chardii konstruktami DNA [75]. Dopracowano takze protokot stabilnej transfor-
macji bombardujac 14 dniowe eksplantanty sporofitowe zaindukowane z kalusa
[73]. Stabilng transformacje¢ uzyskano réwniez za posrednictwem Agrobacterium
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[12]. Znajomos¢ metod transformacji C. richardii znacznie utatwi analizy funk-
cjonalne gendow, pozwalajac na pelne wykorzystanie potencjatu tego gatunku pa-
proci jako organizmu modelowego [12].

CYKL ZYCIOWY

Ceratopteris richardii rozwija si¢ w dwuetapowym cyklu przemiany pokolen,
gdzie kazde z pokolen stanowi niezalezng, wolnozyjaca i zdolng do fotosyntezy ro-
sling. Pokolenie dominujgce jest reprezentowane przez diploidalny sporofit (2n),
ktory w wyniku mejozy produkuje haploidalne zarodniki, a pokolenie generatywne
stanowi krotkotrwaly, haploidalny gametofit (n=39), wytwarzajacy gamety (Ryc.
1) [2, 9, 58]. Co ciekawe, wykazano, ze zwykle autotroficzny gametofit przy ni-
skim dostgpie §wiatta moze sta¢ si¢ oportunistycznie heterotroficzny, pobierajac
niezbedny do wzrostu cukier z otaczajacego go srodowiska [1]. Rozwoj gametofitu
C. richardii rozpoczyna si¢ od kielkowania jednokomoérkowego, bezchlorofilowe-
go zarodnika, zawierajacego materiat zapasowy w postaci biatkowych i lipidowych
ciat zapasowych [76]. Pierwszy podziat prowadzi do wyciecia ryzoidu (chwytnika),
ktory wyrasta po peknigciu $ciany zarodnika w miejscu trojdzielnej bruzdy apertu-
rowej. Pozostata po wycieciu ryzoidu komorka dzieli si¢ nastepnie réwnolegtymi
wzgledem siebie podziatami, w wyniku czego powstaje 3-4 komorkowa, nitkowata
forma gametofitu. Forma ta jest krotkotrwata: wszystkie komorki nitki zaczyna-
ja sie dzieli¢ w dwoch ptaszczyznach, tworzac jezyczkowaty gametofit. W popu-
lacji gametofitow C. richardii wystgpuje wyrazne zrdznicowanie morfologiczne
na osobniki hermafrodytyczne o asymetrycznie sercowatym pokroju plechy oraz
meskie, majgce forme jezyczka. U osobnikow hermafrodytycznych tworzy si¢ me-
rystem zlokalizowany po jednej ze stron plechy i dlatego tez nazywany brzeznym
(marginalnym). Podziaty komorek w regionie merystemu prowadzg poczatkowo do
pojawienia si¢ wyraznego wglebienia z boku plechy, a ostatecznie do utworzenia
asymetrycznie sercowatego gametofitu. Ponizej wglebienia merystematycznego
tworzg si¢ archegonia (rodnie), natomiast anterydia (plemnie) powstaja wylacznie
poza regionem merystemu — na obrzezu plechy oraz po bokach wglgbienia. Doj-
rzewajace archegonia produkuja pojedyncza komorke jajows, ktora jest zdolna do
zaptodnienia przez niecate dwa dni, natomiast w anterydiach tworzg si¢ sperma-
tozoidy, ktore po uwolnieniu do $rodowiska sg zywotne jedynie przez ~20 min.
Dlatego tez do czasu zaplodnienia ciggle produkowane sg nowe gametangia [9, 24].
Spermatozoidy zaopatrzone sg w liczne wici, ktore umozliwiajg im dotarcie do ko-
morki jajowej w obecnosci wody. Komorki rodni wydzielaja dodatkowo substancje
chemiczng, ktéra ma za zadanie przyciagnac¢ szybko ptywajace spermatozoidy (che-
motaksja dodatnia) [58, 64].
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GAMETOFIT

RYCINA 1. Morfologia wybranych stadiéw rozwojowych gametofitu i sporofitu Ceratopteris richar-
dii w trakcie cyklu zyciowego. Pokolenie haploidalne — zarodnik (A), mtody gametofit o jezyczko-
watym ksztalcie (B), jezyczkowaty gametofit z zakladajacym si¢ merystemem brzeznym (C), asy-
metrycznie sercowaty gametofit z funkcjonujacym merystemem (D), gametofit meski (E). Pokolenie
diploidalne — mtody sporofit z pojedynczym lisciem (F), z dwoma li$¢mi i widocznym korzeniem (G),
pokroj dojrzatego osobnika (H). Pomiedzy zdj¢ciami nie jest zachowana proporcja wielkosci. Le-
genda: ry — ryzoid, me — merystem brzezny, ar — archegonium, an — anterydium, SAM — merystem
wierzchotkowy pedu, RAM — merystem wierzchotkowy korzenia, kr — korzen

FIGURE 1. Morphology of selected developmental stages of Ceratopteris richardii during the life
cycle. Haploid generation — spore (A), young tongue-shaped gametophyte (B), tongue-shaped ga-
metophyte upon the marginal meristem formation (C), asymmetrical heart-shaped gametophyte with
a functioning meristem (D), male gametophyte (E). Diploid generation — young sporophyte with a sin-
gle leaf (F), with two leaves and a visible root (G), habit of a mature sporophyte (H). The size ratio be-
tween photos is not maintained. Abbreviations: ry — rhizoid, me — lateral meristem, ar — archegonium,
an — antheridium, SAM — shoot apical meristem, RAM — root apical meristem, kr — root
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Wzrost gametofitow hermafrodytycznych konczy si¢ wraz z zaplodnieniem
komorki jajowej i powstaniem zygoty [3, 9, 10, 46]. Poczatkowo mtody sporofit
rosnie korzystajac z zasobow zgromadzonych przez gametofit, ktoéry zamiera po
wytworzeniu przez sporofit kilku pierwszych lisci (Ryc. 1). Sporofity wykazu-
ja heterofili¢ (roznolistno$¢). Jako pierwsze tworzg si¢ male liScie wegetatywne
(trofofile), poczatkowo catobrzegie, nastepnie o coraz bardziej podzielonej blasz-
ce, az ostatecznie tworzone sg lisScie zarodniono$ne (sporofile) o silnie powyci-
nanej blaszce lisciowej [24, 45, 50]. Na zawinietych do wnetrza brzegach sporo-
fili, po stronie odosiowej, rozwijaja si¢ sporangia, a w kazdym z nich tworzy si¢
16 haploidalnych zarodnikow [45, 49]. Ze wzrostem lisci zwigzane jest rOwniez
powstawanie korzeni, ktére u C. richardii sa gtdbwnie pochodzenia pgdowego
i znajdujg si¢ ponizej kazdego liscia [50, 51]. Caty cykl rozwojowy Ceratopteris
richardii trwa ~120 dni [45, 47].

MERYSTEM

Rozwdj 1 wzrost gametofitow i sporofitow C. richardii zwigzany jest z obec-
no$cig merystemu, w ktérym, podobnie jak u wigkszo$ci gatunkow paproci, znaj-
duje si¢ pojedyncza komorka apikalna. Poczatkowo wzrost nitkowatego gameto-
fitu prowadzony jest przez pojedyncza komoérke apikalng, ktéra zostaje nastepnie
zastapiona przez wielokomoérkowy merystem zlokalizowany na jednym z brze-
goéw plechy [9, 10, 24, 71]. Analiza aktywnoS$ci podzialowej we wczesnych eta-
pach rozwoju gametofitu nie potwierdzita jednak specyficznej funkcji komorki
apikalnej, gdyz dzielita si¢ ona podobnie do pozostalych komodrek plechy [11].
Nie oznacza to jednak, ze komorki w szczytowej cze$ci gametofitu nie moga od-
grywac istotnej roli w sygnalizacji na wczesnych etapach rozwoju. Dalszy roz-
woj osobnika wymaga wyksztatcenia merystemu brzeznego w wyniku stopniowe;j
specyfikacji komorek merystematycznych. Proces ten moze by¢ warunkowany
zmianami w dystrybucji kalozy, wyznaczajgcej na brzegu plechy obszar o zacho-
wanych wilasciwosciach merystematycznych. W merystemie brzeznym funkcjo-
nuje pojedyncza, prostokatna komoérka inicjalna, ktorej regularne podziaty we-
dhug stalego wzoru [11] prowadza do utworzenia gametofitu o asymetrycznie
sercowatym ksztalcie.

Pojedyncza komorka apikalna funkcjonuje rowniez w sporoficie C. richardii,
w merystemie wierzchotkowym pedu [24, 50]. Ma ona ksztalt tetraedryczny (pi-
ramidalny) i w wyniku regularnych podziatéw odcina komorki pochodne, zwane
merofitami. Podziaty w obrgbie merofitéw prowadza do wyznaczenia komorki
apikalnej liscia oraz zlokalizowanej ponizej, w warstwie subepidermalnej, komor-
ki macierzystej, z ktorej powstanie tetraedryczna komorka apikalna korzenia [50,
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51, 52]. Co ciekawe, ten sam wzor podziatow komoérkowych jest zachowany od
rozwoju zarodkowego, gdzie dochodzi do specyfikacji komorek inicjalnych, ktore
kontynuuja wzrost pedu i korzenia [53]. Takze wzrost blaszki lisciowej zwigzany
jest z obecnos$cia szczytowo zlokalizowanych dwoch komorek inicjalnych, ktore
moga si¢ dzieli¢ wedtug kilku alternatywnych wzorow [49].

Co wazne, za utrzymanie podziatléw apikalnych komorek merystematycz-
nych, zar6wno w merystemie wierzchotkowym pedu sporofitu jak i w gametoficie
przed powstaniem merystemu brzeznego odpowiedzialny jest jeden z homologow
genu LEAFY (CrLFYI) [71]. Wykazano réwniez funkcjonowanie genu CriWOXB,
ktory promuje podziaty komorek oraz odpowiada za rozw6j organéw u obu poko-
len [98]. Sugeruje to uniwersalno$¢ mechanizmow regulujacych utrzymanie stanu
merystematycznego zard6wno w pokoleniu haploidalnym jak i diploidalnym.

DETERMINACJA PLCI

Gametofity C. richardii sa pokoleniem wolnozyjacym, o wyraznym dymor-
fizmie ptciowym, dlatego tez byly intensywnie wykorzystywane do rozszyfro-
wania molekularnego mechanizmu determinacji ptci u roslin. Dojrzaty sporofit
produkuje jednakowe zarodniki, ktéore moga tworzy¢ gametofity dowolnej ptci,
co sugeruje, ze determinacja plci jest niezalezna od genotypu natomiast podle-
ga kontroli srodowiskowej [54]. Zwigzkiem odpowiedzialnym za determinacj¢
sciezki rozwojowej osobnika jest hormon zwany anterydiogenem (A ). Jest on
syntetyzowany i wydzielany przez gametofity hermafrodytyczne, ktére rozwingty
si¢ w populacji jako pierwsze. Zarodniki, ktore kietkujg nieco pozniej, ze wzgle-
du na obecnos$¢ anterydiogenu w podtozu rozwijajg si¢ jako gametofity meskie,
a przy ciaglej obecnosci hormonu ich pte¢ zostaje nieodwracalnie zdetermino-
wana. Rownoczes$nie u osobnikéw hermafrodytycznych komorki tworzace strefe
merystematyczng sa niewrazliwe na dzialanie A, dlatego tez w tej czgSci plechy
nie tworzg si¢ gametangia meskie, natomiast mogg si¢ one tworzy¢ poza tg strefg
[2, 10, 58, 78]. Gegstos¢ kietkujacych zarodnikow decyduje o stosunku osobni-
kéw hermafrodytycznych do meskich ze wzgledu na stezenie hormonu w $rodo-
wisku [58]. Anterydiogen spowalnia réwniez wzrost me¢skich i hermafrodytycz-
nych gametofitow typu dzikiego oraz meskich osobnikow mutanta himi (highly
malel); mutant ten charakteryzuje si¢ rozwojem meskich gametofitow niezalez-
nie od obecnosci hormonu [36].

Analiza fenotypow pojedynczych, podwdjnych i potrojnych mutantdéw pozwo-
lita na ustalenie sieci wzajemnych oddziatywan i poznanie mechanizmu determi-
nacji ptci (Tab. 1), jak réwniez na opracowanie modelu szlaku prowadzacego do
wyboru plci (Ryc. 2) [9, 87]. Model ten opiera si¢ na interakcjach dwoch klas
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gendw: FEMINIZATION (FEM]I), determinujacych rozwoj gametofitow meskich
oraz TRANSFORMER (TRA) determinujacych rozwo6j gametofitow zenskich.
W pojedynczym osobniku tylko jedna z wymienionych klas genéw ulega ekspresji
ze wzgledu na ich wzajemnie antagonistyczne oddziatywanie [6, 7, 8, 10, 30]. Gen
TRA reguluje pozytywnie inny gen, MANY-ANTHERIDIAI (MANI), ktory bez-
posrednio hamuje aktywno$¢ genu FEM1 [8]. Natomiast gen FEM1 wplywa na
ekspresje genu NOTCHLESSI (NOT1), ktéry bezposrednio hamuje ekspresje TRA
[85, 87]. Za regulacje aktywnos$ci tych dwoch klas genéw odpowiada anterydio-
gen, ktory indukuje ekspresj¢ genu HERMAPHRODITIC (HER). Tak wigc, kiedy
w Srodowisku wystepuje anterydiogen, geny HER zostaja aktywowane hamujac
geny TRA, mozliwa jest wtedy ekspresja genu FEM1 i rozwoj osobnika meskiego.

TABELA 1. Gtéwne klasy mutantéw ptci gametofitow C. richardii [87]
TABLE 1. Main classes of sex mutants of C. richardii gametophytes [87]

NAZWA MUTANTA FENOTYP MUTANTA

rozwija si¢ zawsze jako osobnik hermafrodytyczny, nie-

her (hermaphroditic) zaleznie od obecnosci A

rozwija si¢ zawsze jako osobnik meski, niezaleznie od

tra (transformer . . .
( i ) obecnosci A, w $rodowisku

fem (feminization) rozwija si¢ zawsze jako osobnik zenski

w obecnosci A, rozwija si¢ jako osobnik meski, nato-
miast przy braku A . jako osobnik hermafrodytyczny,
ale wytwarzajacy dziesieciokrotnie wigksza liczbg ante-
rydiéw niz osobnik typu dzikiego

man (many antheridia)

charakteryzuje si¢ zmniejszong liczbg anterydidw
i zaburzonym funkcjonowaniem merystemu brzezne-
go, zwigzanym z brakiem wglebienia lokalizujacego
merystem

not (notchless)

Natomiast brak anterydiogenu umozliwia ekspresj¢ genéw TRA i w zwiazku z tym
hamowanie genu FEM]I, co skutkuje rozwojem osobnika o cechach zenskich [6,
7, 8,9, 10, 85]. Jest to przyktad epigenetycznego mechanizmu odpowiedzialne-
go za determinacj¢ ptci osobnika (Ryc. 2). Oprocz wymienionych wyzej genow
wykazano tez inne, ktore s zalezne od A, np. pokazano, ze gen ANI1 (ANTHE-
RIDIOGEN-INDUCED 1) ulega przejsciowej ekspresji w trakcie rozwoju osob-
nika meskiego [96]. GANGER i wspotaut. [34] potwierdzili rolg ANII w procesie
determinacji plci, sugerujac jednoczesnie udziat tego genu podczas catego roz-
woju gametofitu meskiego. Wydaje sie jednak, ze ze wzgledu na wysoki poziom
ekspresji ANII w gametofitach hermafrodytycznych, gen ten moze by¢ zaangazo-
wany nie tylko w rozwdj osobnikéw meskich [34]. Niedawno Atallah 1 wspotaut.



MODELOWA PAPROC CERATOPTERIS RICHARDIT W BADANIACH NAD... 45

[3] opisali transkryptom C. richardii w trakcie determinacji ptci gametofitu pod
wplywem anterydiogenu, wskazujac na istotne réznice w profilach ekspresji ge-
noé6w pomiedzy osobnikami meskimi a hermafrodytycznymi. Wigkszos$¢ z genow
zaangazowanych w rozwoj osobnika i odpowiedz hormonalng wykazywata wyz-
sza odpowiedz w gametofitach meskich, co jest zwigzane bezposrednio z dziata-
niem A .. Zidentyfikowano rowniez geny biorgce udziat w przebudowie chroma-
tyny i epigenetycznej regulacji determinacji ptci [3].
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RYCINA 2. Schemat prezentujacy mechanizm determinacji ptci u Ceratopteris richardii uwzglgdnia-
jacy potencjalne interakcje pomi¢dzy genami w obecnosci (+) i przy braku (-) hormonu — anterydio-
genu (A ) w Srodowisku. Szczegétowy opis zamieszczony w tekscie. Nazwy zaznaczone na czarno
wskazujg na geny, ktore sag wlaczone w trakcie determinacji danej plci, natomiast zaznaczone na szaro
— na wylaczone geny. Strzalki oznaczaja promowanie aktywnosci danego genu, linie zakonczone pta-
sko jego tlumienie. Przerywana linia wskazuje na sugerowane w literaturze zrodio A, w Srodowisku.
HER (HERMAPHRODITIC), TRA (TRANSFORMER), FEM1 (FEMINIZATION), NOT! (NOTCH-
LESSI), MAN1 (MANY-ANTHERIDIAI)

FIGURE 2. A diagram showing the mechanism of sex determination in Ceratopteris richardii with
potential interactions between genes in the presence (+) and absence (-) of hormone, antheridio-
gen (A_,). Detailed description included in the text. Names in black indicate genes that are swit-
ched on during the determination of the sex, while marked in gray show genes that are switched
off. The activity of the gene is shown by the arrows — suppression of the gene activity is shown by
the flat-ended lines. A dashed line indicates the potential A, source in the environment. HER (HER-

MAPHRODITIC), TRA (TRANSFORMER), FEM1 (FEMINIZATION), NOTI (NOTCHLESSI), MAN
(MANY-ANTHERIDIAI)
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Mimo zdeterminowania plci na wczesnym etapie rozwoju, gametofity me-
skie zachowuja mozliwo$¢ zmiany $ciezki rozwoju, jesli zostang uwolnione spod
wplywu anterydiogenu imaja zachowane jeszcze komorki niezrdéznicowane
w anterydia. U takich osobnikéw jedna z niezréznicowanych komorek plechy za-
czyna si¢ dzieli¢, tworzac sercowaty hermafrodytyczny gametofit, z funkcjonuja-
cym merystemem i gametangiami. Im dluzej meskie gametofity sg eksponowane
na dziatanie anterydiogenu, tym mniejszy procent osobnikow moze jednak ulec
takiej konwersji [2, 22, wlasne obserwacje].

Oprocz badania wplywu podstawowego hormonu — anterydiogenu na deter-
minacj¢ ptciu C. richardii testowano takze rol¢ innych znanych hormonéw w tym
procesie; wyniki tych badan zostaly przedstawione w rozdziale Hormony.

Dodatkowym czynnikiem, modyfikujacym wrazliwo$¢ gametofitow na ante-
rydiogen, jest §wiatto [55]. Swiatto niebieskie, ktore u osobnikoéw typu dzikiego
nie zmienia odpowiedzi na anterydiogen, u mutantéw /zer/ w obecno$ci hormonu
promuje rozwo6j gametofitow meskich. Natomiast §wiatto czerwone dziata anta-
gonistycznie do niebieskiego: jednoczesne traktowanie mutanta herl $wiattem
niebieskim i czerwonym ogranicza tworzenie osobnikow meskich [55].

Sprawdzono réwniez, jaki wptyw na rozwdj gametofitow C. richardii ma zrdz-
nicowany poziom dostgpnych sktadnikéw odzywczych. Zakladano, ze przy ogra-
niczonym dostepie sktadnikow odzywczych promowany bedzie rozwoj osobnikow
meskich, gdyz naklady energetyczne potrzebne do ich rozwoju sa mniejsze niz
w przypadku osobnikoéw hermafrodytycznych. Badania pokazaty jednak, ze poziom
dostepnych sktadnikow odzywczych nie decyduje o indukcji meskich gametofitow
[4] i ze nie ma zalezno$ci pomigdzy zawarto$cig makroelementdw, takich jak we-
giel, azot i fosfor, ktorych zmniejszona dostepnos¢ w podtozu zwykle wptywa ogra-
niczajaco na wzrost roslin, a plastyczno$cia plci osobnika [37, 38, 39]. Osobniki
hermafrodytyczne odznaczaty si¢ wyzsza zawarto$cia azotu inizszg zawarto$cig
wegla w porownaniu z osobnikami mgskimi, co mozna tltumaczy¢ zwigkszonym za-
potrzebowaniem wcigz rosngcego gametofitu hermafrodytycznego [37]. Dodatko-
wo gametofity hermafrodytyczne na pozywkach ze zmniejszong zawartoscig azotu
1 wegla miaty zredukowany rozmiar, inwestujac prawdopodobnie niewielkie zasoby
pierwiastkow w wytworzenie funkcjonalnych struktur rozrodczych [38].

Badania pokazaty rowniez, ze wielko$¢ zarodnika nie jest skorelowana z plcig
tworzacego si¢ osobnika, natomiast wptywa na rozmiar powstajacego gametofitu
[36].

W ostatnim czasie sugerowano takze wptyw bakterii glebowej, Pseudomonas ni-
troreducens, na determinacj¢ ptci i rozw6j gametofitow C. richardii. Dodanie tej bak-
terii do hodowli gametofitow powodowato zredukowanie liczby osobnikéw meskich
w populacji oraz zwickszony wzrost plechy, a takze wydtuzenie ryzoidéw i zmniej-
szenie ich liczby u obu pici. Badania te podkreslajg ztozonos¢ interakcji pomigdzy
gametofitem a jego srodowiskiem, w tym obecnoscig bakterii glebowych [35].
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HORMONY

Istotnymi czynnikami regulujacymi wzrost i rozwdj ro$lin sa hormony, dlate-
go tez ich wpltyw byl szeroko badany u C. richardii.

Jednym z wazniejszych hormonow jest auksyna. Jej wplyw analizowano
dodajac do hodowli gametofitow syntetyczne auksyny, kwas naftylo-1-octowy
(NAA) i kwas 2,4,5-trichlorofenoksyoctowy (2,4,5-T), oraz zwigzki zaburzaja-
ce prawidlowe dziatanie i transport auksyny, takie jak kwas 2-(p-chlorofenoksy)
izobutylowy (PCIB), kwas trijodobenzoesowy (TIBA) i kwas naftyloftalamowy
(NPA) [40]. Egzogenna auksyna hamowata aktywacje merystemu brzeznego oraz
tworzenie gametangiow, a powstate osobniki przypominaty wielkoscig i ksztattem
gametofity meskie. Strefa inicjacji nowych ryzoidéw oprécz czesci bazalnej obej-
mowata rdwniez cze$ci marginalne gametofitu [40, 83]. W przypadku zastosowa-
nie PCIB gametofity przybieraty kolisty ksztalt, bez widocznego funkcjonujacego
merystemu, TIBA wywotywat natomiast opdzniong w stosunku do kontroli akty-
wacje merystemu, a przy traktowaniu NPA pojawiat si¢ drugi merystem brzezny,
powodujac zréznicowanie ksztattdéw gametofitow. Na podstawie analizy fenotypu
gametofitow rosngcych na pozywkach suplementowanych syntetyczng auksyna lub
inhibitorami opracowano hipotetyczny model auksynowej regulacji powstawania
merystemu brzeznego ijego aktywno$ci w trakcie rozwoju gametofitu C. richar-
dii. Model ten zaktada, ze poczatkowo merystem apikalny odpowiada za produkcje
auksyny, ktora jest transportowana ku bazalnej czgsci gametofitu, hamujac aktyw-
no$¢ merystemow. Nastepnie merystem apikalny traci aktywnos¢, a jego funkcje
losowo przejmuje jeden z merystemow brzeznych. Potwierdzenie tego modelu wy-
maga jednak dalszych badan [40]. W stadium sporofitu wykazano hamujacy wplyw
egzogennej auksyny (kwas indolilo-3-octowy/IAA oraz kwas indolilo-3-mastowy/
IBA) na wzrost korzenia gtéwnego i korzeni bocznych, natomiast nie odnotowano
jej wplywu na inicjacj¢ nowych korzeni bocznych. Traktowanie sporofitu NPA dato
podobny efekt, jak w przypadku auksyny. Wyniki te sugeruja, ze u C. richardii eg-
zogennie stosowana auksyna nie stymuluje wzrostu korzeni i nie indukuje tworze-
nia korzeni bocznych. Moze by¢ to zwigzane z istnieniem odmiennego mechanizmu
kontrolujacego rozwoj korzeni bocznych u roslin zarodnikowych (w tym paproci)
niz u mtodszych ewolucyjnie roslin nasiennych [52].

Oproécz auksyny wazng role w utrzymaniu aktywnos$ci merystemu brzezne-
go gametofitow moze petni¢ drugi hormon — kwas abscysynowy (ABA), ktory
prawdopodobnie jest produkowany przez region merystematyczny i transporto-
wany w obrebie plechy. Podawany egzogennie ABA dziata antagonistycznie do
A, uniemozliwiajac tym samym rozwoj meskich gametofitow w populacji oraz
powstawanie anterydiow na gametofitach hermafrodytycznych. W efekcie tworza
si¢ wylacznie osobniki zenskie, u ktérych obecny jest merystem oraz archego-



48 M. BARTZ

nia [41]. Natomiast mutanty abr, niewrazliwe na ABA, w obecno$ci anterydio-
genu tworza ,,super meskie” gametofity, charakteryzujace sie¢ zwickszona liczba
powstajgcych anterydiow [10, 30, 42]. Wyniki te spowodowaty, ze ABA zostat
zaproponowany jako specyficzny inhibitor blokujacy aktywnos$¢ A, a tym sa-
mym czynnik zwigzany z ochrong regionu merystematycznego u osobnikoéw
hermafrodytycznych [10, 41, 94]. Niewrazliwo$¢ na ABA jest zwigzana z uszko-
dzeniem genu GAMETOPHYTE INSENSITIVE TO ABA 1 (GAIAI) i powoduje, ze
u mutantow C. richardii wszystkie gametofity rozwijaja si¢ jako meskie, niezalez-
nie od obecnosci A, lub ABA w pozywce [66]. W zwigzku z tym zaproponowano
poszerzenie modelu determinacji ptci o ABA i gen GAIA1. ABA aktywuje ekspresje
genu GAIAI, ktéry thumi dziatanie anterydiogenu i gendw HER oraz indukuje geny
TRA. Mechanizm ten nie jest jednak jeszcze do konca poznany [86]. Znaczenie
ABA bylo réwniez sprawdzane w konteks$cie przejécia gametofitu meskiego w her-
mafrodytyczny w wyniku zniesienia dziatania A .. Gametofity meskie wystawione
na obecno$¢ egzogennego ABA nie wykazywaly przy$pieszonej konwersji w osob-
niki hermafrodytyczne, a co wigcej wysokie stezenie tego hormonu (>100 uM/L)
blokowato zmiang, prowadzac czgsciej do starzenia si¢ mgskich osobnikdw [34].

Wptyw i znaczenie anterydiogenu dla rozwoju gametofitow C. richardii zosta-
ly opisane w rozdziale poswigconym determinacji plci. Natomiast warto zwrocié
tutaj uwage na sam charakter tego zwigzku. Pomimo iz u wigkszo$ci paproci an-
terydiogeny sa klasyfikowane jako gibereliny, w przypadku C. richardii zwiazek
ten nie zostat nadal zidentyfikowany. Aktywno$¢ biologiczna i natura chemicz-
na A, oraz wrazliwo$¢ na inhibitory syntezy giberelin (ancymidol, AMO-1618
i unikonazol-P) sugeruja przynaleznos¢ tego specyficznego gatunkowo zwigzku
do grupy giberelin [9, 58, 93]. Wskazuje na to rowniez analiza transkryptomu
gametofitow, ktora wykazata, ze w gametofitach hermafrodytycznych, produ-
kujacych A, wystgpuje zwigkszona ekspresja genu COPALYL DIPHOSPHATE
SYNTHASE/KAURENE SYNTHASE (CPS/KS) odpowiedzialnego za kodowanie
enzymu kluczowego dla biosyntezy giberelin [3].

Na rozw6j gametofitu C. richardii maja rowniez wptyw cytokininy [82]. Wy-
korzystane w analizach 6-benzyloaminopuryna, kinetyna i 2-izopentyloadenina
juz przy niewielkim stezeniu (102 M) indukowaly zmiany morfologii rosngcych
w ciemno$ci gametofitow. U osobnikow traktowanych hormonem nastgpowato
zmniejszenie dlugosci i poszerzenie plechy w wyniku czestszych podziatow pe-
ryklinalnych oraz przesuniecie strefy indukcji ryzoidéw do czesci subapikalnej
gametofitu. Przy wyzszych stezeniach hormonu (10°-10* M) pojawiato si¢ wgte-
bienie merystemu brzeznego, charakterystyczne dla gametofitow hermafrodytycz-
nych rozwijajacych si¢ w obecnosci $wiatla. Wyniki te sugeruja, ze cytokininy
moga zastgpi¢ bodziec fotomorfogenetyczny, jakim jest zmiana dtugosci §wiatta,
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decydujac o kierunku podzialéw komorkowych, elongacji oraz réznicowaniu si¢
komorek. Cytokininy nie indukuja jednak kietkowania zarodnikow w ciemnosci,
nie stwierdzono rowniez ich wptywu na syntez¢ chlorofilu. W przypadku gameto-
fitow rosnacych w $wietle bialym nie zaobserwowano znaczacych zmian po trak-
towaniu cytokininami [82].

FOTOMORFOGENEZA

Zarodniki paproci stanowig dogodny system eksperymentalny do badan pro-
cesu fotomorfogenezy. Analizy wykazaty, ze do kietkowania zarodnikéw C. ri-
chardii, podobnie jak u wielu innych paproci, wymagana jest ich ekspozycja na
$wiatto biale lub czerwone. W ciemnosci lub w $§wietle niebieskim zarodniki nie
kietkuja, natomiast daleka czerwien odwraca efekt §wiatta czerwonego [26]. Zi-
dentyfikowano kilka klas mutantow zwigzanych z fotomorfogeneza, jednak naj-
lepiej poznanym i scharakteryzowanym jest mutant dark germinating 1 (dkgl),
ktory kietkuje wytacznie w ciemnosci [25, 56, 80]. Mutant dkg! tworzy wydtu-
zong, paskowatg pleche, na szczycie ktorej formuje si¢ merystem brzezny wraz
z archegoniami i anterydiami, co odréznia mutanta od gametofitu typu dzikiego,
rozwijajacego si¢ w obecnosci $wiatta biatego [25, 55, 56]. Natomiast osobni-
ki typu dzikiego, rosngce w ciemnosci, maja fenotyp podobny do mutanta dkg!:
tworza wydluzong plech¢ w ksztalcie paska, w obrebie ktorej mozna wyroznic¢
trzy strefy — merystem apikalny, strefe pod merystemem charakteryzujacg si¢ wy-
dtuzaniem komorek oraz strefe bazalng, w obregbie ktdrej nie obserwuje si¢ wzro-
stu. Zachowanie komorek gametofitu w poszczegolnych strefach warunkowane
jest swiattem o réznej dtugosci. Czynnikiem decydujacym o elongacji komorek
jest $wiatlo niebieskie, ktore powoduje reorientacj¢ mikrotubul kortykalnych
i wplywa na wzrost komorek. Kazda z komorek nalezacych do strefy elongacji
odbiera od otoczenia sygnat niezaleznie od pozostatych [67]. Swiatlo biate i czer-
wone indukuje asymetryczny podziat komoérek marginalnych potozonych w stre-
fie elongacji, a mniejsze komorki powstate w wyniku tego podziatu rozwijaja sig
w ryzoidy. Dalszy wzrost ryzoidu jest juz zwigzany z ciaggta ekspozycja na swiatto
biale, czerwone lub niebieskie [68].

REAKCJA GRAWITROPIJNA

Jednokomorkowe zarodniki C. richardii ze wzgledu na duzy rozmiar ($redni-
ca 150-300 pum) oraz poczatkowo prostag budowe rozwijajacych si¢ z nich game-
tofitow okazaty si¢ dobrym modelem do badania komérkowych mechanizmow
percepcji grawitacji [18, 77]. Pierwsze badania dotyczyly wplywu grawitacji na
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kierunek wzrostu ryzoidéw. W warunkach standardowych ponad 90% ryzoidéw
ro$nie zgodnie z przycigganiem ziemskim. Kietkowanie zarodnikéw w klinosta-
cie, przy ciagtej zmianie orientacji, powoduje, ze ryzoidy nie wykazujg preferen-
cji w kierunku wzrostu. Co ciekawe, reorientacja kietkujacego zarodnika wplywa
na zmian¢ kierunku wzrostu ryzoidow tylko przez krotki okres czasu, ograniczo-
ny do pierwszych 5 godzin po rozpoczeciu kietkowania. Po tym czasie ryzoidy,
rowniez te nowo powstate, rosng w ustalonym poczatkowo kierunku. Wyznaczo-
no na tej podstawie okno czasowe, w ktorym dochodzi do nieodwracalnej deter-
minacji polarno$ci ryzoidu przez grawitacj¢, odzwierciedlonej w migracji jadra
komoérkowego i kierunku wzrostu ryzoidow [32]. Kolejne badania skupily si¢ na
wplywie grawitacji na ustalenie polarno$ci zarodnika oraz opisaniu fizjologiczne-
go podtoza tego procesu [21, 31]. Nieodwracalne ustanowienie dwdch biegunow
w rozwoju zarodnika pod wptywem sity grawitacji nast¢puje w ciggu pierwszych
18-24 godzin kietkowania. Po okoto 48 godzinach ekspozycji na $wiatto docho-
dzi do asymetrycznego podziatu, wyznaczajacego mniejsza komorke tworzaca
pierwszy ryzoid oraz wigksza komorke, rozwijajaca si¢ w pleche gametofitu.
Swiatlo biate stanowi tutaj drugorzedny czynnik po grawitacji i tylko w niewiel-
kim stopniu wplywa na polarnos$¢ zarodnika [31]. Ustalenie polarno$ci zarodnika
zwiazane jest ze specyficznym ruchem jonéw wapnia, ktéry jest przeciwny do
wektora grawitacji: jony wapnia wyplywaja w gornej czesci zarodnika, natomiast
wpltywaja u dotu. Zastosowanie nifedypiny, zwiazku blokujacego kanaty wapnio-
we, powoduje utrate wrazliwosci komorki na dziatanie grawitacji, zaburzajac jej
polaryzacje [21]. Rotacja zarodnika o 180° szybko powoduje ponowne ustano-
wienie kierunku przeptywu jonow Ca* wzgledem nowego wektora grawitacji [77,
88], prawdopodobnie w wyniku miejscowych zmian aktywno$ci kanatow i pomp
wapniowych, rozmieszczonych w blonie komdrkowej zarodnika [77]. Wykazano,
ze blonowe Ca**-ATPazy nie uczestniczg w ustalaniu polarnos$ci zarodnika, biorg
jednak udziat w szczytowym wzroscie ryzoidu [16, 17]. Na wyznaczenie polarno-
$ci maja wpltyw Ca*-ATPazy charakterystyczne dla retikulum endoplazmatyczne-
go [77], co zostato potwierdzone wysokim poziomem transkryptow w 10 godzi-
nie kietkowania zarodnika [15]. C. richardii jest rowniez wykorzystywany jako
jeden z roslinnych gatunkéw modelowych do badan w srodowisku mikrograwita-
cji. Migdzy innymi postuzyt do poréwnania mechanizmu migracji jadra komor-
kowego oraz ekspresji genow na wczesnym etapie kietkowania zarodnika w wa-
runkach mikrograwitacji (lotu kosmicznego) i w warunkach normalnego rozwoju
(ziemska grawitacja) [18, 74, 77]. Proponowanym grawisensorem w gametofitcie
C. richardii sg chloroplasty zakotwiczone wzdtuz btony komdrkowej [57]. Hipo-
teze te zweryfikowano analizujac mutanty clumped chloroplast 1 (cpl), ktéorych
chloroplasty nie moga si¢ przemieszcza¢ i akumulujg si¢ w postaci grud wokot
jadra komorkowego. Gametofity cpl/ rosngce w ciemno$ci wykazuja grawitro-
pizm ujemny, ktory tylko w niewielkim stopniu jest hamowany przez reorientacje
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chloroplastow [57]. Warto podkresli¢, ze jest to propozycja odmiennego systemu
odpowiedzi grawitropijnej niz u roslin nasiennych, w ktorym w percepcje bodzca
zaangazowany jest inny typ plastydow niz amyloplasty. System ten wymaga jed-
nak dalszych badan.

STRES SRODOWISKOWY I CHEMICZNY

Modelowy gatunek postuzyt rowniez do poszukiwania mechanizmoéw od-
pornosci roslin na szkodliwe zwigzki hamujgce ich wzrost i rozwoj. Jednym
z glownych czynnikéw powodujacych staby wzrost roslin na kwasnych glebach
jest toksycznosé glinu. Badania prowadzone w tym kierunku na gametofitach C.
richardii pozwolily na selekcje trzech mutantow (HaAT3, HoAT7, HaAT29) wy-
kazujacych tolerancj¢ na dostepnos¢ kationéw glinu w podtozu o pH 4,4 [97].
Innym istotnym czynnikiem, hamujacym wzrost roslin, jest zasolenie gleb. U C.
richardii wyselekcjonowano mutanty (st/] i st/2), u ktorych procent skietkowa-
nych zarodnikow byt wyzszy niz u typu dzikiego a gametofity osiggaty wigksze
rozmiary w warunkach zasolenia. Co ciekawe, gametofit mutantdw odznaczat si¢
wicksza tolerancjg na wysoki poziom zasolenia podtoza od sporofitu [48, 91, 92,
95]. Wyselekcjonowano réwniez mutanty C. richardii, charakteryzujace si¢ tole-
rancja na r6znego rodzaju herbicydy, m.in. na parakwat (dichlorek 1,1’-dimetylo-
4,4’-bipirydyniowy) [19, 43, 44], glifosat czy acifluorfen. Powyzsze przyktady
ukazujg przydatnos¢ modelowej paproci w badaniach podstawowych mechani-
zmoéw zaangazowanych w odpowiedz organizmow ro$linnych na pojawiajacy si¢
w $rodowisku czynnik stresowy, zwiekszajacych tolerancje na zwiazki ogranicza-
jace ich przezywalno$c¢ i wzrost, a ktore moga by¢ wykorzystane w procesie ulep-
szania ro$lin uprawnych.

SCIANA KOMORKOWA

Sciana komoérkowa petni u roélin wiele istotnych funkcji, odgrywajac czesto
kluczowa rolg w pojawiajacych sie ewolucyjnych innowacjach budowy organi-
zmu ro$linnego [5]. Dlatego tez prowadzi si¢ badania sktadu §ciany komorkowe;j
u paproci, jako starej filogenetycznie 1 waznej ewolucyjnie grupy, umozliwiajac
tym samym analizy poréwnawcze w stosunku do roslin nasiennych. Dodatkowo
u paproci mozliwe jest porownanie zmian w sktadzie Sciany komdrkowej pomie-
dzy pokoleniem diploidalnym a haploidalnym [33, 59]. Wykorzystujac metode
immunolokalizacji komponentéw $ciany ustalono, ze zaréwno w tkankach game-
tofitu jak i sporofitu typowymi sktadnikami sg zwigzki takie jak homogalakturo-
nan, mannan i ksyloglukan. W sporoficie ze wzglgdu na obecno$¢ zréznicowa-



52 M. BARTZ

nych tkanek wykryto dodatkowo ksylany, obecne we wtornych $scianach komorek
ksylemu oraz galaktan, obecny wylacznie w komorkach floemu. W przypadku
ryzoidow gametofitow i wlo$nikow korzeni wykazano obecno$¢ arabinogalakta-
nu (AGP) oraz ksyloglukanu. Analizy biochemiczne wykazaty, ze skiad $ciany
komoérkowej paproci jest podobny do sktadu $ciany roslin okrytonasiennych [33,
59]. Szczegodtowe badania dostarczyly dowodow na zaangazowanie AGP w pra-
widlowy rozwdj gamet u paproci. Arabinogalaktany oraz (1,5)-a-L-arabinan sg
gtéwnymi komponentami wewnetrznej warstwy $ciany komorki jajowej, zaanga-
zowanymi w proces dojrzewania, zaptodnienia oraz wczesnej embriogenezy [62].
Znacznie bardziej skomplikowana jest struktura Sciany komoérkowej powstajace;j
W procesie spermatogenezy, ktora rozdziela najpierw rozwijajace si¢, a nastgpnie
dojrzate gamety meskie. Opisano powstawanie pigciu $cian, ktore zbudowane sg
z roznych polisacharydow: 1) kalozy oraz ksylanéw, 2) celulozy oraz ksylanow,
3) wylacznie z kalozy, 4) celulozy usieciowanej przez galaktoksyloglukan, oraz
5) z arabinogalaktanu. Kazda ze §cian peini odmienng funkcj¢ w trakcie dojrze-
wania meskich gamet [63]. Obecno$¢ AGP jest takze niezbedna do powstawania
i prawidlowego rozwoju wici spermatozoidow [61].

APOGAMIA I APOSPORIA

Modelowa papro¢ Ceratopteris richardii znajduje rowniez zastosowanie
w badaniu procesOw apogamii i aposporii [13, 14, 28]. Zostal opracowany spe-
cjalny system eksperymentalny umozliwiajacy indukcje¢ apogamii, czyli pozy-
skiwanie haploidalnego sporofitu z komoérek gametofitu [28]. Polega on na ho-
dowli gametofitow na pozywkach z wysoka zawartoscia cukru (2,5% glukoza/
sacharoza), przy jednoczesnym zapobieganiu procesowi zaptodnienia. W tym
celu wykorzystywane sg réozne sposoby, jak fizyczne usuwanie osobnikéw me-
skich z populacji, odwracanie szalki Petriego, aby zminimalizowa¢ dostgpno$c¢
wody, czy stosowanie mutantow herl, ktore nie tworza gametofitow meskich lub
feml, ktore rozwijaja si¢ jako osobniki zenskie [27]. Hodowla na optymalnym
podtozu sprawia, ze gametofity proliferujg, zwigksza si¢ liczba ryzoidow, a an-
terydia tworzg si¢ w grupach w brzeznych czg¢sciach plechy. Po 25-30 dniach na
gametoficie zaczynaja pojawiac si¢ wyrostki, ktore przypominaja struktury spo-
rofitu i moga przyjmowac ksztalt lisci, todyg, a nawet korzeni. Charakteryzujg si¢
trojwymiarowa strukturg, obecnoscig tkanki przewodzacej oraz aparatow szpar-
kowych, czyli cechami charakterystycznymi dla sporofitu. Zawartos¢ DNA oraz
liczba chromosomow pozostaje jednak na poziomie haploidalnym, co potwierdza,
ze sg to sporofity powstate w procesie apogamii. Takie haploidalne sporofity nie
dojrzewaja i nie sa w stanie wytwarza¢ zarodnikow. Co ciekawe, w puli game-
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tofitéw hodowanych w warunkach standardowych réwniez dochodzi do powsta-
wania pojedynczych apogamicznych sporofitow, pokazujac, jak plastyczny jest
rozwoj C. richardii [27]. Do badania mechanizmu apogamii na poziomie moleku-
larnym wykorzystano metode transformacji przy uzyciu Agrobacterium [12, 14].
Pokazano, ze ektopowa ekspresja gendow promujacych proces apogamii, CrANT
(AINTEGUMENTA) lub BnBBM (BABY BOOM) indukuje spontaniczne tworze-
nie apogamicznych sporofitow. Natomiast wyciszenie ekspresji CrANT zmniejsza
liczbe tworzacych si¢ osobnikoéw w indukowanej cukrem apogamii [14]. Wyniki
te wskazujg na uniwersalno$¢ genow CrANT 1 BBM w promowaniu tworzenia no-
wych sporofitow bez procesu zaptodnienia u ro§lin naczyniowych.

Drugim procesem modyfikujacym cykl zyciowy jest aposporia, w wyniku kto-
rej z wegetatywnych tkanek sporofitu tworzy si¢ diploidalny gametofit, zachowu-
jacy zdolno$¢ do rozmnazania generatywnego. Indukowana aposporia jest wiec
stosowana do produkcji poliploidalnych osobnikow, wykorzystywanych nastepnie
do analiz genetycznych [29]. Apospori¢ u C. richardii mozna zaindukowa¢ hodujac
odcigte liscie sporofitu na pozywce z dodatkiem 0,01% [27] lub 0,5% [13] sacha-
rozy/glukozy. Po okoto 49 dniach tworzg si¢ diploidalne gametofity zdolne do roz-
mnazania [27]. Oprécz procesu aposporii dochodzi takze do regeneracji sporofitu,
zwlaszcza przy wysokim stezeniu cukru (2,5% sacharoza/glukoza) [13].

Testowano rowniez wptyw jednego z hormonéw — etylenu, na proces aposporii
iregeneracj¢ C. richardii [13]. Aby zwigckszy¢ poziom etylenu wewnatrz komorek
roslinnych stosowano etefon (kwas 2-chloroetylofosfonowy), natomiast jako inhi-
bitor uzywano tiosiarczanu srebra (STS). Badania wykazaty, ze etylen wplywa na
zwigkszenie liczby eksplantantow zaangazowanych w regeneracje i aposporie, jak
rowniez na caltkowita liczbg powstatych po regeneracji sporofitow i aposporycz-
nych gametofitow. Jednak zbyt wysokie stezenie etefonu (100 mg/L) jak i stosowa-
nie STS (20 uM) dziatajg hamujaco na proces aposporii i regeneracji [13].

PODSUMOWANIE

Ceratopteris richardii, nalezacy do paproci cienkozarodniowych, jest gatun-
kiem modelowym szeroko wykorzystywanym do badan réznorodnych proce-
sow rozwojowych i komoérkowych. Jedna z kluczowych zalet Ceratopteris jest
obecnos¢ dwoch niezaleznych i wolnozyjacych pokolen umozliwiajacych analizg
i pordbwnanie mechanizmow regulatorowych w osobniku diploidalnym 1 haplo-
idalnym. Ponadto C. richardii stanowi prosty i tatwy system eksperymentalny,
oferujacy badaczowi szeroki zakres mozliwosci. Pomimo duzego rozmiaru ge-
nomu, ktory nie zostal jeszcze catkowicie zsekwencjonowany, dostepna jest juz
w bazach spora liczba sekwencji. Opracowanie stabilnych metod transformacji



54 M. BARTZ

genetycznej C. richardii umozliwia dodatkowo analizy funkcjonalno$ci wybra-
nych gendow. Dalsze badania z wykorzystaniem tego gatunku pozwolg na poznanie
mechanizmoéw regulacji proceséw na poziomie genetycznym, komorkowym i or-
ganizmalnym, a ze wzgledu na pozycje filogenetyczng paproci takze na uzyskanie
odpowiedzi na wazne pytania dotyczace ewolucji i rozwoju roslin ladowych.
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INTERLEUKIN 13 AS AN IMMUNOMODULATOR IN VARIOUS DISEASES
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Streszczenie: 1L-13 jest cytoking plejotropowa o dziataniu przeciwzapalnym i immunoregulacyj-
nym. Potwierdzono jej udzial w réznych stanach chorobowych takich jak: infekcje pasozytnicze,
astma, atopia, zespol nerczycowy, choroby przewodu pokarmowego, zapalenia stawoéw. Coraz
wigcej dowodow naukowych przemawia za tym, iz przewlekly stan zapalny moze rowniez odgry-
wac kluczowa rolg w patogenezie i rozwoju choréb nowotworowych. Dane z pi$miennictwa wska-
zuja na jej rolg w patogenezie takich nowotwordw jak: rak piersi, jajnika, trzustki, jelita grubego,
glowy 1 szyi, pecherza moczowego czy chtoniak ziarniczy. Celem niniejszego przegladu byta anal-
iza danych z piSmiennictwa dotyczacych znaczenia IL-13 jako immunomodulatora przeciwzapal-
nego w roznych stanach chorobowych, z uwzglednieniem choréb nowotworowych, oraz potenc-
jalnych mechanizméw jej dziatania. Wyniki niektorych badan wskazuja na sprzeczng role 1L-13
w promowaniu i zwalczaniu progresji procesu nowotworowego. Istotnym jest jej udziat w ucieczce
komorek nowotworowych spod nadzoru immunologicznego gospodarza. Badania nad rolg IL-13,
zwlaszcza pro- lub antynowotworowa stanowig istotny aspekt prognostyczny i/lub diagnostyczny.
Rozwazane jest takze zastosowanie inhibitoréw IL-13 w celowanej immunoterapii.

Stowa kluczowe: interleukina 13, immunomodulator, stan zapalny, nowotwory

Summary: 1L-13 is a pleiotropic cytokine with anti-inflammatory and immunoregulatory activity. It
has been confirmed to participate in various diseases such as: parasitic infections, asthma, atopy, ne-
phrotic syndrome, gastrointestinal tract diseases, arthritis. There is growing scientific evidence that
chronic inflammation can also play a key role in the pathogenesis and development of cancer. Data
from the literature indicates its role in the pathogenesis of such cancers as: breast, ovarian, pancre-
atic, colorectal, head and neck, bladder and Hodgkin lymphoma cancers. The purpose of this review
was to analyze literature data on the importance of IL-13 as an anti-inflammatory immunomodulator
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in various diseases, including cancer, and its potential mechanisms of action. The results of some
studies indicate a contradictory role of IL-13 in promoting and fighting the progression of cancer. Its
participation in the escape of cancer cells from the host’s immune surveillance is important. Studies
on the role of IL-13, especially pro- or anti-cancer, are an important prognostic and / or diagnostic
aspect. The use of IL-13 inhibitors in targeted immunotherapy is also being considered.

Keywords: interleukin 13, immunomodulation, inflammation, cancers

WSTEP

Cytokiny sg czasteczkami, ktore petnig funkcje regulatorowa wielu procesow
fizjologicznych oraz stuza jako mediatory reakcji obronnych organizmu.
Biorg udziat we wzroscie, réznicowaniu, migracji oraz apoptozie komorek.
Cytokiny jako immunomodulatory moga znaczaco wplywacé na rozwoj stanow
chorobowych, w tym rowniez karcynogenezy. Reguluja one proliferacje komorek
nowotworowych, naciekanie guzoéw przez leukocyty, pobudzaja tworzenie naczyn
krwionosnych, uczestnicza w przebudowaniu macierzy pozakomorkowej oraz
tworzeniu przerzutéw odlegtych [10, 27, 47].

Pomiar stezenia niektoérych z nich w réznych ptynach ustrojowych pomocny
jest w diagnozowaniu i monitorowaniu przebiegu procesu chorobowego. Przykta-
dowo, z badan wtasnych wynika, iz pomiar st¢zenia IL-8 i IL-18 w moczu moze
by¢ przydatny w diagnozowaniu raka pecherza moczowego [48]. Wykazano, Ze po-
miar IL-6 w plynie mézgowo-rdzeniowym moze by¢ przydatnym wskaznikiem w
diagnostyce bakteryjnych zapalen opon i mézgu u dorostych oraz ocenie nasilenia
stanu zapalnego, a posrednio stanu klinicznego chorego [39]. Pomiar surowiczej
IL-16 znalazt zastosowanie w diagnostyce schorzen dermatologicznych [58]. IL-17
i IL-23 uznano jako wskaznik dynamiki przebiegu chorob autoimmunizacyjnych
tarczycy, a 1L-33 odgrywa role w patofizjologii zaburzen uktadu sercowo-naczy-
niowego [13, 34]. Interleuking 6 i 10, oraz TNF-a (czynnik martwicy nowotworu
o) uznano za przydatne markery w nieinwazyjnej diagnostyce i ocenie aktywnosci
procesu zapalnego u chorych z nieswoistym zapaleniem jelit [12].

Znaczaca wigkszo$¢ przebadanych interleukin (np. IL-6, IL-12, IL-8 czy
IL-18) ma charakter prozapalny, a ich udziat w przebiegu réznych chorob jest
podkreslany [42]. Mniej informacji dotyczy interleukin o przeciwstawnym, czyli
przeciwzapalnym dziataniu. W ostatnich latach duze zainteresowanie skierowano
na IL-13. Dane wskazuja na jej role w patogenezie chorob nowotworowych takich
jak: rak pecherza moczowego, piersi, jajnika, trzustki, jelita grubego, nowotwory
gtowy i szyi, chtoniaka ziarniczego [22, 35, 46, 56, 59, 62]. Ponadto wskazuje si¢
jej udzial w innych stanach chorobowych takich jak: infekcje pasozytnicze, aler-
gie, astma, atopowe zapalenie skory, zespot nerczycowy, choroby przewodu po-
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karmowego, zapalenia stawow [16, 22, 67, 69]. Celem niniejszego przegladu byto
przenalizowanie danych z piSmiennictwa dotyczacych znaczenia interleukiny 13
jako immunomodulatora przeciwzapalnego w réznych stanach chorobowych oraz
potencjalnych mechanizmow jej dziatania.

BUDOWA I FUNKCJE INTERLEUKINY 13

W 1989 roku po raz pierwszy opisano 1L-13 jako biatko P600 pochodzace z ak-
tywowanych mysich limfocytéw pomocniczych typu 2 (Th2). Miejscem syntezy
IL-13 oprécz Th2 sg rowniez limfocyty B, komorki tuczne, bazofile, komorki NK,
komorki dendrytyczne oraz naturalne komorki limfoidalne typu 2 (ILC2) [44, 77].

IL-13 jest biatkiem o strukturze trzeciorzedowej, ktorego tancuch polipeptydo-
wy sktada si¢ ze 132 aminokwasow, w tym 20 aminokwasow sekwencji sygnato-
wej, a jej rdzen stanowig cztery tancuchy majace posta¢ a-helisy [55]. IL-13 wy-
kazuje 25% homologi¢ z IL-4, a najwigksze podobienstwo wystepuje w pierwszym
1 ostatnim regionie a-helikalnym, ktory jest kluczowy dla aktywnos$ci IL-4. W prze-
ciwienstwie do IL-4, IL-13 zawiera tylko 2 mostki dwusiarczkowe zamiast 3. Gen
kodujacy IL-13 zlozony jest z 3 introndéw oraz 4 egzonow i znajduje si¢ w pobli-
zu genu IL-4 na dlugim ramieniu chromosomu 5 w regionie 31. W tym regionie
chromosomalnym znajduja si¢ rowniez geny kodujace 1L-3, IL-5, IL-9 i GM-CSF
(czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagéw). Duze podo-
bienstwo funkcji, transdukcji sygnatu, struktury genu, a takze lokalizacji genow IL-
13 1 IL-4 sugeruja, iz mogty one powsta¢ w wyniku duplikacji genu [31, 51, 72, 73].

Mimo wielu podobienstw istnieja rowniez znaczne roznice migdzy omawiany-
mi interleukinami (IL-13 i IL-4). Jedng z nich jest swoisto$¢ gatunkowa obu cyto-
kin. Ludzka IL-13 wykazuje silniejsze dziatanie wobec komorek ludzkich, a wiec
jest gatunkowo bardziej selektywna niz mysia IL-13, ktéra w jednakowy sposéb
reaguje z komoérkami ludzkimi i mysimi [72].

Dziatanie przeciwzapalne IL-13 wigze si¢ z hamowaniem wytwarzanych
przez makrofagi i monocyty prostaglandyn, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a, czyn-
nika jadrowego (NF-kB) oraz reaktywnych form tlenu. IL-13 posiada zdolnos¢
bezposredniego oddziatywania na eozynofile aktywujac je, wptywajac na wydtu-
zenie okresu ich przezycia, a takze nasilenie ich naptywu do miejsc zapalnych.
Udowodniono, ze 1L-13 moze indukowa¢ przeksztalcanie fibroblastow w miofi-
broblasty, a takze wzmagaé¢ ekspresje¢ aktyny oraz aktywno$¢ mitotyczng komo-
rek mies$ni gladkich uktadu oddechowego. IL-13 odgrywa wazng rol¢ w procesie
adhezji poprzez nasilenie ekspresji niektorych integryn w monocytach i makro-
fagach (CD11b, CD11c, CD18, CD29). Zwigksza proliferacje i skurcze komorek
migéni gtadkich in vitro i indukuje synteze kolagenu typu I w ludzkich fibrobla-
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stach skory. Oddziatywajac na ludzkie limfocyty B prowadzi do ich namnazania
oraz indukcji przelaczania izotypow IgG4 ilgE oraz ekspresji antygendw po-
wierzchniowych, m.in. receptora FceRII (inaczej CD23, receptor o niskim po-
winowactwie do immunoglobuliny IgE) oraz czasteczki MHC klasy II (antygeny
zgodnosci tkankowej) [28, 31]. Na rycinie 1 przedstawiono schematycznie gtow-
ne wskazywane aspekty dziatania IL-13.

Badania nad IL-13 pokazuja, iz odgrywa ona role na wielu poziomach regulacji
immunologicznej [17, 70, 71]. Udziat IL-13 ma kluczowe znaczenie w przebiegu
$ciezki immunoregulacyjnej, w ktorej komorki NKT (ang. Natural Killer T-cells)
thumig nadzoér immunologiczny komorek guza. Komorki NKT sg stymulowane
przez komorki guza do wydzielania IL-13, aby hamowac¢ cytotoksyczne limfocyty
T (CTL) przeciwko komérkom nowotworowym [71]. Unieczynnienie limfocytow
NKT skutkujace zmniejszong syntezg IL-13, a bezposrednie zahamowanie dzia-
tania IL-13 moze stanowi¢ obrong przed wznowa nowotworu. W zwiazku z tym
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zastosowanie inhibitorow IL-13 i/lub receptoroéw tej interleukiny moze okazac si¢
uzytecznym narzedziem w immunoterapii choréb nowotworowych, co stanowi
interesujacy aspekt przyszitych badan [73].

RECEPTORY ORAZ SZLAKI
SYGNALIZACYJNE INTERLEUKINY 13

IL-13 i IL-4 moga oddziatywac na komorki efektorowe poprzez dwa typy kom-
pleksow receptorowych o roznych konfiguracjach. Zarowno I jak i II typ recepto-
row posiada w swej strukturze podjednostke (tancuch) IL-4Ra [50]. Receptor typu
I zbudowany jest z podjednostki IL-4Ra skompleksowanej z tancuchem yC, kto-
ry ulega ekspresji na powierzchni komoérek krwiotwoérczych. Kompleks receptora
typu II sktada si¢ z podjednostki IL-4Ra, skompleksowanej z tancuchem IL-13Ral
i znajduje si¢ na wielu komoérkach innych niz hematopoetyczne, takich jak komorki
nabtonka oskrzeli, komorki miesni gladkich, fibroblasty i keratynocyty [1].

IL-13 wiaze si¢ z niskim powinowactwem do tancucha IL-13a1 (Kd~2-10nM),
ale przez skompleksowanie z podjednostka IL-4Ra powstaje receptor (typu II),
wigzacy IL-13 z wysokim powinowactwem (Kd ~ 300-400 pM). Sygnalizacja
IL-4 odbywa si¢ zaro6wno przez kompleksy receptorowe typu I, jak i typu II, pod-
czas gdy IL-13 sygnalizuje tylko przez kompleks typu II [68].

Rycina 2 przedstawia schematyczng budowe receptorow i szlaki sygnalizacyj-
ne interleukin IL-13 i IL-4.

Wszystkie podjednostki (tancuchy) IL-4Ra, yC i IL-13Ral zawierajg regiony
bogate w proling, dzigki czemu mogg wigza¢ kinazy janusowe JAK1, JAK2, JAK3
1 TYK2. W komoérkach krwiotworczych zwigzanych z ekspresja tancucha yC, na-
stepuje aktywacja JAK3, natomiast wigzanie IL-4 z receptorem typu I powoduje
aktywacj¢ JAK1, JAK2 i JAK3 [5, 8, 31]. Wiazanie IL-4 i IL-13 z receptorem typu
IT aktywuje JAK1, JAK2 i TYK2. Aktywacja JAK powoduje fosforylacje cytopla-
zmatycznych tyrozyn, prowadzac do rekrutacji STAT6 (ang. signal transducer and
activator of transcription 6) do receptora, a nastepnie jego fosforylacji i aktywacji.
Aktywacja STAT6 jest dominujacym szlakiem sygnalizacyjnym w odpowiedzi na
oddziatywanie 1L-4 lub IL-13 z receptorem. Chociaz aktywacja STAT6 w odpo-
wiedzi na IL-13 i IL-4 zostata dobrze udokumentowana, mechanizmy molekularne
odpowiedzialne za zakonczenie sygnalizacji JAK/STAT pozostajg stabo poznane.
Aktywowane dimery STAT6 przemieszczajg si¢ do jadra, wiazg specyficzne kano-
niczne elementy DNA i inicjuja transkrypcj¢ dalszych genow [7, 38, 75]. Udowod-
niono, ze IL-13 moze takze aktywowa¢ szlak STAT3. Domena cytoplazmatyczna
podjednostki (tancucha) IL-13Ral zawiera dwie reszty tyrozynowe, ktére moga
stuzy¢ jako miejsca rekrutacji dla STAT3. Alternatywnie, STAT3 mozne by¢ akty-
wowany przez IL-13 za posrednictwem IL-13Ra2 [57, 60, 74].
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RYCINA 2. Schemat budowy receptorow i szlakéw sygnalizacyjnych IL-13 i IL-4 [50]
FIGURE 2. Diagram of the structure of IL-13 and IL-4 receptors and signaling pathways [50]

IL-13 wigze si¢ rowniez z receptorem IL-13Ra2 ze stosunkowo wysokim
powinowactwem (Kd ~ 50-500 pM), ktérego funkcje sg jednak w duzej
mierze nieznane. Receptor IL-13Ra2 wystepuje w dwoch postaciach, pierwsza
rozpuszczalna, powstaje w wyniku alternatywnego splicingu (ciecia i sktadania
pierwotnego transkryptu) nie ma zdolnosci sygnalizacyjnej inazywany jest
receptorem wabikiem, podczas gdy druga wigksza forma obejmujaca btone,
powoduje aktywacje dalszych efektorow. W pewnych okoliczno$ciachsygnalizacja
IL-13 poprzezIL-13Ra2 powoduje fosforylacje ERK1/2 (ang. extracellular signal—
regulated kinases) w sposob niezalezny od STAT6 itworzenie dimerycznego
czynnika transkrypcyjnego AP-1 (ang. activator protein 1). Ufosforylowany AP-1
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przemieszcza si¢ do jadra i wigze si¢ z okreslonymi elementami DNA. Indukcja
AP-1 moze rowniez aktywowac inne czynniki, w tym czynnika wzrostu beta 1
(TGF-B1) w makrofagach [70]. W innym badaniu ustalono, ze [L-13Ra2 moze
tworzy¢ heterodimeryczny kompleks z cztonkiem rodziny biatek podobnych do
chitynazy, Chi3-11 (ang. Chitinase 3-like 1) i wykorzystywac ten kompleks do
indukowania syntezy produkcji TGF-B1 [30].

UDZIAL IL-13 W PROCESACH NOWOTWOROWYCH

Interleukina-13 odgrywa istotng rol¢ w procesiec nowotworzenia poprzez
wplyw na nadzér immunologiczny guza. Pierwotnie opisano ja jako cytoking
pochodzaca z limfocytow T, ktéora hamuje wytwarzanie cytokin zapalnych,
wydzielang z komorek odpornosciowych. Chociaz opis ten jest ciagle aktualny,
wiedza na temat funkcji IL-13 rozwingta si¢ znaczaco w ciggu ostatnich kilku lat.
IL-13 moze przyczynia¢ si¢ zar6wno do wzrostu nowotworu, hamowania jego
apoptozy oraz moze wptywac na zdolno$¢ tworzenia przerzutow [2, 19].

RAK SUTKA

Srabovic i wsp. [65] zbadali poziom ekspresji interleukiny 13 w pierwotne;j
tkance nowotworowej raka sutka w odniesieniu do niezmienionej tkanki piersi
u tych samych pacjentek i do tkanki od pacjentek ztagodna nienowotworowa
zmiang sutka wykorzystujac metod¢ immunohistochemiczng. IL-13 byta obec-
na w tkance nowotworowej oraz w otaczajacej niezmienionej chorobowo tkance
u tych samych pacjentek oraz w tkance u pacjentek z tagodng zmiang sutka. Po-
nadto ekspresja IL-13 byla istotnie wyzsza w komoérkach nowotworowych raka
sutka w poréwnaniu z tkanka analizowana u pacjentek ztagodnymi zmianami
chorobowymi tego narzadu. Wystgpita korelacja migdzy ekspresja IL-13 a wiel-
koscig guza u pacjentek z rakiem sutka z niezajetymi weztami chtonnych. Uzy-
skane wyniki zasugerowaty mozliwy udziat IL-13 w karcynogenezie.

Podobne badania przeprowadzili Kwon i wsp. [43], ktorzy dla oceny wartosci
prognostycznej w inwazyjnym raku sutka, zbadali ekspresje receptora IL-13Ra2.
Aktywnos$¢ receptora zaobserwowano w 11% probek i1 stwierdzono zalezno$¢ z re-
ceptorami dla estrogenow i progesteronu. Nie stwierdzono istotnego zwigzku mig-
dzy ekspresja receptora IL-13R02 a innymi zmianami kliniczno-patologicznymi jak
wielko$¢ guza, przerzuty do weztdw chtonnych, typy histologiczne, stopien histo-
logiczny, HER?2 status (ang. human epidermal growth factor receptor 2), wskaznik
znakowania Ki-67 (marker komoérkowej proliferacji) czy poziomy limfocytow na-
ciekajacych nowotwor, czy tez wiekiem pacjentek. Pacjentki z nasilong ekspresja
IL-13Ra2 wykazywaty gorsze rokowanie w poréwnaniu do zdrowych kobiet.
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W innym badaniu, zwigzanym z rakiem sutka mierzono obecno$¢ krazacych
komorek nowotworowych (ang. circulating tumor cells, CTC), ktéore w wypadku
tego typu raka sa wskaznikiem rokowania przebiegu choroby przed rozpoczeciem
leczenia ogdlnoustrojowego. Badanie uzupetniono o pomiar panelu cytokin: IL-5,
IL-6, IL-8, IL-4 i IL-13. U pacjentek z ujemnym wynikiem CTC oraz z brakiem
ekspresji receptora progesteronu, ekspresja IL-8 1 IL-13 byta zwigckszona. Wzrost
IL-13 wykryto w stadium o wysokiej ztosliwosci raka i z brakiem ekspresji re-
ceptora progesteronu. Ze wzgledu na ten fakt, autorzy zasugerowali ze wysoka
ekspresja IL-13 zwigzana jest z gorszym rokowaniem i za mozliwo$¢ wystapienia
przerzutow do weztow chtonnych [40].

RAK PLUC

Dla oceny znaczenia prognostycznego IL-13 w niedrobnokomoérkowym raku
phuc (ang. non-small cell lung cancer, NSCLC) Xie i wsp. [78] zbadali ekspresje
receptora IL-13R02 (immunohistochemicznie) w tkankach nowotworowych.
Zaobserwowali znaczne nasilenie ekspresji w zmienionych chorobowo tkankach
oraz jej brak w tkankach zdrowych. Analizowali takze zalezno$ci migdzy
ekspresja IL13Ra2 a parametrami kliniczno-patologicznymi choroby. Zwigkszona
ekspresja IL13Ra2 byta czgsciej wykrywana w gruczolakoraku ptuc niz w innych
typach histologicznych NSCLC oraz korelowata ze stabym zréznicowaniem guza,
zmianami w weztach chtonnych i stadium ztosliwosci.

NOWOTWORY PRZEWODU POKARMOWEGO

Formentini iwsp. [20] badali czy IL-13 wywiera autokrynny wplyw
stymulujacy na wzrost ludzkiego raka trzustki i czy jej ekspresja koreluje ze
sktonno$cia do przerzutow do weztdéw chlonnych. Badania przeprowadzone na
liniach ludzkiego raka trzustki (linie komorkowe: ASPC-1, CAPAN-1, MIA
PaCa-2, PANC-1, COLO-357 i T3M4). IL-13 wzmagata wzrost komodrek ASPC-
1, CAPAN-1 i COLO-357. Bylo to zwigzane z nasilong fosforylacja kinazy
bialkowej aktywowanej mitogenem p44/42 (MAPK). Aktywnos¢ 3-kinazy
fosfatydyloinozytolu (PI3Ks) byta rowniez indukowana w komodrkach MIA
PaCa-2, PANC-1 1 T3M4 nieodpowiadajacych na IL-13. Wszystkie komorki
eksprymowaly iwydzielaty IL-13. Dodatkowo w badaniach klinicznych
prowadzonych u chorych z gruczolakorakiem przewodowym trzustki, analiza
immunohistochemiczna wycigtych pierwotnych probek gruczolakoraka ujawnita
wysoki poziom IL-13 w 30 z 70 badanych prébek i jego receptora transblonowego
(IL-4R) odpowiednio w 28 z 70 analizowanych wycinkéw raka. 94% badanych
chorych, wykazujacych wysoka koekspresje¢ IL-13 ilL-4R miato przerzuty
do weztéw chlonnych. Autorzy wnioskowali, ze endogenna ekspresja IL-13
w komorkach nowotworowych promuje przerzuty do weztéw chtonnych.
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Gabitass 1 wsp. [26] przeprowadzili kompleksowa analize krazacych komorek
supresorowych pochodzenia mieloidalnego (ang. myeloid-derived suppressor cells,
MDSC) i komorek regulatorowych T (Treg) u pacjentow z rakiem trzustki, przetyku
i zoladka oraz zbadali, czy MDSC sg niezaleznym czynnikiem prognostycznym dla
przezycia pacjentow. Ocenili rowniez panel cytokin w osoczu, a w szczegdlnosci 1L-
13.MDSC i Treg byty podwyzszone w raku trzustki, przetyku i zotagdka w poréwnaniu
z grupg kontrolng, a liczba MDSC korelowata z poziomami Treg. Zwigkszenie odsetka
MDSC wiazalo si¢ ze zwickszonym ryzykiem zgonu, a w analizie wieloczynnikowe;j
poziom MDSC byt niezaleznym czynnikiem prognostycznym dla przezycia chorych.
We wszystkich trzech typach raka stwierdzono znaczacy wzrost IL-13 w osoczu
chorych, ktory korelowat z poziomami MDSC.

CHLONIAK ZIARNICZY

Dobrze poznany jest udziat IL-13 we wzroscie chtoniaka ziarniczego (ang.
Hodgkin's lymphom, HL). W chorobie tej komorki nowotworowe RS (ang. Reed-
Sternberg) stanowia niewielka czgs¢ masy guza (0,1-1%), a wiekszos$¢ pozostatego
zrgbu tkankowego guza sklada si¢ z naciekajacych reaktywnych komorek, w tym
komorek Th2. Koekspresja IL-13 i jej receptora IL-13Ral wystepuje w komorkach
RS. IL-13 posredniczy w autokrynnej stymulacji proliferacji komorek chtoniaka
ziarniczego i hamowaniu ich $mierci. STAT6 jest fosforylowany po aktywacji IL-
4R 1IL-13R odpowiednio przez IL-4 i IL-13, co jest waznym czynnikiem wzrostu
komorek HL. Wykazano, ze neutralizujace przeciwciata przeciwko 1L-13, IL-4 i ich
receptorom —IL-13Ral i IL-4Ra lub siRNA (ang. small interfering RNA) przeciwko
STAT6 zmniejszajg proliferacje iindukujg $mier¢ komorki poprzez hamowanie
ekspresji antyapoptotycznego biatka Bcl-xL (ang. B-cell [ymphoma-extra large) in
vitro [63].

Skinnider i wsp. [62] aby okresli¢ ekspresj¢ IL-13 u pacjentdéw z chtoniakiem
ziarniczym, skrawki tkanek od pacjentow =z klasycznym HL, z guzkowa
przewagg limfocytow HL (NLPHL) iz chloniakiem nieziarniczym (NHL)
poddali hybrydyzacji in situ. U 86% pacjentéw z klasycznym HL, 25% do prawie
100% komorek Hodgkina i Reeda Sternberga (HRS) wykazato ekspresje IL-
13. Przeciwnie, w zadnym przypadku NLPHL i tylko w 17% przypadkéw NHL
ujawniono ekspresja IL-13 w komoérkach nowotworowych. Stwierdzono takze
dodatnig ekspresje receptora IL-13Ral w 89% przypadkow klasycznego HL.
Dane te wskazuja, ze ekspresja IL-13 i IL-13Ral jest wspdlng cechg komorek
HRS w HL, zgodna z hipoteza, ze IL-13 moze odgrywaé role we wzroscie
autokrynnym w klasycznym HL.

Natomiast Gaiolla i wsp. [26] mierzgc st¢zenia IL-6, IL-101 IL-13 w surowicy
przed ipo leczeniu HL oraz okreslajac ich potencjalny zwigzek z parametrami
klinicznymi i laboratoryjnymi zaobserwowali, iz poziom IL-13 w surowicy byt
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niewykrywalny u obydwu grupach pacjentéw (przed i po leczeniu) oraz w grupie
kontrolnej. Podobnie Fiumara iwsp. [18] dokonali pomiaru stezenia IL-13
w surowicy chorych ze zdiagnozowanym HL. Sposrdd przebadanych pacjentow
70% pod wzgledem histologicznym miato posta¢ stwardnienia guzkowego, a 36%
chorychbytow stadium I lub IV choroby. Tylkow 10% badanych probek surowicy
poziom IL-13 byt wykrywalny. Jedynie 3 pacjentéw z najwyzszymi poziomami
IL-13 miato posta¢ stwardnienia guzkowego, 2 mialo HD stopnia IIA, a jedna
miata HD stopnia IIB. Poziomy IL-13 nie korelowaty z plcia, stadium choroby,
podtypem histologicznym, inwazyjnoscig choroby czy obecno$cig przerzutow
pozaweztowych. Sposrod pacjentow, u ktorych stwierdzono podwyzszony poziom
IL-13, tylko u jednego pacjenta zaobserwowano progresje choroby, 4 miesigce
po zakonczeniu leczenia w stadium IIB. 2 z 12 pacjentdéw z dominujacymi
limfocytami HD miato podwyzszony poziom IL-13 w surowicy. Zrédto IL-13
u 2 pacjentow z przewaga limfocytow HD nie zostato zidentyfikowane, chociaz
mozliwos¢ wytwarzania IL-13 przez komorki zlosliwe nie mozna wykluczy¢.

RAK JELITA GRUBEGO

Kornmann i wsp. [41] badajac (immunohistochemicznie) ekspresj¢ biatek 1L-4,
IL-13, IL-4R i IL-13R w tkankach pochodzacych od chorych z pierwotnym rakiem
jelita grubego w stadium I-IIl zaobserwowali, iz w komoérkach nowotworowych
wysoka immunoreaktywnos$¢ IL-4, IL-13, IL-4R iIL-13R wystepowata u 33%,
50%, 36% i odpowiednio 42% przebadanych wycinkach. Pacjenci z wysoka eks-
presja 1L-4, IL-4R i IL-13R charakteryzowali si¢ nizszg czgstoscig przerzutow do
weztdw chtonnych. Wysoka immunoreaktywnos¢ 1L-13 byta zwigzana z lepszym
rokowaniem i wydtuzonym czasem przezycia chorych. Ekspresja IL-4, IL-4R lub
IL-13R nie wptywala na przezywalnos$¢ pacjentow. Autorzy zasugerowali, ze eks-
presja IL-4, IL-4R i IL-13R jest zwigzana z procesem lokalnych przerzutow w raku
jelita grubego, podczas gdy ekspresja [L-13 ma wpltyw na przezycie chorych.

Barderas iwsp. [3] przeprowadzali badania na stabo iwysoko przerzuto-
wych komorkach ludzkiego raka okreznicy z wykorzystaniem linii komérkowych
KM12C i KM12SM. W porownaniu ze stabo przerzutowymi komoérkami nowo-
tworowymi (KM12C), komorki wysoce przerzutowe (KM12SM) wykazaty zwigk-
szong ekspresj¢ cytokin immunosupresyjnych — interleukin: IL-13 i IL-4, oprocz
zwigkszonej ekspresji powierzchniowej IL-13Ra2 o wysokim powinowactwie re-
ceptora IL-13, co sugeruje, ze IL-13Ra2 posredniczy w dziataniu IL-13 w komor-
kach raka okr¢znicy. Wyciszenie IL-13Ra2 w wysoce przerzutowych komorkach
doprowadzito do zmniejszenia zdolno$ci adhezyjnej, ujawniajac role tego receptora
w adhezji komorkowej, migracji, inwazji i kolonizacji przerzutoéw. Na poparcie tej
obserwacji autorzy stwierdzili, iz sygnalizacja IL-13 aktywowata onkogenne cza-
steczki sygnatowe kinazy 3-fosfoinozytydowej, AKT (ang. serine/threonine protein
kinase) 1 SRC (ang. protein-tyrosine kinase) w wysoce przerzutowych komorkach.
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Roéwnolegle prowadzone przez tych samych autoréw badania klinicznie, wykaza-
ly wysoka ekspresja IL-13Ra2 w histopatologicznych analizach wycinkéw raka
okreznicy, zwigzang z podzniejszymi etapami postepu choroby i stabymi rokowa-
niami u pacjentow. Wyniki potwierdzity zatem kluczowa role ekspresji IL-13Ra2
w inwazji raka okre¢znicy i przerzutach.

RAK GLOWY I SZYI

Kaskas i wsp. [37] porownywali stezenia cytokin i chemokin — m.in. IFN-y,
IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, indukowalnego biatka IP-10, rozpusz-
czalnego liganda CDA40, biatka zapalnego makrofagow 1B (MIP-18) w surowicy
krwi u pacjentow z rakiem ptaskonabtonkowym gltowy i szyi (ang. head and neck
squamous cell cancer, HNSCC) z grupg zdrowych ochotnikéw w celu identyfikacji
potencjalnych biomarkeréw choroby. Pierwotne miejsca guzéw w grupie pacjen-
tow obejmowaly jame¢ nosowa, jame ustng, cze$¢ ustng gardta, gardto dolne i krtan.
Autorzy wykazali znaczacy spadek poziomu IL-13 oraz IFN-y i MIP-1f oraz istot-
ne podwyzszenie st¢zenia [IP-10 w surowicy u pacjentow z HNSCC, niezaleznie od
pierwotnego miejsca guza.

RAK JAJNIKA

Fujisawa i wsp. [21] zbadali wptyw IL-13 na inwazyjnos$¢ i mozliwo$¢ wysta-
pienia przerzutow raka jajnika przez oddzialywanie na receptor IL-13Ra2, analizu-
jac szlak sygnatowy ERK1/2, AP-1 oraz ekspresj¢ MMP na liniach komérkowych
ludzkiego raka jajnika (SKOV-3, ES-2, C-33A, OVCAR-3) z ekspresjg [L-13Ra2
ina liniach komorkach jajnika (IGROV-1) ze sttumiong ekspresja receptora IL-
-13Ra2. Réwnolegle badania przeprowadzono na mysich modelach tego nowotwo-
ru. IL-13 znaczaco zwigkszala inwazyjnos¢ komorek, z ekspresja IL-13Ra2, ale nie
wykazata nasilenia inwazyjnosci w komorkach ze sttumiong ekspresja receptora
IL-13Ra2. IL-13 wzmacniata aktywnos¢ szlaku ERK1/2, AP-1 i ekspresje MMP
tylko w komorkach z ekspresja IL-13Ra2. W modelu zwierzecym ludzkiego raka
jajnika (na myszach), komorki guza z ekspresjg IL-13Ra2 dawaty przerzuty do
weztow chtonnych i otrzewnej wczesniej niz komorki guza ze sttumiong ekspre-
sja IL-13Ra2. Myszy z rakiem jajnika z aktywnym IL-13Ra2 umarly wcze$niej niz
myszy z nowotworem bez ekspresji IL-13Ra2, Wstrzyknigcie dootrzewnowe IL-
13 dodatkowo skrocito przezycie myszy z nowotworem IL-13Ra2 o wysokiej eks-
presji. Guzy i przerzuty do weztdow chtonnych korelowaly z wyzszymi poziomami
MMP i wyzszg aktywacjg ERK1/2. Badanie dostarczyto dowodow, iz IL-13 posred-
niczy w inwazji i przerzutach poprzez sygnalizacje IL-13R02, ERK1/2, AP-1 i szla-
ki MMP w komorkach raka jajnika. Autorzy sugeruja, iz IL-13Ra2 moze stanowi¢
cel dla ukierunkowanej immunoterapii dla zahamowania inwazji i przerzutow nie
tylko w raku jajnika, ale rowniez moze kontrolowac progresj¢ choroby w wielu r6z-
nych typach nowotworéw ludzkich.
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RAK SKORY

Skora mimo statego cyklu odnowy jest narazona na dziatanie czynnikow $ro-
dowiskowych i moze ulega¢ statemu uszkodzeniu. Nie wiadomo, w jaki sposéb
utrzymywana jest homeostaza wraz z mechanizmami ochronnymi przed uszko-
dzeniami. Wérod podstawowych komorek nabtonkowych (ang. basal epithelial
cells, EC) znajduje si¢ populacja rezydentnych $rodnabtonkowych limfocytow
(ang. resident intraepithelial lymphocytes, 1EL), ktore zapewniaja ochronny
nadzoér immunologiczny gospodarza. Dalessandri i wsp. [14] wykazali, ze IEL
komunikujg si¢ krzyzowo z EC poprzez syntez¢ i wydzielanie IL-13. EC skory
sa aktywowane przez IL-13 pochodzaca z IEL, umozliwiajac odpowiedz EC na
stres indukowany czynnikami zewngetrznymi. Przy braku IL-13 lub IEL skéra ma
zmniejszong zdolno$¢ do naprawy uszkodzen i zwigkszong podatnos$¢ na rozwoj
komoérek nowotworowych. IL-13 kontroluje szybko$¢ przemieszczania si¢ EC
przez naskorek, co moze wyjasnia¢ znaczenie IL-13 dla integralno$ci naskorka
i jego supresyjnego wptywu na proces karcynogenezy w skorze. Badania pokazu-
ja, ze IL-13 dziata jako tacznik molekularny migdzy IEL i EC i odgrywa kluczo-
wa role obronng gospodarza w regulacji homeostazy tkanek EC.

GLEJAK WIELOPOSTACIOWY

Glejak wielopostaciowy (ang. glioblastoma multiforme, GMB) jest jedng z naj-
grozniejszych postaci raka, ze wskaznikiem przezycia zaledwie 13% do 27% w cia-
gu 2 lat od rozpoznania, pomimo zastosowanego optymalnego leczenia. Hsi i wsp.
[32] przedstawili hipoteze, ze obecno$¢ unikalnego receptora wabika IL-13Ra2 za-
pobiega apoptozie komdrek GBM. Receptor ten ma wysokie powinowactwo do IL-
13, wigze cytoking i kompetycyjnie hamuje wewnatrzkomorkows kaskade sygnali-
zacyjng zainicjowang przez IL-13. W komoérkach bez receptora wabika IL-13Ra2,
IL-13 inicjuje wytwarzanie 15-lipoksygenazy-1 (15-LOX-1), ktora odgrywa role
w apoptozie komorkowej. Sposdb w jaki 15-LOX-1 indukuje apoptozg pozostaje
jednak niejasny. Uwaza sig, ze w procesie apoptozy posredniczg steroidowe recep-
tory jadrowe szeroko rozpowszechnione w komorkach, aktywowane przez proli-
feratory peroksysomow (ang. peroxisome proliferator-activated receptor, PPARY).
Autorzy zasugerowali, ze w GBM, IL-13 moze indukowa¢ 15-LOX-1, ktora re-
guluje apoptoze komoérek poprzez sygnalizacje za posrednictwem PPARy oraz,
ze ekspresja IL-13Ra2 zapobiega apoptozie i przyczynia si¢ do wzrostu guza, co
potwierdzili w badaniach in vitro i in vivo, przeprowadzonych na liniach komor-
kowych ludzkiego GBM (U87 i A172) oraz atymicznych nagich myszach NUDE
(myszy nie wytwarzaja komorek T i dlatego sa immunoniekompetentne), u ktorych
wywotano wzrost guzow przez wstrzykniecie podskorne komoérek U87. Wyciszenie
IL-13Ra2 za pomoca krotkiego interferujacego RNA znaczaco indukuje ekspresje
15-LOX-1, promuje apoptoze i zmniejsza wzrost guza GBM in vivo. Odkrycia te
okreslity mechanizm eliminowania blokady endogennej sygnalizacji IL-13 i pro-
mowania apoptozy oraz charakteryzujg role 15-LOX-1 w apoptozie GBM. Identy-
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fikacja mechanizmu szlaku sygnalizacyjnego, ktory moze by¢ ukierunkowany na
interwencje farmakologiczna, bedzie miata wptyw na opracowanie nowych i sku-
tecznych metod leczenia GBM.

RAK NERKI

Chang i wsp. [9] zbadali wartosci prognostyczne 1L-4 i IL-13 pochodzacych
z guza od pacjentéw z miejscowym jasnokomorkowym rakiem nerki (ang. clear-
-cell renal cell carcinoma, ccRCC) po nefrektomii. Badania wykazaty, ze wysoka
ekspresja IL-4 1 IL-13 byla zwigzana z wystapieniem nawrotow choroby i skroco-
nym czasem przezycia pacjentow. Uznano, ze ocena ekspresji IL-4 1 IL-13 w tkance
guza zapewnia mozliwo$¢ optymalizacji postgpowania pooperacyjnego i opraco-
wania nowych terapii celowanych dla pacjentoéw z ccRCC.

RAK PECHERZA MOCZOWEGO

Ekspresje 1L-13 badano immunohistochemicznie w wycinkach tkanek nowo-
tworowych od pacjentéw z rakiem pecherza moczowego w roznych stadiach kli-
nicznej ztosliwosci oraz od pacjentéow z tagodna postacig raka. Wyniki pokazaty
wysoka, istotnie r6zng, ekspresje IL-13 w tkankach raka o wysokiej ztosliwos$ci
w poréwnaniu z tkankami pochodzacymi z tagodnych guzéw (odpowiednio 86%
w porownaniu z prawie 27%). Autorzy konkluduja, iz wyzsza ekspresja IL-13 u pa-
cjentow z rakiem pecherza sugeruje, iz cytokina ta bierze udziat w progresji nowo-
tworu i jest zwigzana z a kliniczng postacig raka tego narzadu [54].

Margel 1 wsp. [49] wychodzac z zalozenia, Zze proces nowotworowy raka pe-
cherza moczowego czg¢sto powigzany jest z procesem zapalnym, przeprowadzili
pomiar szeregu mediatorow immunologicznych w moczu pacjentéw. Oznaczono
stezenie bialek szoku termicznego (HSP60, HSP70, HSP90), TNF-a, TGF-f oraz
interleukin: IL-1b, IL-2,1L-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 lub IL-13. Analiza wykazata,
ze stezenie IL-8, IL-10 i IL-13 byly wyzsze w moczu chorych na raka pecherza
moczowego w porownaniu do grupy kontrolnej, a IL-13 okazata si¢ najlepszym pa-
rametrem pod wzgledem diagnostycznym. Nie wykazali jednak istotnych roznic
migdzy stezeniem IL-13 w moczu chorych z rakiem naciekajacym mie$niowke pe-
cherza (MIBC) a rakiem nienaciekajagcym (NMIBC), cho¢ wyzsze wartosci otrzy-
mano w MIBC.

W badaniu klinicznym Malek-Zadeh i wsp. [45] oceniali (metodg immunoen-
zymatyczng i RT-PCR) ekspresje IL-13 jako cytokiny przeciwzapalnej w surowicy
pacjentéw z rakiem pecherza moczowego. Zaobserwowali znaczacg réznice w eks-
presji mRNA i stezeniu IL-13 miedzy pacjentami a grupa kontrolng. Zwiekszona
ekspresja obserwowana byla w nizszych stadiach raka w poréwnaniu z bardziej
zaawansowanymi. Nie stwierdzono wptywu wieku, palenia papieroséw czy picia
alkoholu na stezenie IL-13 w surowicy chorych. Autorzy wskazuja, iz nadekspresja
IL-13 jako silnej immunosupresyjnej cytokiny moze odgrywac role mediator prze-
ciwzapalnego w raku pgcherza moczowego.
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ROLA IL-13 W PATOGENEZIE
NIENOWOTWOROWYCH STANOW CHOROBOWYCH

Poza chorobami nowotworowymi IL-13 taczona jest rowniez z rozwojem in-
nych schorzen takich jak infekcje pasozytnicze, astma, atopowe zapalenie skory,
zespot nerczycowy, choroby przewodu pokarmowego, zapalenia stawow, a uzyska-
ne wyniki z badan prowadzonych w tych jednostkach chorobowych sa interesujace
[11, 19, 36, 61].

INFEKCJE PASOZYTNICZE

Wspdlng cechg infekcji pasozytniczych jest manifestacja odpowiedzi immuno-
logicznej typu komoérkowego z udziatem Th2. Wytwarzane przez Th2 interleuki-
ny (IL -13, IL-4, IL-5) indukujg wytwarzanie i uwalnianie IgE przez limfocyty B.
Sugeruje si¢, ze wydzielanie migdzy innymi IL-13, odgrywa znaczgcg role w tzw.
alarmie cytokinowym pochodzacym z uszkodzonego nablonka i moze bra¢ udziat
w stymulowaniu komoérek dendrytycznych (ang. dendritic cells, DCs), co wska-
zywane jest jako mechanizm molekularnej odpowiedzi komorek gospodarza na
uszkodzenie tkanek przez pasozyty oraz gojenie si¢ ran [33].

IL-13 dziata na wielu ptaszczyznach w reakcji przeciwpasozytniczej. Stymuluje
produkcje §luzu w komoérkach kubkowych, indukuje lokalne uwalnianie eotaksyny
w celu przyciagnigcia eozynofilow, zwigkszajac wytwarzanie IgE, ponadto zwigk-
sza motoryke jelit i wydalanie pasozytéw z organizmu. Mimo korzystnego dziata-
nia [L-13 w obronie gospodarza podczas infekcji pasozytniczej w jelitach, niekon-
trolowana aktywnos$¢ IL-13 moze prowadzi¢ do rozwoju niekorzystnych stanow
zapalnych. Nieswoiste zapalenia jelit, jak wrzodziejace zapalenie jelita grubego
(ang. colitis ulcerosa, CU) czy choroba Le$niowskiego-Crohna (CD), sa przewle-
ktymi nawracajagcymi schorzeniami przewodu pokarmowego, charakteryzujgcymi
si¢ zapaleniami jelit i uszkodzeniami kosmkow jelitowych [66].

Badania Fuss i wsp. [24] pokazaty, ze komorki T blaszki wiasciwej jelit (LPT,
lamina propria T) u pacjentow z UC wytwarzaja znacznie wigksze ilosci IL-13
i nieduze interferonu-y (IFN-y) w poréwnaniu do zdrowych kontroli, podczas gdy
porownywalne komorki od pacjentéw z CD wytwarzaja duze ilosci IFN-y i mate
ilosci IL-13. Autorzy wykazali, ze IL-13 jest wytwarzana przez nieklasyczne ko-
morki NKT (tj. zdefiniowane jako komorki NKT wykazujace brak ,.klasycznego”
receptora komorek T) oraz, ze zarowno ludzkie linie komorkowe NKT (721.221-
CD14d) jak i komorki T blaszki wlasciwej pozyskane od chorych z UC sg cytotok-
syczne dla komoérek nablonkowych okreznicy in vitro oraz, ze t¢ cytotoksyczno$é
zwigksza IL-13. Wyniki badania pokazuja, ze UC jest zwigzany z nietypowa odpo-
wiedzig Th2, w ktérej posredniczg nieklasyczne komodrki NKT wytwarzajace 1L-13
i majace potencjat cytotoksyczny dla komorek nabtonkowych.
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ZESPOL NERCZYCOWY

Idiopatyczny zesp6l nerczycowy na podtozu zmian minimalnych (ang. minimal
change disease, MCD) to glomerulopatia niezapalna przebiegajaca pod postacia ze-
spotu nerczycowego. W celu zbadania niejasnego mechanizmu tej choroby Zeybek
iwsp. [79] zmierzyli poziom IL-13, CD80, CD28, metaloproteinazy macierzy-2
(MMP-2) i granzymu B w moczu dzieci z MCD. Stezenie IL-13 w moczu dzieci
w grupie z aktywnym stadium choroby bylo istotnie wyzsze niz w grupie dzieci
z remisjg i w grupie kontrolnej. Stwierdzono rowniez korelacj¢ migdzy stezeniem
IL-13 oraz CD80. Badacze postawili tezg, iz 1L-13 bierze udzial w patogenezie
MCD u dzieci i nalezy rozwazy¢ zastosowanie inhibitorow tej cytokiny w leczeniu
przypadkow opornych na leki steroidowe i immunosupresyjne.

ASTMA

Obecnie astme postrzega si¢ jako zespot kliniczny (a nie jako pojedyncza jed-
nostke chorobowg) z udziatem wielu mechanizméw patologicznych. Docenia si¢
fakt, ze eozynofilia pozostaje kluczowa cecha astmy. Eozynofile stanowig niski od-
setek leukocytow w prawidlowym stanie zdrowia, jednak podczas choroby, 1L-4,
IL-5 1 IL-13 moga indukowa¢ szybka eozynofilofiloze, wydtuza¢ przezycie eozy-
nofilii ich przemieszczanie si¢ do miejsca uszkodzenia. Stwierdza si¢ podwyzszone
poziomy IL-13 w zwierzgcych modelach eozynofilowego zapalenia oraz we krwi
i tkankach pacjentéw ze zdiagnozowanymi zaburzeniami eozynofilowymi. Dane
z badan klinicznych ujawnity rolg tej cytokiny w nadzorowaniu eozynofilia w ast-
mie 1 innych stanach zwigzanych ze wzrostem liczby eozynofilii [4, 76].

Doran i wsp. [15] zaobserwowali znacznie wyzsze poziomy IL-13 w surowi-
cy u pacjentow z cigzka astmg w porownaniu ze zdrowymi osobami. U pacjentow
z postacig umiarkowang do ci¢zkiej, stezenie IL-13 w surowicy byta silnie dodatnio
skorelowane z liczbg eozynofili we krwi. IL-13 wystepuje obficie w eozynofilach
i po uwolnieniu moze bezposrednio koordynowa¢ odpowiedz zapalng z udzialem
innych immunomodulatoréw. Jest zatem mozliwe, ze podwyzszone poziomy IL-
13 w surowicy moga by¢ czesciowo konsekwencja uwalniania jej zarowno z drog
oddechowych, jak i eozynofilow we krwi.

Okoto 5-10% chorych na astme na catym $wiecie cierpi na cigzka postac tej cho-
roby. Badania eksperymentalne i kliniczne wykazaty, ze 1L-13 jest wazna cytoking
w przewleklym zapaleniu drég oddechowych i zostata przedstawiona jako potencjal-
ny cel terapeutyczny w leczeniu astmy. Dwa rozne ludzkie przeciwciata monoklonal-
ne (ang. monoclonal antibodies, mAb) przeciwko 1L-13 (tralokinumab i lebrikizu-
mab) blokowaly wigzanie 1L-13 z receptorami IL-13Ral i IL-13Ra2 (na modelach
zwierzecych). Réwniez oceniono skutecznos$¢ tralokinumabu i lebrikizumabu w le-
czeniu pacjentéw z ciezka astma, ale wyniki nie spehity oczekiwanych rezultatow.
W badaniach nie zgloszono jednak powaznych niepozadanych reakcji zwigzanych
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z leczeniem tymi przeciwciatami. Negatywne wyniki kliniczne kontrastowaty z po-
zytywnymi wynikami uzyskanymi na eksperymentalnych modelach zwierzgcych,
budzac watpliwosci co do zastosowania immunoterapii w leczeniu astmy u ludzi [50].

TWARDZICA UKLADOWA

Twardzina uktadowa (ang. systemic sclerosis, SSc) jest przewlekla chorobg
tkanki tacznej o nieznanej w pehni etiologii. Charakteryzuje si¢ nadmiernym i po-
stepujacym zwldknieniem skory i narzadow wewngtrznych. Obecnie zadna terapia
nie okazala si¢ skuteczna w modyfikacji przebiegu SSc, co jest odzwierciedleniem
ztozonej patogenezy tego schorzenia. Cytokiny pochodzace z komoérek T sg zaanga-
zowane w indukcje zwtoknienia. Rola profibrotycznej cytokiny IL-13 i jej regula-
cja wydaja si¢ wazne w patogenezie SSc i innych zaburzen zwtéknieniowych [23].
Badania sugeruja, ze aktywacja uktadu odpornosciowego jest kluczowym elemen-
tem w patogenezie tej choroby. U pacjentéw z SSc wykazano zwigkszong ekspresje
cytokin zaleznych od stymulacji Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 iIL-17) zaréwno
w preparatach komorek skory, jak i w surowicy krwi chorych [29].

Medsger i wsp [52] stwierdzili, ze nadmierne ilo$ci IL-13 sg wytwarzane przez
komorki T CDS efektora krwi obwodowej u pacjentdéw z rozproszong skorng twar-
dzica uktadowa (ang. diffuse cutaneous SSc, dcSSc). Wydzielanie IL-13 jest regu-
lowane przez aktywno$¢ czynnika transkrypcji GATA-3 (ang. GATA Binding Pro-
tein 3). Zaobserwowano, ze poziomy GATA-3 w komorkach T CDS8 byly znacznie
wyzsze u pacjentdow z dcSSc i wezesng chorobg zapalng. Wyciszenie GATA-3 za
pomocg matego interferujacego RNA (siRNA) znacznie zmniejszylo syntezg IL-
13 przez komorki T CD8, wykazujac zwigzek przyczynowy migdzy GATA-3 1 IL-
13. W oparciu o uzyskane wyniki autorzy zasugerowali, ze zwickszona ekspresja
GATA-3 w komorkach T CD8 moze by¢ bardzo istotnym wskaznikiem zaburzen
immunologicznych u pacjentow z dcSSc, a GATA-3 moze by¢ nowym celem tera-
peutycznym, w tej obecnie nieuleczalnej chorobie.

ATOPOWE ZAPALENIE SKORY

Atopowe zapalenie skory (ang. atopic dermatitis, AD) jest czgstym stanem za-
palnym skory zwigzanym z aktywnoscig Th2. IL-4 i IL-13 sg kluczowymi cytoki-
nami zaangazowanymi w powstawanie chorob alergicznych. Istnieje coraz wigcej
dowoddéw na to, ze w przypadku reakcji zapalnej lezacej u podstaw AD, IL-13 ulega
miejscowej nadekspresji i ma znaczacy wptyw na fizjologie skory, w tym rekruta-
cje komorek zapalnych, zmiang mikrobiomu skory i obnizenie wydolnos$ci bariery
naskorkowej [6].

W celu okreslenia roli IL-13 w patogenezie AD, Metwally i wsp. [53] wykazali
wzrost ekspresji mRNA IL-13 we krwi obwodowej pacjentdow z réznym stopniem
AD w poréownaniu z osobami zdrowymi. Stwierdzili ponadto silng korelacje mig-
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dzy poziomami IgE w surowicy a ekspresja mRNA IL-13 niezaleznie od stopnia
nasilenia choroby. Wysoki poziom ekspresji mRNA IL-13 w AD i jego korelacja
z poziomem IgE w surowicy oraz z obrazem choroby wskazuje na udziat IL-13
w patogenezie choroby i jest waznym induktorem IgE.

ZAPALENIA STAWOW

IL-13 jako cytokina przeciwzapalna stata si¢ obiektem zainteresowania w przy-
padku chorob zwigzanych z przewlekltym stanem zapalnym stawow. Spadaro i wsp.
[64] wykazali zwiazek migdzy stezeniem IL-13 w surowicy i ptynie maziowym,
a obrazami klinicznymi tuszczycowego zapalenia stawow (LZS), reumatoidalnego
zapalenia stawow (RZS) i chorobg zwyrodnieniowg stawow (ang. atopic dermatitis,
OA). Poziomy IL-13 w ptynie maziowym byly istotnie wyzsze u pacjentow z LZS
1 RZS niz u pacjentdw z OA, bez istotnych réznic pomiedzy £LZS a RZS. Poziomy
IL-13 w surowicy byt nizsze u pacjentow z L.ZS niz u pacjentow z RZS. Tylko pa-
cjenci z LZS mieli wyzszy poziom IL-13 w plynie maziowym niz w surowicy. Sto-
sunek IL-13 ptyn maziowy/surowica byl wyzszy w grupie LZS niz w grupie z RZS
lub OA. Autorzy sugeruja, iz rozne profile wydzielania IL-13 w wymienionych
schorzeniach mogg by¢ powigzane z obrazami klinicznymi, odzwierciedlajacymi
rézne patogenne mechanizmy zwigzane z zapalnymi i zwyrodnieniowymi choro-
bami stawow.

Na podstawie danych z piSmiennictwa w tabeli 1 przedstawiono udziat 1L.-13
w réznych typach raka oraz w innych nienowotworowych schorzeniach.

PODSUMOWANIE

Przedstawione i przeanalizowane dane z piSmiennictwa jednoznacznie wska-
Zuja na istotng role interleukiny 13 w patogenezie, przebiegu i predykcji wielu
procesOw chorobowych. Z uwagi na fakt, iz IL-13 jest cytoking przeciwzapalna
1 immunomodulujaca, to bezsprzeczny jest jej udziat w patogenezie chorob u pod-
foza ktorych lezy stan zapalny (np. w astmie, atopowym zapaleniu skory, SSc czy
MCD). Wyniki badan wskazujg rowniez na znaczenie 1L-13 w patogenezie i prze-
biegu chorob nowotworowych. Na podstawie wigkszo$ci przedstawionych typow
nowotworow, wzrost ekspresji IL-13 czy aktywnosci jej receptoréw (szczegolnie
IL-13Ra2) zwigzany byt z progresja lub/i ztym rokowaniem choroby. Zaangazo-
wana w nadzor immunologiczny guza, IL-13 przyczynia si¢ do jego ucieczki przed
apoptoza i nasila jego rozrost oraz przerzutowanie. Wskazywana jest takze rola tej
interleukiny jako potencjalnego celu terapeutycznego zwigzanego z zastosowaniem
specyficznych inhibitorow dla IL-13 lub/i jej receptorow.
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TABELA 1. Udziat IL-13 w chorobach
TABLE 1. Participation of IL-13 in diseases

AUTOR RODZAJ
(ROK) CHOROBY METODA BADANIA REZULTATY
(Szrg‘tl)(;;/lc P WSP-1 rak sutka immunohistochemiczna | fekspresji 1IL-13 w guzie
Kwon i wsp. . . . tekspresji receptora IL-13Ra2
(2018) rak sutka immunohistochemiczna w tkance nowotworowej
Konig i wsp. rak sutka ELISA Tstezenia IL-13 w surowicy
(2016)
Xie i wsp. niedrobnokomorkowy immunohistochemiczna tekspres;ji receptora 1L- 1 3Ra2
(2015) rak pluc w tkance nowotworowej
. linie ludzkiego raka tkomérek ASPC-1, CAPAN-1
Formentini trzustki (ASPC-1, { COLO-357:
i wsp. (2009) |rak trzustki CAPAN-1, MIA PaCa- wszvstkie ko’mc')rki eksprvmowal
2, PANC-1, COLO-357 | VPt 10 1Ol SESPRYROWEY
i T3M4) b4 Y
Formentini immunohistochemiczna koekspresja IL-13 z receptorem
iwsp. (2009) |rak trzustki IL-4R
Gibbitas i wsp. | rak trzustki, przetyku . .
2011) i 7oladka ELISA Tstezenia IL-13 w surowicy
chorych
Sklnnlder chloniak ziarniczy immunohistochemiczna Tekspresji IL-13 w komérkach
i wsp. (2002) raka
Gaiolla i wsp. L brak wykrywalnosci IL-13 w suro-
2011) chloniak ziarniczy ELISA wicy chorych i zdrowych
- ; S a
Fiumara 1 wsp. chioniak ziarniczy ELISA u 10% chorych wykryto IL-13
(2001) W SUrowicy
tekspresji 1L-13 1 IL-4 w guzie;
Kornman .. . . . o .
rak okreznicy immunohistochemiczna | nadaktywnos¢ receptorow IL-4R

iwsp. (2012)

iIL-13Ral

linie komorkowe

tekspresji 1L-13i IL-4 na liniach

Barderas i wsp. K okrezni KMI12C (staboprze- KM12SM;
(2012) rak oxreznicy rzutowe); KM12SM tekspresji receptora 1L-13Ra2
(wysokoprzerzutowe)
Barderas i wsp. . . . tekspres;ji receptora IL-13Ro2w
(2012) rak okreznicy immunohistochemiczna tkance nowotworowej
g?)slk j)s iwsp. | rak glowy i szyi ELISA Istezenia w surowicy
linie komorkowe ludzkie-
go raka jajnika (SKOV-3,
ES-2, C-33A, OVCAR-3) . S, ,
Fujisawa L z ekspresja IL-13Ra2 warost 1Wazyjnosel komorek
iwsp.(2012) |rakjainika i linie komérkach jajnika | % CKSPresia receptora

(IGROV-1) ze sttumio-
ng ekspresja receptora
IL-13Ra2.

IL-13Ra2
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AUTOR

RODZAJ

(ROK) CHOROBY METODA BADANIA REZULTATY
komorki guza z ekspresja
IL-13R02 dawaty przerzuty do
. weztow chlonnych i otrzewnej
model zwierzecy (myszy) R -
.. . . . weczesniej niz komorki guza ze
Fujisawa immunohistochemiczna . .
. - sttumiong ekspresja IL-13Ra2.
iwsp.(2012) | rak jajnika Lot
. , Myszy z rakiem jajnika z aktyw-
Dalessardi rak skory . .
. nym IL-13Ra2 umieraty wczesniej
i wsp.(2016) -
model zwierzecy (myszy)
cytometria przeptywowa | supresyjny wptyw IL-13 na proces
immunohistochemiczna | karcynogezy w skorze
immunofluorescencyjna
linie komoérkowe ludzkie- | IL-13 reguluje apoptoze komo-
Hsi i wsp. glejak go glejaka (U871 A172) | rek nowotworowych; ekspresja
(2011) wielopostaciowy oraz na atymicznych IL-13Ra2 zapobiega apoptozie
nagich myszach NUDE  |i przyczynia si¢ do wzrostu guza
Chang i wsp. |rak jasnokomoérkowy | . . . tekspresji 1L-13 1 IL-4 w komor-
(2015) nerki immunohistochemiczna kach nowotworowych
Margel i wsp. | rak pecherza o
(2016) moczowego ELISA Tstezenia IL-13 w moczu chorych
MalekZadeh  |rak pgcherza ELISA 1stezenia IL-13 w surowicy
i wsp.(2011) moCczZowego RT-PCR chorych
Mousa i wsp. |rak pecherza immunohistochemiczna tekspresji 1L-13 w komorkach
(2010) moczowego raka
Fuss 1 wsp. \.Nr.zodmejqce zapal'e'n e . . tekspresji IL-13 w komoérkach T
jelita grubego (colitis | immunohistochemiczna . ..
(2004) blaszki wiasciwej jelit
ulcerosa)
Fuss i wsp. choroba immunohistochemiczna laktywnosci 11-13 w komorkach T
(2004) Les$niowskiego-Crohna blaszki wtasciwej jelit
. zespol nerczycowy
Zeybec i wsp. na podtozu zmian ELISA Tstezenia IL-13 w moczu chorych
(2014) e
minimalnych
Tstezenia IL-13 w surowicy
Doran i wsp. chorych;
(2017) astma ELISA IL-13 korelowata z poziomem
eozynofili
tekspresji IL-13 w chorych
Fuschiotti twardzica ukladowa immunohistochemiczna | tkankach
iwsp. (2011) ELISA Tstezenia IL-13 w surowicy
chorych
Bieber i wsp. | atopowe zapalenie . . . tekspresji 1L-13 w chorych
(2019) skory immunohistochemiczna tkankach
Metwally atopowe zapalenie PCR tekspresji mRNA IL-13 we krwi
i wsp. (2004) | skory obwodowej chorych
Spadaro i wsp. zapalenia stawow ELISA Tstezenia IL-13 w ptynie mazio-

(2002)

wym 1 surowicy chorych
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Summary: Current studies were performed to evaluate the medicinal importance of propolis and its
origin and physiochemical composition depending upon the nature of vegetations present in various
localities. The propolis contains a myriad of chemical compounds such as flavonoids, esters, phe-
nolic acid, amino acids and terpenoids. Different analytical techniques (e.g., TLC, GC, HPLC, MS,
NMR and GC-MS) are used for the characterization of various constituents of Propolis. Propolsi
finds biomedical importance and numerous clinical applications as it possesses large quantities of
anti-oxidants, anti-bacterial, anti-fungal, anti-viral and anti-inflammatory agents and also displays
anticancer potential.
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INTRODUCTION

Propolis (bee glue) is a natural resinous product which is collected from plants
by bees for the adaptation and construction of their nests (de Groot, 2013). It majorly
consists of honeycomb paraffin and plant extracted stuff like spermaceti and evapo-
rative composite (Bankova et al., 2000). It has been reported that honeybee hives
serve as a “treasure island” and rich source of honey, propolis, royal jelly, bee pollen,
beeswax, and bee venom. Increasingly, it is being realized that honey and its bioactive
components are involved in prevention and inhibition of cancer by targeting multiple
proteins in cancer cells (Farooqi et al., 2019). In the past decade much research has
been focused on the physical and chemical constellation of propolis and its significan-
ce. The resin of green propolis has important constituents such as cinnamic acids and
chemical compounds containing phenyl groups (Gambichler et al., 2004; Salatino et
al., 2005). Above 68 °F (20°C), propolis becomes sticky but below this temperature,
it is found fragile (El Sohaimy & Masry, 2014). Propolis is used as a resin ingredient
(de Groot, 2013), in musical instruments (Burdock, 1998), for sealing the surfaces of
bridges (Nair et al., 2008), in chewing gum (Ercan et al., 2015) and also for conversion
of oils and fats into automobile wax (Ahuja & Ahuja, 2011).

Keeping in view the importance of propolis and its large number of appli-
cations, current studies were performed to review its chemical composition and
biomedical importance.

ANALYTICAL TECHNIQUE FOR
CHARACTERIZATION OF PROPOLIS

Propolis can be characterized by different analytical techniques which involve
purification and separation of chemical constituents of propolis. They include
TLC (thin-layer chromatography), GC (gas-chromatography) and HPLC (high-
-performance liquid chromatography), MS (mass spectroscopy), NMR (nuclear
magnetic resonance) and GC-MS (gas chromatography-mass spectrometry). The-
se techniques help to determine the compounds of propolis, including flavonoids,
phenols, terrenes, sugars, esters, hydrocarbons and minerals (Muscat, 2013).

CHEMICAL COMPOSITION

The studies on chemical composition studies of 100g propolis extract in
900mL of 70% ethyl alcohol have shown that the propolis sample contains huge
quantities of aromatic acids, esters and the components which responsible for the
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anti-fungal ,anti-bacterial, anti- inflammatory, anti-viral, and anti-cancer activities
of propolis (Sahinler & Kaftanoglu, 2005). Propolis medication has shown a great
improvement in the recovery of the body weight loss and treatment of kidney we-
ight in diabetic patients. It has also strong automotive effect on control of metabo-
lism(Abo-Salem et al., 2009). The propolis extract has also been reported to con-
tain flavonoids, amino acids, terpenes and derivatives of cinnamic acid (Khayyal
et al., 1993). Most phenolic compounds were indicated during using ultraviolet
and IR spectroscopic analyses (Cabral, 2016; Gonzalez et al., 2019); pharmaco-
logical flavonoids were also identified in propolis (Bonvehi & Coll, 1994). The
basic structure of flavonoids has been displayed in figure 1. Many chemical con-
tents of propolis were characterized by using high-performance liquid chromato-
graphy (HPLC) and liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) (Zeitoun
et al., 2019). The propolis contains 156 components of which phenolics are most
important owing to their participation in various biochemical activities (V Banko-
va et al., 1994). Flavonoids without -ring substituents are the peculiar property
of temperate zone of propolis; they include chrysine, pinocembrin, galangin (a
flavonol) and pinobanksin (an antioxidant). Caffeic acid phenethyl ester is a major
component of temperate propolis having versatile biochemical activities, such as
inhibition of cell proliferation, hindrance of nuclear factor x-B (kappa-light-cha-
in-enhancer of activated B cells), induction of apoptosis and cell cycle arrest (Hu-
ang et al., 2014). Figure 2 shows the important chemical ingredients of propolis.
Table 1 displays the components present in various extracts of propolis.

Propolis can be analyzed for the presence of some mineral contents and toxic
trace elements by near infrared spectroscopy with a remote reflectance fibre-optic
probe. This procedure can be applied to a variety of samples for the determination
of Pb, Cu, Ni, Cr, Zn, P, Mg, K, Fe, Ca, Al and is able to detect the toxic elements
e.g., Pb, Cu, Zn in a very short time of 3-4 minutes. The method finds applications
in the commercialization of propolis in order to ensure its safety before use (Gon-
zalez-Martin et al., 2015).

FIGURE 1. Basic structure of flavonoids (Russo & Speranza Sanchez, 2006)
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TABLE 1. Chemical components present in various solvent extracts of propolis (Cauich-Kumul &

Campos, 2019)
Dichlorome-

Methanol Water Ethanol Chloroform | Ether thane Acetone
Phenols Saponins Tannins Terpenoids | Alkaloids |sterols Flavonoids
Anthocyanin | Anthocyanin | polyphenols | Flavonoids |coumarone | Terpenoids, |-
lactones, . . .
flavones polypeptides | polyacetylene | - terpenoids | tannins -
xanthoxylin tannins Terpenoids |- - polyphenols |-
terpenoids lectins alkaloids - - alkaloids -
polyphenols  |terpenoids |sterols - - polyacetylene | -




ORIGIN, PHYSIOCHEMICAL COMPOSITION AND BIO-MEDICAL IMPORTANCE... 87

BIOMEDICAL POTENTIAL OF PROPOLIS

Propolis has been used in traditional medicine (Simone-Finstrom & Spivak,
2010). Propolis is largely investigated for the possible development of new me-
dications integrated with control of Candida albicans and modulation of immu-
ne system (Gavanji & Larki, 2017). It has a large number of beneficial biological
activities including antiviral, antifungal and antibacterial potential. Its use as a
dietary supplement helps in the prevention of diseases and is used as a part of
numerous biopharmaceuticals (de Groot, 2013).

The antimicrobial effects are owed to chrysie, volatile compounds (coumaric
acid), proto catechuic acid and terpenoids. The inter-action of ethanoic propolis
along with calcium hydroxide is thought to be responsible for intracranial medi-
cation and antibacterial activity. In upcoming era, the effect of propolis would be
focused on other anaerobic bacteria which are involved in endodontic infections.

During teeth injury, propolis is one of the best remedy for vitality of the perio-
dontal ligament (PDL) cells; it also acts better than Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS), as more PDL cells survive milk and serum. Propolis works as a best
storage medium for transport needed to carry the teeth to dental clinic. Propolis
decreases the number of positive TRAP (Tartrate Resistant Acid Phosphatase) of
giant cells and has an inhibitory effect on the initial phase of osteoclast genesis.
Propolis increases osteoprotegerin expression and decreases the number of oste-
oclasts therefore inhibiting osteoclast genesis. This inhibitory effect is dose-de-
pendent (Kousedghi et al., 2012).

ANTIMICROBIAL EFFECTS

Edible films based on ethanol extract (different concentrations) of propolis and
hydroxypropylmethylcellulose were tested for antifungal studies against Penicil-
lium italicum and Aspergillus niger. A significant antifungal potential of the com-
posite films was observed especially against Aspergillus niger (Pastor et al., 2010).

The antimicrobial effects are owed to chrysie, volatile compounds (coumaric
acid), proto catechuic acid and terpenoids. The inter-action of ethanoic propolis
along with calcium hydroxide is thought to be responsible for intracranial medi-
cation and antibacterial activity. In upcoming era, the effect of propolis would be
focused on other anaerobic bacteria which are involved in endodontic infections.
One study showed that flavonoid in propolis may inhibit bacterial growth in the
vibration perception threshold (VPT) testing by reducing host responses to bacte-
rial antigens (Kousedghi et al., 2012).

ANTIVIRAL POTENTIAL
For antiviral effects, specific esters derivatives of cinnamic acids were studied
for their inhibitory potential against influenza virus. For this purpose, some sub-

stances were synthesized which are related with petroleum ether fractions (Ser-
kedjieva et al., 1992).
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ANTIOXIDANT ACTIVITIES
Antioxidant activities of alcoholic and aqueous extracts (EEP) of propolis
from different origins have been studied extensively worldwide (Noureddine et
al., 2017). Propolis in dry form have been found to show significant antioxidant
properties (Marquele et al., 2006).

CYTOTOXIC ACTIVITY
There were investigations on breast adenocarcinoma MDA-MB-231 cells,
glioblastoma U251 cells and Jurkat leukemic T-cells to see the effects of Lebanese
propolison the cell cycle distribution. It was concluded that significant anti-pro-
liferative activity and cytotoxicity is exhibited by L. propolis (Noureddine et al.,
2017).

SKIN TISSUE ENGINEERING AND IN WOUND DRESSING

Electrospinning of propolis/polyurethane blend solution can be used to prepa-
re successfully biocompatible propolis loaded polyurethane (propolis/PU) nanofi-
bers. Due to adhesive properties of propolis, its increasing amount in the blend
can be used to point-bond the composite nanofibers. The mechanical strength and
hydrophilicity of the fibrous membrane can be improved by incorporating small
quantity of propolis through PU matrix. Fibroblast cells were seeded on the ma-
trix in order to assay the cell behavior and cytocompatibility on the composite
scaffolds. It was found that cell compatibility was improved by incorporating pro-
polis into PU fibers. Furthermore, significant antibacterial potential was exhibited
by composite nanofibers. So, a greater potential in skin tissue engineering and
in wound dressing was observed by as-synthesized nanocomposite fibrous mat
(Kim et al., 2014).There were investigations on the incorporation of the proplis
extract into natural rubber matric. It was concluded that the extent of proplis in-
corporation plays a decisive role in antimicrobial activity, wettability and surfa-
ce morphology. Also the possibility of obtaining a non-adhesive, translucent and
flexible membrane was verified. It was suggested that such kind of a system may
be less toxic and significantly affective in burn dressing and other clinical uses
(Silva et al., 2014). Silver nanoparticles and ethanolic extract of proplis were deli-
vered by using an electrospun biocompatible (non-water-soluble but hydrophilic)
polylactic acid nonwoven material. This combination was found highly effective
in wound healing and excellent antibacterial protection. Also the presence of pro-
polis extract and/or silver nanoparticles have resulted in the formation of denser
mats with thicker polylactic acid microfibers (average diameter = 168+29). By
the addition of 20% wt and 10% wt ethanol, there was increase in the average dia-
meter of the microfibers to 370+30 and 318440, respectively. The diameter was
increased to 371425 and 282425 by adding 20% wt and 10% wt, respectively of
proplisethanolic extract (Adomavicitté et al., 2017).
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COSMETIC APPLICATIONS

Propolis can be used as a useful constituent of biocosmetics (de Groot, 2013).
From the rheological and texturalfeature’s point of view, lipsticks having absence/
presence of propolis were tested and found to be beneficial and productive for the
purpose of make-up. No dyes, fragrances, preservatives or synthetic compounds
were used in the production of investigated lipsticks. The propolis was found
effective additive for the production of cosmetics. The viscoelastic properties of
the lipsticks were significantly protected by the presence of propolis in lipstics.
Moreover, the lipsticks with added propolis were found to be prone to crushing
and more brittle. Low deformation conditions were used to test the properties of
lipsticks from rheological point of view; some structural changes were indicated,
probably due to the structure consolidation. The textural characteristics of the-
se lipsticks were not significantly changed by increasing the temperature (30°C)
(Goik et al., 2015). Viscoelasticity and texture of numerous pharmaceutical based
gels based on propolis were studies. The construction of hydrogels is performed in
such a manner that rate of formation of blood vessels and regeneration of tissues
is taken place at a very accelerated rate (Osser et al., 2014). Propolishas a large
number of varieties; the composition and variety of proplis depend upon the com-
position of plants (Park et al., 2000).

ANTI-DIABETIC EFFECTS
Conduction of tests in vitro as well as in vivo demonstrated that flavonoid may
have anti-diabetic effects which are owed to the presence of a natural substance in
propolis, which has become the cause of lowering postprandial glucose. The trend
of occurrence of non-insulin dependent diabetes mellitus in the population of the
developed county is increasing day by day (Kurek-Gorecka et al., 2014).

NATUROPATHIC ALTERNATIVE TO ANTIBIOTICS
Propolis has become naturopathic medicineagainst antibiotics in treatment of
minor burns (Gregory et al., 2002). Ethanolic extract of propolis (EEP), is well
known for its remarkable anti-bacterial activity. It was prepared in culture medium
with eight different antibiotics, having a fixed amount of a standard strain of bac-
teria (Staphylococcus aurous). Ethanolic extract of propolis (EEP) had a moderate
effect on other, except ampicillin which has remarkable synergistic effect on the

anti-bacterial activity of streptomycin and cloxacillin (Ikeno et al., 1991).

APPLICATION IN DENTISTRY
Propolishas been found to be advantageous in many aspects, including prevention
ofdental caries (Parolia et al., 2010) and targeting chemotherapy-induced mucositis
(Abdulrhman et al., 2012). The applications of propolis-based preparations in various
specialties of dentistry and oral cavity diseases have been investigated (VK, 2014).
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PHARMACEUTICAL APPLICATIONS

Propolis has been extensively used due to its antimicrobial and pharmaceutical
properties, whereas its use as an antifungal agent in agriculture has been assessed
recently (Curifuta et al., 2012). Much of work has been done for the feed mixture
on selected parameters of mineral profile of broiler chickens. Many researches are
focusing on the effects of other natural substances and phyto additives on mineral
profiles of broiler chickens (Petruska et al., 2012). Propolis has been inclusively
employed by myriad of civilizations for the treatment of wounds, colds, and ulcers
owing to its local anesthetic and antiseptic properties. Taiwanese green propolis has
been reported not only for the protection of liver from the pathogenesis of fibrosis
but also for the renal tissue against toxicity. Propolis extract has great anti-parasitic
as well as the antiprotozoal activity (Khazaei, 2016).

PHARMACOLOGICALACTIVITY

In the start of nineteenth centuries, pharmaceutical uses of propolis were re-
ported. The propolis vaseline having antibacterial behavior, was prepared and
used as medication in Anglo Boer war. It finds uses in healing of wounds, tissue
regeneration in surgery, for securing dressing to wounds, for inhalations. Yellow
beeswax is used as an additive for the preparations of styptic creams, a sterile
mixture of beeswax can be used to prevent hemorrhage during cranial surgery;
the treatment of rheumatism and gout by the use of ointments, have been reported
recently. In the present studies, clinical treatment of mycotic infection and eczema
was also investigated. Advancements in ointments activity, drugs, therapy were
evaluated (Ghisalberti, 1979).

MULTIFUNCTIONAL BEHAVIOR

The products containing propolis have increased uses as a dietary supplement
and have extensive dermal contact. It has been largely reported as a natural re-
medy due to its antitumour, antiviral, antifungal and antibiotic potential. Although
some allergic reactions of propolis have been reported, yet propolis is relatively
non-toxic (Burdock, 1998).Investigation has revealed inhibitory effects on lymph
proliferation and other prospective to the immune system (J. Sforcin, 2007). In-
creased numbers of cases of allergic contact dermatitis are reported especially in
those individuals who use propolis in self treatment of numerous diseases or use in
bio-cosmetics. The flavonoid aglycones and the other phenolic constituents present
in bud secretion of poplar are effective for hypersensitivity (Hausen et al., 1987).
Propolis extracts contain a complex mixture of natural ingredients so it displays a
broad spectrum of biological potential. They are important from economical point
of view and possess anticancer, antitumor, immunomodulatory, anti-inflammato-
ry and antioxidant potential. They may be used for inexpensive treatment of can-
cer (Watanabe et al., 2011).Propolis shows inhibitory effects on protein synthesis
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and cell division. It also demonstrates apoprtotic effect via inhibiting telomerase
expression (Gunduz et al., 2005). In blood, various concentrations of propolis were
determined for total leukocyte count and granulocytes. A decrease in level of aspar-
tate aminotransferase and alkaline phosphatase was found. Hematological and bio-
chemical protective effects of propolis were investigated. At the same time com-
mercial demand of volatile components of propolis for its fragrance and biological
activities played a vital role in food additives (Vassya Bankova et al., 2014). Many
civilizations kept on using propolis because of being a natural drug. On industrial
scale, it includes candies, shampoos, antiseptic mixtures, skin lotions, chocolate
bars and toothpastes. In Second World War propolis emphasized a great role in tre-
atment of wounds when no antibiotic was available at that time. Pharmacological
properties like immune modulatory action, a low-cost potential anti-inflammatory
agent, especially for muscles and articulations and other types of inflammations, in-
fections, rheumatisms and torsions were studied and remedies were being provided
with excellent results (Ramos & Miranda, 2007).

The importance of propolis extracts in different fields of medicines has been ge-
nerally recognized (Talas & Gulhan, 2009). For the sake of making progress by using
natural products in medicine, it is essential to take into account of restrictive factors.
Propolis has been known for centuries as herbal remedy for curing infections. The be-
nefits of propolis are more which are not ignorable. Researchers have started to study
it at monotonous level. Synergies can be predicted and understood by studying the
mechanism action ofactive constituents of propolis (Cheng & Wong, 1996). By use of
propolis, the chances of detecting positive contact in medicaments, in cosmetics or in
perfumes used are tested and results are recorded (Jappe et al., 2005). The most im-
portant function of propolis is to modulate costly immune system (Borba et al., 2015).
The major constituents of propolis i.e. caffeic acid and phenethyl ester have good
anti-inflammation and anti-tumor activities (Chang et al., 2017). Owing to anti-septic,
anti-inflammatory and anti-oxidant properties of propolis, manufacturers are being
attracted towards its outstanding benefits. The addition of honey in propolis contents
is becoming more common in the food industry along with medicinal benefits. We
believe that the grounds are set in terms of utilization of propolis as a useful product
(Matos et al., 2015). For the explanation of propolis mechanisms of action in vitro as
well as in vivo, many attempts had been carried out but the most of propolis’ targets
and actions are still not clear. Further investigation should be made to obtain new
drugs (Sforcin, 2016).1It is expected that scientists would become able to connect a
peculiar chemical type with a specific type for biological activity. They will formulate
directions for promoters. For the study of traumatic injuries, common people would
be able to use the beneficial properties of propolis. Advanced studies on the active
constituents of propolis are firmly needed in order to identify their biological effects.
More tasks including bioavailability, effective doses for management of disease and
stable preparation are needed (Martinotti & Ranzato, 2015).
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CONCLUSIONS

Propolis is a natural compound with remarkable known characteristics since
ancient Greek time. It comprises of a wide range of chemical compounds with fast
biological actions. It is rich in phenolic components and is considered as a use-
ful product for different traditional medicines including herbal medicines. Propolis
extracts possess antimicrobial activity, antioxidant activity, anti-diabetic effects and
commonly find applications in clinical field. The chemical composition of propoli-
sis is co-related with biological activities; as a result this standard commodity sho-
uld be used in complementary therapies.
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INFORMACJE

INFORMACJA o dostepnosci pelnych artykulow publikowanych w PBK oraz
publikacji elektronicznej

Pelne wersje artykulow opublikowanych w ,,Postepach Biologii Komoérki” do 2017
roku sg dostgpne on line pod: http:/www.pbkom.eu/pl/pbk-publikacje. Artykuty opu-
blikowane w roku 2018, 2019 oraz 2020 sa podane w wersji skroconej, a zainteresowa-
na osoba moze uzyskac¢ darmowy dostep wylgcznie do streszczenia. Aby uzyskac peten
dostgp do prac z ostatnich dwoch lat nalezy dokonaé optaty w internetowym sklepie
dostepnym pod ww. adresem.

Artykuty przyjete do druku w ,,Postepach Biologii Komorki” w jezyku polskim
mogg by¢ umieszczone dodatkowo w jezyku angielskim w wersji elektronicznej ,,Po-
stepow” (Advances in Cell Biology) po przystaniu w ciggu miesigca do Redakcji angiel-
skiego tlumaczenia tekstu. Ta wersja ,,Postepow” jest indeksowana w AGROS.

Przygotowanie publikacji do umieszczenia jej w Advances in Cell Biology (ACB):

1. Prace przyjeta do ,,Postepdw Biologii Komorki” Autor moze umiesci¢ na potce
MetaPress w j. angielskim. Dostep do tej wersji pracy jest bezplatny iwiele osob
korzysta z tej wersji. Szczegolnie artykuly przegladowe, a takie publikuja ,,Postepy”,
sa bardzo cenione, gdy sg dostepne bez dodatkowych optat

2. Tytul pracy, streszczenie oraz bibliografia pozostaja takie same jak w wersji
polskiej. Tres§¢ pracy wj. angielskim Autor przygotowuje tak, aby odpowiadalo to
wersji w j. polskim. Ilustracje kolorowe sg mile widziane nawet, gdy w wersji polskiej
byty czarno/biate

3. Przettumaczong przez Autora wersj¢ pracy: tekst (ryciny —oddzielnie) nalezy wystaé
poczta e-mailowg do prof Michata Nowickiego na adres: mnowicki@ump.edu.pl

4. Prof Nowicki wysyta ten tekst do odpowiedniego korektora j. angielskiego.
Korektor jezykowy powinien w ciggu 1-2 tyg. odesta¢ poprawiony tekst prof Nowickiemu,
ktoéry bedzie prosi¢ Autora o akceptacje korekty

5. Poprawiony tekst po akceptacji Autora prof Nowicki przekazuje do sktadu a na-
stepnie jest umieszczany na stronie Advances in Cell Biology

6. Autor nie ponosi kosztow korekty j. angielskiego ani publikacji rycin kolorowych,
jak tez wersji artykutu w j. angielskim

Dotychczas opublikowane w tej wersji artykuty sa dostgpne pod adresem:
http://www.degruyter.com/printahead/j/acb
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Warunki otrzymywania czasopisma

— zlozenie zamowienia: faxem, poczta itp.
— jednoczesne dokonanie wptaty na konto:

Fundacja Biologii Komorki i Biologii Molekularnej w Poznaniu
Nr konta w BZWBK: 68 1090 1476 0000 0001 3211 8209
— po otrzymaniu wptaty wystawiamy fakture VAT.

W sytuacji, kiedy wptata nastapi w trakcie trwania prenumeraty, wysytamy wszystkie
zeszyty (numery) czasopisma, ktore ukazaty si¢ w okresie objgtym prenumeratg.

Warunki prenumeraty kwartalnika PBK

Prenumerata roczna
Redakcja przyjmuje optate prenumeraty na rok 2209 pod adresem:
FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI I BIOLOGII MOLEKULARNEJ
ul. Swiccickiego 6, 60-781 Poznan; tel. (61) 854-64-58, fax. (61) 854-64-40
email: zpodemsk@ump.edu.pl
na konto: FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI I BIOLOGII MOLEKULARNE]
ul. Swiecickiego 6, 60-781 Poznan; BZWBK: 68 1090 1476 0000 0001 3211 8209
Cena prenumeraty rocznika wynosi na rok 2020
dla instytucji (bibliotek) 230 zt + 8% VAT
dla odbiorcow indywidualnych 83 zt + 8% VAT

Subscription orders for POSTEPY BIOLOGIT KOMORKI for 2016

should be placed at local press distributors or directly at Editorial Board of

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI, Swiecickiego str. 6, 60-781 Poznan/Poland

+48 61 854-64-58, fax. +48 61 854-64-40, email: zpodemsk@ump.edu.pl

On account: FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI I BIOLOGII MOLEKULARNE]
Swiecickiego str. 6, 60-781 Poznan/Poland, BZWBK: 68 1090 1476 0000 0001 3211 8209
Price per year 80 dollars USA or 55 euro

Cennik dla Autor6éw rycin i druku w 2020 r.

publikacja pracy str. druku (ponad 15)

1 str.
Cena zt 1500,00 50,00

Do ceny nalezy doliczy¢ 8% VAT.



INFORMACJE DLA AUTOROW

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI (PBK) drukuja artykuty przegladowe w jezyku polskim lub angielskim z zakresu najnowszych

osiagnigc biologii komorki, niepublikowane dotad w innych wydawnictwach. Autorzy odpowiadaja za $cistos¢ podawanych infor-

macji. Obowigzuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem biochemicznym, histologicznym, anatomicznym i embriolo-
gicznym oraz Stownikiem Biologii Komorki PAU 2008. Artykuty drukowane w PBK bez zgody redakcji nie moga by¢ publikowane

w innych periodykach.

POSTEPY BIOLOGIT KOMORKI zamieszczaja:

1)  artykuly przegladowe nie przekraczajace 5000 stow (do sumy tej nie wlicza si¢ strony tytulowej, streszczenia, po-
dzigkowan, tabel wraz z opisami, opisow rycin oraz literatury) i do 100 pozycji bibliograficznych ze szczegolnym
uwzglednieniem ostatnich 5 lat;

2)  doniesienia z ostatniej chwili nie przekraczajace 1500 stow z maksymalnie 10 pozycjami bibliograficznymi z ostatnie-
go roku (liczac od daty wystania do redakcji);

3)  listy do redakcji (do 350 stow).

Wszystkie artykuly, wylacznie w wersji elektronicznej, nalezy kierowa¢ na adres mailowy mnowicki@ump.edu.pl

Sposob przygotowania artykutow:

1. list przewodni — kierowany przez autora prowadzacego korespondencj¢ do kolegium redakcyjnego Postepow Biologii Ko-
morki musi zawiera¢

i.  informacje, ze artykul, jak dotad, nie zostat opublikowany w innym czasopi$mie (z wyjatkiem streszczenia), jak

i nie zostal wystany do innego czasopisma celem rozwazenia mozliwosci jego publikacji

ii.  o$wiadczenie autora zajmujacego si¢ korespondencja, ze wszyscy wspolautorzy zapoznali si¢ z treScig artykulu
i zaakceptowali jego tres¢

iii.  o$wiadczenie o wystgpowaniu lub braku konfliktu interesoéw autora/autoréw artykutu

iv.  przedstawienie zakresu pracy (ang. contribution) wlozonego przez kazdego z autorow artykutu w przygotowanie
manuskryptu

v. o$wiadczenie, ze artykut po przyjeciu do druku w PBK przechodzi na wtasnos¢ Fundacji Biologii Komérki i Bio-
logii Molekularnej i jego reprodukcja wymaga zgody redakceji

2. strona tytutowa musi zawiera¢ tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, imiona i nazwiska autorow z afiliacja, liczbg stow
znajdujacych si¢ w artykule (z zastrzezeniami podanymi wyzej), liczbg tabel i rycin, stowa kluczowe (3 — 5 stow zgodnych
z Medical Subject Headings), skrot tytutu pracy (maks. 40 znakow), informacj¢ o finansowaniu artykutu oraz dane autora
prowadzacego korespondencj¢ (adres pocztowy, e-mail, numer telefonu oraz numer faxu)

3. streszczenie artykutu w jezyku polskim i angielskim — maksymalnie 300 stow

w tytule i streszczeniu mozna wprowadzaé jedynie powszechnie przyjete skroty (np. DNA)

5. zasadniczy tekst (Times New Roman 12 pkt., odstgp 1,5 wiersza) nalezy podzieli¢ na tytutowane i numerowane rozdziaty
oraz podrozdzialy (nalezy przyja¢ nastgpujacy sposob numeracji rozdziatéw i podrozdziatow: 1, 1.1, 1.1.1, 1.1.2 itd.)

6.  ostateczna wersja tekstu powinna by¢ zapisane w formacie doc. lub docx.

tabele wraz z opisami nalezy umieszcza¢ na koncu artykutu; jednostki miar musza by¢ zgodne z uktadem SI;

8. ryciny i schematy nalezy zapamigtywa¢ w formacie tiff. lub jpg. w jako$ci minimum 300 dpi; w przypadku publikowania
mikrofotografii nalezy zamieszczaé¢ na nich podziatke (scale bar); warto$¢ podziatki nalezy poda¢ w opisie mikrofotografii;
jezeli zataczniki sa zapozyczone z innych zrodel, a zamieszcza si¢ je w niezmienionej formie, nalezy poda¢ skad zostaty
zaczerpnigte 1 dotaczy¢ zgodg autora i wydawnictwa na ich reprodukceje;

9. objasnienia i podpisy rycin, zdj¢¢ i w tabelach powinny by¢ podane w j. polskim i angielskim

10.  sposob przygotowania literatury: skroty nazw czasopism podawac¢ nalezy wedtug Index Medicus; cytowanie literatury w tek-
$cie — z zastosowaniem nawiasu kwadratowego (np. [5]); spis literatury nalezy zestawi¢ alfabetycznie wedtug nastgpujacego
wzoru:

[1] BEN-CHETRIT E, CHAN EK, SULLIVAN KF, TAN EM. A 52-kD protein is a novel component of the SS-A/Ro antige-

nic particle. J Exp Med 1988; 167: 1560-1571.

[2] BEUTLER B. Toll-like receptors and their place in immunology. Nature 2004; 430: 498-518.

[3] ELSTON CW. Grading of invasive carcinoma of the breast. In Page DL and Anderson TJ eds. Diagnostic histopathology

of the breast. Edinburgh: Churchill Livingstone, 1987;300-311.

Odplatnos¢ (kwoty brutto)

1. opfata za wydrukowanie artykutu nieprzekraczajacego 15 stron druku — 1500 zt

2. strona druku (powyzej 15) — dodatkowo 50 zt za jedng strong

Skierowanie pracy do PBK celem rozwazenia mozliwosci jej publikacji jest tozsame z akceptacja przez autorow pracy regulaminu

przyjmowania, oceny i publikowania artykutow naukowych w tym czasopismie.

Poprawiona po recenzji wersj¢ pracy nalezy zwroci¢ do redakeji maksymalnie w ciagu 30 dni. Redakcja zrezygnuje z publikacji

maszynopisu, ktorego autorzy do 30 dni od chwili otrzymania recenzji nie odpowiedza na list redaktora.

Autor zobowigzany jest do wykonywania korekty autorskiej i zwrocenia jej w ciagu 48 godzin do redakeji. Koszty spowodowane

wigkszymi zmianami tekstu, wprowadzanymi w korekcie autorskiej poza poprawkami blgdow drukarskich, ponosi autor. Redakcja

zastrzega sobie prawo dokonywania skrotow i zmian w manuskrypcie.

b

N

Po zaksiggowaniu kwoty zwigzanej z publikacjg artykutu w Postepach Biologii Komorki na koncie fundacji wszyscy autorzy otrzy-
muja 1 egzemplarz zeszytu PBK z opublikowana praca oraz plik PDF zawierajacy opracowany przez redakcj¢ manuskrypt (wydru-
kowane zeszyty oraz plik PDF sa wysylane odpowiednio na adres pocztowy oraz e-mail autora zajmujacego si¢ korespondencja).
Autorzy moga rowniez zamowic¢ wigksza liczb¢ wydrukowanych reprintdw swojej pracy, a ich koszt bedzie podany do wiadomosci
autorow na stosownym druku zamowienia.
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