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Budowa i funkcje jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF kappa B
(NF-kB) oraz jego znaczenie w przewlektej biataczce limfocytowej

The structure and the role of NF-kB proteins and their significance in chronic lymphocytic leukemia

Katarzyna Skorka, Krzysztof Giannopoulos

Streszczenie

Jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B (NF-kB) petni znaczacg role
w procesach odpornosciowych i zapalnych. Zdolno$¢ NF-kB do hamowania
apoptozy, indukcji proliferacji oraz nasilania procesu angiogenezy sugeruje,
ze NF-kB moze by¢ istotnym czynnikiem w procesie onkogenezy i progresiji
nowotworu. Przekaznictwo sygnatu NF-kB w guzach litych, a takze w no-
wotworach hematologicznych, w tym w przewlektej biataczce limfocytowej
(PBL) jest stale poznawane. Biorgc pod uwage fakt, ze NF-xB jest niezbedny
do przezycia komorek biataczkowych, nalezy sadzié, ze moze stanowi¢ on
dobry cel terapeutyczny w PBL. W artykule przedstawiono aktualny stan
wiedzy na temat struktury i funkcji biatek NF-«B, a takze mechanizmoéw ich
aktywacji i znaczenia w PBL.

Stowa kluczowe: NF-kB, przewlekfa biataczka limfocytowa, nowotworzenie

Abstract

The Nuclear Factor kappa B (NF-kB) plays a crucial role in immune and
inflammatory processes. Moreover NF-kB ability to inhibition of apopto-
sis, induction of proliferation and angiogenesis suggest that NF-kB could
be very significant in oncogenesis and tumor progression. Knowledge on
NF-kB signaling in solid tumors and haematological malignancies as well as
CLL (chronic lymphocytic leukemia) constantly expanding. Since NF-kB is
essential to CLL cells survival it is suggested that NF-kB could be a new the-
rapeutic target in CLL. In this manuscript we summarize current knowledge
about the structure and the functions of NF-kB components and mechani-
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Jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B (NF-«B;
Nuclear Factor kappa B) odkryli w 1986 roku bada-
cze Sen i Baltimore w jadrach mysich limfocytow B
jako biatko konstytutywne, ktére jest niezbedne do
transkrypcji tancucha lekkiego kappa immunoglobu-
lin, poniewaz wiaze si¢ z promotorem tego genu [1].
Wykazano, ze bialka z rodziny NF-kB wystepuja po-
wszechnie w komorkach ludzkich [2]. Przekaznictwo
NF-kB jest zintegrowane z innymi szlakami sygnali-
zacji wewnatrzkomoérkowej bioracymi udzial w synte-
zie wielu bialek majacych istotne znaczenie w proce-
sach zapalnych, obronnych, a takze w nowotworzeniu
[3, 4]. Rola NF-kB w procesach odpornosciowych i za-
palnych jest znana od wielu lat, natomiast znaczenie
NF-kB w procesach proliferacji, apoptozy i angioge-
nezy zostalo opisane w badaniach ostatniej dekady.
Przekaznictwo NF-kB w guzach litych, a takze w no-
wotworach hematologicznych, jest stale poznawane.
Podobnie wciaz jest poglebiana wiedza na temat zna-
czenia NF-xB w przewleklej bialaczce limfocytowej,

ktora jest najczestsza biataczka starszych os6b doro-
stych na pétkuli zachodnie;j.

Budowa i funkcje czynnikow
transkrypcyjnych nalezacych do rodziny
biatek NF-kB

Biatka rodziny NF-kB wykazuja obecnos¢ struk-
turalnie konserwatywnego regionu — domeny RHD
(Rel homology domain) w N-koncowym odcinku lan-
cucha polipeptydowego. Domena ta odpowiada za
dimeryzacje bialek Rel/NF-xB, wiazanie sie z odpo-
wiednia sekwencja ,kB” skladajaca si¢ z 10 par za-
sad (5GGGPuNNPyPyCC-3’, Pu-puryna, N-dowolna
zasada Py-pirymidyna) w obrebie DNA oraz Iaczenie
sie z bialkami IkB (inhibitorami jadrowego czynnika
kB). W obrebie tej struktury znajduje si¢ domena NLS
(nuclear lokalization domain) odpowiadajaca za trans-
lokacje dimeréw do jadra komérkowego, w ktérym to
odgrywaja swoje funkcje, regulujac ekspresje wielu
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réznych genéw. Rodzina biatek NF-xB u ssakoéw skia-
da sie z 5 czynnikéw transkrypcyjnych, ktére pod
wzgledem réznic w budowie, funkcji oraz mechanizmie
powstawania mozna podzieli¢ na 2 grupy. Do jednej
grupy naleza biatka: RelA, RelB i cRel, natomiast do
drugiej biatka: NF-kB1 oraz NF-xB2 [3, 5-7].

Biatka RelA, RelB oraz cRel charakteryzuja sie
obecnoscia sekwencji TAD (transcripton activation
domain) w C-koricowym odcinku tancucha polipep-
tydowego, dzieki ktorej maja zdolnosé do aktywacji
transkrypcji czasteczek DNA. Syntetyzowane sa jako
dojrzatle bialka [3]. Ekspresja biatka RelA jest wszech-
obecna, inne bialka Rel wykazuja ekspresje glownie
w komorkach ukladu hemopoetycznego. Ekspresja
biatka RelB wystepuje przede wszystkim w komor-
kach dendrytycznych [8].

Biatka NF-kB1(p50/pl05) i NF-xB1l(p52/p100)
nalezace do drugiej grupy sa syntetyzowane jako
biatka prekursorowe i nieaktywne p105 i p100 majace
w C-koricowym odcinku tancucha polipeptydowego
domeny ARD (ankirin repeat domain) zawierajace wiele
powtérzen ankirynowych, typowych dla bialek IkB.
W zwiazku z tym maja zdolnos¢ do retencji biatek Rel
w cytoplazmie. Powtorzenia ankirynowe odpowiadaja
takze za wigzanie sie z sekwencja NLS. Na skutek pro-
teolizy powstaja z nich formy dojrzale, aktywne, krot-
sze p50 oraz p52. Biatka p50 i p52 maja domeny RHD,
dzigki czemu moga wiazac sie¢ z DNA. Natomiast biatka
te nie posiadajg domen TAD niezbednych do aktywacji
transkrypcji, dlatego tez funkcjonuja jako represory
transkrypcji. Jednak, w sytuacji gdy utworza dimery
z bialkami RelA, RelB i cRel, posiadaja zdolnos¢ do
aktywacji transkrypcji [3, 9-11].

Formy aktywne rodziny biatek NF-kB

Dimery powstajace na skutek dimeryzacji biatek
z obu grup sa formami aktywnymi. Funkcjonuja jako
regulatorowe biatka transkrypcyjne. Poza bialkiem
RelB, ktore tworzy jedynie heterodimery, wszystkie
podjednostki moga tworzy¢ hetero- i homodimery.
Efekt biologiczny wywieraja tylko heterodimery. Di-
mer p50/RelA (nazywany NF-«xB) jest najbardziej roz-
powszechnionym dimerem w organizmie [10, 12].

W zaleznosci od budowy dimery reguluja eks-
presje genéw w zréznicowany sposob, maja rozne

Tabela I. Funkcja dimeréw NF-kB [13-15]
Table I. The role of NF-kB dimers [13-15]
Rodzaj dimeru

Homodimery: p50/p50, p52/p52

Heterodimery skfadajace sie z RelA lub cRel lub RelB
z p50 lub p52

Heterodimer: RelB/RelA

Znaczenie

powinowactwo do poszczegolnych miejsc promoto-
rowych, wywieraja odmienny efekt biologiczny. Czas
przenikania heterodimerow do jadra réwniez wptywa
na proces regulacji transkrypcji genoéw [10]. Rodzaj
genow, ktore reguluja dimery, zalezy réwniez od Sro-
dowiska komoérkowego i typu komorki, poniewaz ten
uktad zintegrowany jest z innymi $ciezkami przeka-
zywania sygnatu [16].

Drogi aktywacji rodziny biatek NF-kB

Dimery NF-kB wystepuja w cytoplazmie wiekszosci
komorek w postaci nieaktywnej, poniewaz zwiazane
sa z IkB, ktore dzigki obecnosci powtérzen ankiry-
nowych wiaza si¢ z sekwencja NLS bialek rodziny
NF-xB i uniemozliwiaja ich translokacje¢ do jadra
komoérkowego [17]. Wykazano tez, ze IxB w polacze-
niu z NF-xB moga wystepowaé w mitochondriach
[18, 19]. Pod wplywem dzialania okreslonych czyn-
nikow stymulujacych aktywowane sa odpowiednie
kinazy, ktére prowadza do fosforylacji IkB. Wowczas
IkB ulegaja ubikwitynacji, a nastepnie degradowane
sa w proteasomie. Na skutek wyzej wymienionych
procesow wolne dimery NF-xB transportowane sa do
jadra komoérkowego, gdzie ulegaja dalszej aktywacji
ireguluja ekspresje genoéw bedacych pod ich kontrola.
W zaleznosci od bodzcow stymulujacych mechanizmu
aktywacji wyrézniono drogi aktywacji bialek NF-kB:
klasyczna, alternatywna i atypowe [12, 17]. Czynniki
stymulujace oraz funkcje drég aktywacji przedsta-
wione sa w tabeli II.

Klasyczna droga aktywacji jest zalezna giownie
od podjednostki IKKf kompleksu kinaz inhibitoréw
kB (IKK). Kinaza IKKp fosforyluje 2 specyficzne reszty
serynowe Ser-32 i Ser-36 w N-koncowym regionie
IkBa. Ufosforylowane biatka IkBa ulegaja ubikwinty-
nacji przez ligaze ubikwintyny SCF i sa degradowane
w proteasomie 26S, dzieki czemu wolne dimery p50/
RelA i p50/c-Rel transportowane sa z cytoplazmy do
jadra komérkowego [17, 20].

Alternatywna droga aktywacji jest zalezna od
aktywowanej przez kinaze NIK podjednostki IKKa
wchodzacej w sktad kompleksu IKK, ktéra to fosfo-
ryluje biatko p100 wchodzace w sklad nieaktywnego
jeszcze transkrypceyjnie dimeru p100/RelB. Ufosfory-
lowane bialko pl0O ulega ubikwintynacji, a nastep-

Inhibitory transkrypcji, ale w potaczeniu z biatkiem Bcl3 majace zdolnos¢
do aktywacji transkrypcji

Aktywatory transkrypcji (obecnos¢ domeny RHD)

Represory transkrypcji (brak zdolnosci do zwigzania sie z czasteczkg DNA)
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Tabela Il. Drogi aktywacji NF-kB [3, 11, 12, 24]
Table I1. The pathways of NF-kB activation [3, 11, 12, 24]

Rodzaj drogi aktywacji Czynniki stymulujace

Funkcja

Klasyczna

Cytokiny prozapalne TNFaq, i IL-1, bakterie (lipo-
polisacharydy),wirusy (biatka wirusowe, dwu-
niciowe RNA) przez TLR, mitogeny aktywujace

Aktywacja p50/RelA, p50/cRel, udziat w odpor-
nosci wrodzonej i reakcjach zapalnych

receptory BCR

Alternatywna LT, CD40L, BAFF, EBV, LMP1

Czynniki uszkadzajgce DNA (UV, doksorubicy-

Atypowe niezalezne od na), stres oksydacyjny

kompleksu kinaz IKK
Hipoksja, H,0,

Atypowa zalezna od kom-

pleksu kinaz IKK Stres genotoksyczny

Aktywacja p52/RelB, zapewnienie rozwoju

i prawidtowego funkcjonowania narzadéw lim-
foidalnych, udziat w odpowiedzi immunologicz-
nej wtérnej, regulacja przezycia niedojrzatych
limfocytéw B, udziat w odpowiedzi humoralnej

Aktywacja p50/RelA
Aktywacja p50/RelA

Aktywacja p50/RelA

TNFa — czynnik martwicy nowotwordw q, IL-1 — interleukina 1, TLR — toll like receptor, BCR — receptor komorki B, LT — limfotoksyna B, EBV — wirus Epsteina-Barr, LMP1

— latentne biatko btonowe 1

nie C-koniec lancucha bialkowego ulega degradaciji,
na skutek czego powstaje bialko p52. Aktywny wow-
czas transkrypcyjnie dimer p52/RelB przenika do
cytoplazmy i wplywa na transkrypcje okreslonych
genéw [17, 20].

Ponadto dimery NF-kB aktywowane sa takze
w spos6b atypowy, funkcjonalnie znacznie rézniacy
si¢ od drogi aktywacji klasycznej, ale réwniez zaleznie
od kompleksu kinaz IKK. Ta droga aktywacji zalezna
jest od podjednostki IKKy w chodzacej w sktad kom-
pleksu IKK [21].

Bialka NF-kB moga by¢ rowniez aktywowane
atypowo, niezaleznie od kompleksu kinaz IKK. W tej
sytuacji stymulacja nie nastepuje w skutek oddziaty-
wan receptor-ligand. W tej drodze aktywacji, podob-
nie jak w klasycznej, fosforylowany jest IkBa, ale
w odmienny sposoéb. IkBa moze ulegac fosforylacji na
skutek aktywacji kinazy p58, ktéra aktywuje CK2
(kinaze kazeiny 2). Wowczas ufosforylowane IkBo
sa degradowane przez kalpainy [22]. Ponadto IkBa
moze ulegaé fosforylacji w skutek dziatania kinazy
Tyr-42, dzieki czemu dochodzi do oddysocjowania
inhibitora od biatek NF-xB. Ten mechanizm aktywa-
cji nie wymaga degradacji proteolitycznej inhibitora
NF-kB [23].

Rola NF-kB w nowotworzeniu

Na skutek aktywacji szlaku NF-xB dochodzi do kon-
troli ekspresji genéw kodujacych miedzy innymi cy-
tokiny zapalne, chemokiny, czynnik wzrostu, biatka
ostrej fazy, ktére biora udzial w procesach obronnych
i zapalnych organizmu [3, 9, 25]. W wielu chorobach
zapalnych, takich jak: astma, reumatoidalne zapa-
lenie stawow, miazdzyca, wykazano nieprawidlo-
wa, stala aktywacje NF-kxB i zwigkszona aktywnosc¢

transkrypcyjna, co wynika najprawdopodobniej
z uposledzonych mechanizmoéw regulacji uktadu NF-
kB [26, 27]. NF-xB reguluje réwniez ekspresje genow,
ktore koduja bialtka odgrywajace wazna role w wielu
procesach na poziomie komérkowym, takich jak: pro-
liferacja, réznicowanie, apoptoza, adhezja komoérko-
wa, angiogeneza [3, 9, 25].

Wiele publikacji potwierdza antyapoptotycze dzia-
tanie NF-xB. Aktywacja NF-kB chroni komoérki przed
apoptoza indukowana zaréwno na drodze zewatrz-,
jak i wewnatrzpochodnej. NF-kB zwieksza ekspre-
sje bialek antyapoptotycznych, takich jak: c-FLIP
(biatko FLIP komoérkowe) (inhibitor apoptozy na dro-
dze zewnatrzpochodnej), rodzing bialek IAP (inhibi-
tory apoptozy): cIAP 1 (komérkowy inhibitor apoptozy
1), cIAP2 (komoérkowy inhibitor apoptozy 2), XIAP
(inhibitor apoptozy zwiazany z chromosomem X)
(inhibitory apoptozy na drodze zewnatrz- i wewnatrz-
pochodnej), rodzine biatek Bcel-2 (B-cell lymphoma-2):
Bel-xl, Bfl-1/A1. Ponadto NF-kB hamuje ekspre-
sje bialek proapoptotyczych, takich jak: biatka Bax
(Bcl-2-associated X protein), JNK (N-konicowa kinaza
c-Jun), hamuje aktywnos¢ biatka p53 (biatko kodo-
wane przez gen TP53) (induktor apoptozy na skutek
uszkodzen DNA lub stresu komoérkowego). NF-kB
aktywuje ekspresje genéw, ktére hamuja akumula-
cje ROS (reaktywne formy tlenu), chroniac komorki
przed apoptoza [9, 26].

NF-kB wywiera stymulujacy wplyw na proces
proliferacji. Ulatwia przejscie komoérek z fazy Gl
do fazy S cyklu komoérkowego poprzez pobudzenie
transkrypcji cykliny D1 oraz protoonkogenu c-myc.
Ponadto NF-xB pobudza proces angiogenezy poprzez
zwiekszanie ekspresji VEGF (Srodbtonkowy czynnik
wzrostu naczyn), IL-1 (interleukina 1), IL-8 (interleu-
kina 8), TNF (czynnik martwicy nowotworu) oraz sty-
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Tabela Ill. Udziat biatek RelA, RelB, c-Rel w procesach immunologicznych i w nowotworzeniu [8, 17, 29, 30]
Tabel I1I. The roles of RelA, RelB, c-Rel proteins in immune processes and tumorgenesis [8, 17, 29, 30]

RelA

RelB

c-Rel

silny aktywator transkrypcyjny

wchodzi w interakcje z czynnikami wptywajacymi na ekspresje genéw dla progresji cyklu komérkowego
ma wiasciwosci antyapoptotyczne (wyciszenie tego genu u myszy wywotuje masywng apoptoze komé-
rek watroby)

stafa aktywacja dimeréw zbudowanych z RelA w réznych typach komérek nowotworowych jest nie-
zbedna do wzrostu komorek, ich przezycia i nowotworzenia

zwigzany z niekorzystnym rokowaniem u chorych na PBL

aberracje chromosomowe obejmujace gen RelA opisywano w pojedynczych przypadkach chorych na
szpiczaka mnogiego czy chtoniaki nieziarnicze z komérek B

amplifikacje genu RelA obserwowano w komarkach DLBCL (rozlany chtoniak olbrzymiokomaorkowy typu
B) oraz wielu guzéw litych: nowotwory gtowy i szyi, gruczolakorak piersi

dimery z RelB reguluja procesy dojrzewania limfocytow i rozwéj narzadéw limfoidalnych

silny transkrypcyjny aktywator

uczestniczy w procesie proliferacji limfocytéw i ma wptyw na zachowanie prawidfowych funkcji immu-
nologicznych limfocytow

nie wyjasniono, czy amplifikacje genu kodujacego c-Rel odpowiadajg za proces transformacji nowotwo-
rowej, czy progresje nowotworu, sa badania potwierdzajace jego wptyw na oba te procesy

amplifikacji genu kodujacego c-Rel towarzyszy zaawansowane stadium choroby i gorsze rokowanie (np.
w chtoniakach olbrzymiokomarkowych)

amplifikacji tego genu czesto towarzysza defekty chromosomalne zwigzane z progresja nowotworu
c-Rel jest onkogenem u myszy i u kurczat (jego nadekspresja prowadzita do powstania nowotworéw
limfoidalnych)

amplifikacje, rearanzacje czy nadekspresja genu kodujacego c-Rel wystepuja w nowotworach hemato-
logicznych (chtoniak grudkowy, chfoniak rozlany olbrzymiokomérkowy, chtoniak Hodgkina) i w guzach
litych (niedrobnokomérkowy rak ptuca)

Tabela IV. Udziat biatek NF-kB1 i NF-kB2 w procesach immunologicznych i nowotworzeniu [8, 10, 29-31]
Table IV. The roles of NF-kB1 and NF-kB2 proteins in immune processes and tumorgenesis [8, 10, 29-31]

 udziat w regulacji genéw z sekwencjami kB w DNA jest wszechobecny

* udziat w kontroli funkcji limfocytéw i makrofagéw w reakcjach obronnych i zapalnych

NF-kB1 o . . I S .
(p50/p105) . wystonwa_nle n|eW|(?lu zaburzgn struktt_;ra!nych i ekspresp'w nowotworach, sugeruje si¢, ze zmiany te
mogtyby niekorzystnie wplyna¢ na przezycie i wzrost komérek nowotworowych
* obserwowane sa chromosomowe rearanzacje w ostrej biafaczce limfoblastycznej
* p52 wywiera dziafanie antyapoptotyczne
» dimery z p52 reguluja proces dojrzewania limfocytéw i rozwdj narzadéw limfoidalnych
* w koncu C tancucha polipeptydowego wystepuja powtérzenia ankirynowe, a wiec ma zdolno$¢ do ha-
NE-KB2 mowania aktywacji biatek NF-xB
(p52/p100) * posiada domeny $mierci aktywujace kaspazy — wtasciwosci proapoptotyczne

* chromosomalne rearanzacje w ludzkich chtoniakach powoduja utrate wtasciwosci proapoptotycznych,

a przewage antyapoptotycznych, co sugeruje jego onkogenng aktywno$c¢
» chromosomalne rearanzacje wystepuja w szpiczaku mnogim, przewlekfej biataczce limfocytowej, chto-

niakach nieziarniczych z komorek B

muluje powstawanie przerzutow poprzez zwiekszanie
ekspresji molekul adhezyjnych VCAM-1 (czasteczka
adhezji do srédblonka naczyn I) i ICAM-1 (czasteczka
adhezji miedzykomoérkowej I) oraz metaloproteinaz
MMP-9 (metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomor-
kowej 9) i MMP-2 (metaloproteinaza macierzy zewna-
trzkomoérkowej 2). NF-kB bierze udzial takze w pro-
cesie uniesmiertelniania komoérek, poniewaz reguluje
ekspresje telomerazy [9, 26, 28].

Zdolnos$¢é NF-kB do hamowania apoptozy, indukcji
proliferacji oraz nasilania procesu angiogenezy suge-
ruje, ze NF-kB moze by¢ istotnym czynnikiem w pro-
cesach onkogenezy i progresji nowotworu.

W wielu guzach litych (rak piersi, trzustki, jelita
grubego, pluc, tarczycy, pecherzyka zoétciowego,
pecherza moczowego, nowotwory glowy, szyi) oraz
w nowotworach hematologicznych (chloniaki, bia-
taczki) NF-kB zlokalizowany jest w jadrze komor-

kowym i aktywacja jego jest ciagta. Ze wzgledu na
réoznorodne mechanizmy aktywacji szlaku NF-xB,
ktory jest sprzezony z innymi szlakami sygnalizacji
komorkowej aktywowanymi przez wiele czynnikow
(czynniki wzrostu, cytokiny, receptorowe i niere-
ceptorowe kinazy tyrozynowe), przyczyn jego stalej
aktywacji w chorobach nowotworowych jest wiele.
Naleza do nich, miedzy innymi: zaburzenia na dro-
dze aktywacji NF-xB lub jej regulacji, defekty gene-
tyczne genéw kodujacych biatka NF-kB wywolujace
zmiany w ekspresji i aktywacji juz samych bialek
NF-«B (Tab. III, Tab. IV], a takze wplyw wirusowych
onkoprotein. Nalezy podkresli¢, ze NF-xB hamuje
rowniez apoptoze¢ indukowana czynnikami uszka-
dzajacymi DNA, takimi jak chemio- czy radiotera-
pia, co skutkuje opornoscia na apoptoze i stanowi
przeszkode w efektywnej terapii choroby [9, 12, 16,
28, 29].
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NF-kB w przewlektej biataczce
limfocytowej (PBL)
Aktywnos$¢ NF-kB w PBL

U chorych na PBL aktywnosé¢ NF-kB w limfocytach
biataczkowych jest wysoce zréznicowana, jednak za-
wsze aktywno$é spoczynkowa (komérek izolowanych
bialaczkowych niestymulowanych) jest wicksza w po-
rownaniu z aktywnoscia zdrowych komoérek B. W ko-
morkach PBL dominujacymi komponentami NF-«xB sa
biatka p50, RelA i c-Rel [32-35]. Ponadto wykazano,
ze aktywnosé¢ NF-kB u chorych na PBL jest zwiek-
szona i koreluje z przezyciem komoérek bialaczkowych
in vitro [34-36]. Interesujacy jest fakt, ze komorki
z wyzsza aktywnoscia NF-kB latwiej ulegaja Smierci
pod wptywem hamowania NF-xB, co moze sugerowac
wplyw przekaznictwa NF-kB na przezycie komorek.
Komorki biataczkowe sa rowniez bardziej wrazliwe na
inhibitory farmakologiczne szlaku NF-kB niz prawi-
diowe limfocyty [37].

Defekty genetyczne komponentéow
przekaznictwa NF-kB w PBL

W przeciwienistwie do innych chloniakéw, zaburzenia
genetyczne dotyczace komponentéw ukladu NF-kB
w PBL wystepuja rzadziej [38].

U chorych na PBL 2z translokacja t(14,19)
(932.2;q13.2) charakterystyczna dla niewielkiego
odsetka chorych, dochodzi do nadekspresji bialka
Bcl3. Wyzej wymienione bialko ze wzgledu na podo-
bienstwo strukturalne nalezy do rodziny inhibitorow
kB, ale jest transkrypcyjnym koaktywatorem podjed-
nostek p50 i p52 [30, 39, 40].

U chorych na PBL obserwowane sa réwniez
zmiany strukturalne chromosomoéw, takie jak trans-
lokacje i delecje wystepujace w obrebie genu koduja-
cego biatko NF-kB2 (p52/p100) [30, 40]. Prawidlowy
produkt genu NF-kBZ2 syntetyzowany jest w postaci
prekursorowej podjednostki biatkowej pl100, majacej
w obrebie konica karboksylowego tancucha polipep-
tydowego powtérzenia ankirynowe, dzieki ktorym
hamuje aktywnos¢ bialek z rodziny NF-xB poprzez
blokowanie translokacji dimeréw NF-kB/Rel do jadra
komoérkowego. Biatko p100 wykazuje wlasciwosci pro-
apoptotyczne spowodowane wystepowaniem w obrebie
C-konca tancucha biatkowego domen Smierci biora-
cych udziat w aktywacji kaspaz. W wyniku proteolizy
i degradacji konca karboksylowego z podjednostki
p100 powstaje biatko p52 [41-43]. WyZej wymienione
aberracje chromosomowe skutkuja zniesieniem wia-
Sciwosci proapoptotycznych biatka NF-kB2 poprzez
skrécenie biatka pl0O, utrate jego powtérzen anki-
rynowych i domen Smierci, co podkresla jego onko-
genny charakter. Powoduja réwniez generacja stale
aktywnego bialka antyapoptotycznego p52, ktore

moze mie¢ wplyw na hamowanie procesu apoptozy
komorek bialaczkowych [30, 40, 43, 44].

Mechanizmy aktywacji NF-kB i ich
znaczenie w PBL

Mechanizm aktywacji NF-kB u chorych na PBL nie jest
w pelni wyjasniony, lecz wiedza na ten temat w ostat-
nich latach istotnie si¢ poszerzyla. W procesie akty-
wacji NF-kB w PBL duza role odgrywa wspomagajacy
udzial mikrosrodowiska [38, 40]. Wptyw wielu cyto-
kin i komérek mikrosrodowiska zwigksza przezycie
limfocytéw biataczkowych, co zwigzane jest wlasnie
ze wzrostem aktywacji NF-kB [33, 45]. Wykazano, ze
jednym z mechanizméw prowadzacych do aktywacji
NF-kB w PBL w szpiku i grudkach chlonnych s3 in-
terakcje miedzy CD40 i CD40L, co podkresla wptyw
mikrosrodowiska na przezycie komorek PBL [33, 46].
Furman i wsp. [33] wykazali, ze funkcjonalne inte-
rakcje miedzy CD40 (zlokalizowanym na komoérkach
biataczkowych) i CD154 (obecnym na limfocytach T,
ale réwniez w niektérych przypadkach na komor-
kach bialaczkowych) prowadza do aktywacji NF-xB
oraz wydluzonego przezycia komoérek biataczkowych
w mechanizmie parakrynnym i autokrynnym. Bada-
cze proponuja model patogenezy PBL, w ktérym te in-
terakcje maja kluczowe znaczenie. Furman i wsp. [33]
wykazali, ze w sytuacji, gdy do komérek bialaczkowych
CD154+ dodano przeciwciata anty-CD154, dochodzito
do zahamowania aktywacji NF-kB, a w konsekwencji
do $mierci komoérek in vitro. By¢ moze zwiekszona
ekspresja CD154 na komorkach biataczkowych PBL
jest wynikiem nadmiernej aktywacji NF-kB. W in-
nych chioniakach z komorek B zaobserwowano, ze
ekspresja genu kodujacego biatko CD154 jest regu-
lowana przez przekaznictwo NF-kB [47]. PrzekazZnic-
two CD40L moze wplywac na ekspresje wielu genow
bedacych pod kontrola NF-kB, miedzy innymi tych
wplywajacych na przezycie komoérki: c-FLIP, XIAP, jak
rowniez genéw zaangazowanego w proces apoptozy
komorki: CD95 (Fas) [48]. Blokowanie XIAP aktywo-
wanego przez CD40L zwieksza wrazliwos¢ komorek
PBL na apoptoze wywolana CD95 [49]. CD154 ponad-
to zwigksza ekspresje genu bedacego pod kontrola
NF-kB kodujacego VEGF, prowadzac do zwigkszenia
wydzielania tego czynnika przez komorki biataczko-
we oraz pobudzenia przezycia komorek [45]. VEGF
jest kolejnym czynnikiem mikrosrodowiska, waznym
zaréwno z punktu widzenia patogenezy i rokowania
PBL, jak i aktywacji NF-kB w PBL. VEGF jest pro-
dukowany przez komorki biataczkowe. Wykryto jego
wysoki poziom w surowicy chorych, ale tez wykaza-
no zdolnos$¢é komorek PBL do produkcji VEGF in vitro.
Ponadto podwyzszony poziom VEGF w surowicy oraz
zwigkszona ekspresja receptora VEGF (VEGFR-2) na
komorkach biataczkowych koreluje ze skréconym
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czasem przezycia chorych na PBL [50-53]. Interesu-
jacy jest fakt, ze wigzanie CD40 przez CD154 zwiek-
sza poprzez aktywacje NF-kB produkcje VEGF, na
skutek czego VEGF powoduje translokacje NF-kB do
jadra komérkowego i aktywuje NF-xB w mechanizmie
autokrynnym, tj. w mechanizmie sprzezenia zwrot-
nego dodatniego [45].

Innym szlakiem przekazywania sygnalu zwigza-
nym z aktywacja NF-xB w PBL, moze nie tak doklad-
nie poznanym jak przekaznictwo CD40L, ale rowniez
istotnym, jest szlak P13 K/Akt. Cuni i wsp. [34] wyka-
zali, ze kinazy przezycia, jak kinaza fosfatydyloino-
zytolu 3 (PI3-K) i Akt/kinaza biatkowa 2, sa stale
aktywowane w PBL. PrzekaZnictwo przez P13-K/
Akt jest wazne w podtrzymaniu przezycia komorki.
Stata aktywacja tego szlaku prowadzi do zwigkszenia
ekspresji genow bedacych pod kontrola NF-xB kodu-
jacych biatka antyapoptotyczne, takie jak: BCL2,
c-FLIP, XIAP. Dochodzi do wzrostu ich ekspresji
w komoérkach PBL. Ponadto Bernal i wsp. [54] wyka-
zali, ze przekazanie sygnalu CD40/CD40L przez BCR
aktywuje zaréwno P13K/Akt, jak i NF-kB.

Aktywnos¢ NF-xB w PBL moze by¢ regulowana
rowniez pod wptywem dzialania cytokin. Endo i wsp.
[32] dowiedli, ze cytokiny obecne zaréwno w komor-
kach biataczkowych, jak i w surowicy chorych, takie
jak: BAFF (B-cell activating factor of TNF family) i APRIL
(proliferation inducing ligand) aktywuja NF-kB. Najwaz-
niejsze trzy receptory: BR3 (BAFF receptor 3), BCMA (B
cell maturation antigen), TACI (transmembrane activator
and calcium-modulator and cyclophilin ligand interac-
tor), wiazac BAFF i APRIL, moga aktywowa¢ NF-xB na
drodze klasycznej (BCMA, TACI) oraz alternatywnej
(BR3). Aktywacja NF-kB na drodze klasycznej prowa-
dzi do hamowania apoptozy limfocytéw bialaczkowych
in vitro [55, 56]. Natomiast aktywacja na NF-kB na dro-
dze alternatywnej wydaje si¢ by¢ istotna w podtrzymy-

Ryc. 1. Schemat mechanizméw aktywacji NF-kB w PBL
Fig. 1. The schematic representation of NF-kB activation in CLL

Rysunek obrazuje wybrane mechanizmy aktywacji NF-kB

w komorkach biataczkowych PBL. Nalezg do nich funkcjonalne
interakcje miedzy antygenem CD40 (zlokalizowanym na komorkach
biataczkowych) i jego ligandem CD154 (zlokalizowanym na
limfocytach pomocniczych oraz, w niektorych przypadkach, na
komérkach biataczkowych), a takze pobudzajgcy wptyw cytokin,
takich jak IL4, IL14, BAFF oraz APRIL, poprzez ich receptory.

Biate strzatki oznaczajg pobudzajacy wptyw wyzej wymienionych
czynnikoéw na aktywacje NF-kB w komorce PBL. Czarna strzatka
oznacza pobudzenie produkeji VEGF przez komérki PBL na skutek
aktywacji NF-kB w wyniku stymulacji przez interakcje CD40-CD40L.
Wykaz skrotow: PBL — komoérka biataczkowa, Th — limfocyt T
pomocniczy, CD40 - antygen réznicowania komdrkowego nalezacy
do rodziny receptoréw TNF, CD154 — ligand dla antygenu CD40
(CD40L), VEGF — srédbtonkowy czynnik wzrostu naczyn, IL-4

- interleukina 4, IL-14 — interleukina 14, IL-4R - receptor dla IL-4,
IL-14R — receptor dla IL-14, BAFF — (B-cell activating factor of TNF
family) czynnik aktywujacy komorki B, APRIL — (proliferation inducing
ligand) czynnik indukujacy proliferacje, BR3 — BAFF receptor 3, BCMA
— (B-cell maturation antygen) antygen dojrzewania komérek B, TACI
— (transmembrane activator and calcium-modulator and cyclophilin
ligand interactor) transbfonowy aktywator i ligand cyklofiliny

waniu przezycia komorek we wspoélpracy z dzialaniem
czynnikéw mikrosrodowiska [49].

Innymi cytokinami, ktére maja wplyw na aktyw-
nos¢ NF-xB, sa interleukiny IL-4 (interleukina 4),
IL-14 (interleukina 14) oraz TGF-f (transformujacy
czynnik wzrostu p). Zaninoni i wsp. [36] wykazali,
ze aktywnos¢ NF-xB w PBL jest modulowana poprzez
takie cytokiny, jak: IL-4, IL-14, ktore zwigkszaja
aktywnos¢ NF-kB, wykazujac dzialanie antyapo-
ptotyczne. Ponadto TGF-f hamuje aktywnos¢ NF-«xB,
wykazujac dzialanie propaoptotyczne. Badacze pod-
kreslaja, ze iloSciowe zmiany tych cytokin wydaja
si¢ by¢ odpowiedzialne za pozytywne sprzezenie
zwrotne podtrzymujace komoérki bialaczkowe w sta-
nie przedapoptotycznym.

Sugeruje sie réwniez, ze aktywatorem NF-«B
w PBL jest GSK-3p (kinaza syntazy glikogenu 3), ale
ten mechanizm nie jest do konca wyjasniony [57].
W raku trzustki GSK-3f podtrzymuje stata akty-
wacje¢ NF-kB poprzez regulacje aktywnosci IKK [58].
Zaobserwowano nieprawidtowa akumulacje jadrowa
GSK-3f u chorych na PBL. Wykazano réwniez, ze
farmakologiczne hamowanie GSK-3f prowadzi do
zmniejszenia jej kumulacji w jadrze komoérkowym,
hamowania transkrypcyjnej aktywnosci NF-kB oraz
ekspresji bialek antyapoptotycznych XIAP i BCL-2, co
prowadzi do wzmozonej apoptozy komérek PBL [57].

Znaczenie rokownicze NF-kB w PBL

Aktualne poglady na temat znaczenia rokownicze-
go biatek NF-kB w PBL dotycza wlasciwosci bialka
RelA. Hewamana i wsp. [35, 59], stosujac metode
ELISA (enzyme linked immunosorbent assay), prze-
prowadzili analize iloSciowa wigzania RelA z DNA
w ekstraktach z jader komérkowych komoérek PBL.
Badania wykazaly, ze zdolno$¢ wigzania DNA przez
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RelA koreluje z markerami masy guza i aktywnosci
choroby, tzn. z krétszym czasem podwojenia limfocy-
tow oraz wigksza liczba biatych krwinek we krwi ob-
wodowej [35]. Ponadto, stwierdzono zwiazek miedzy
zdolnoscia wiazania RelA z DNA a zaawansowanym
stadium klinicznym choroby wg klasyfikacji Bineta,
krotszym czasem do rozpoczecia leczenia oraz cza-
sem do kolejnego cyklu terapii. Wykazano, Ze jest to
niezalezny czynnik rokowniczy co do czasu przezy-
cia w PBL [59]. Zaobserwowano réwniez, ze istnieje
korelacja miedzy wigzaniem RelA z DNA a procesem
apoptozy komoérek PBL w warunkach in vitro [35]. Po-
nadto wykazano, ze istnieje korelacja miedzy aktyw-
noscia NF-kB po stymulacji anty-IgM poprzez prze-
kazywanie sygnalu przez BCR (receptor komoérek B)
a ekspresja ZAP-70 i przezyciem komoérek CLL in vitro.
Badacze sugeruja, ze komoérki maja zdolnosé do ak-
tywacji NF-kB po stymulacji poprzez przekaznictwo
przez BCR, natomiast ZAP70 moze mie¢ wplyw na
zdolnos$é komoérek do aktywacji NF-kB po stymulacji.
Te badania podkreslaja, ze zdolno$¢ komoérek do ak-
tywacji NF-kB moze miec¢ istotne znaczenie w patoge-
nezie PBL i stanowi¢ wraz z ekspresja ZAP-70 marker
gorszego rokowania PBL [35]. Jednoczesnie badacze
dowiedli brak korelacji miedzy spoczynkowa zdol-
noscia wiazania RelA z DNA a czynnikami rokowni-
czymi, takimi jak: ekspresja CD38, ZAP-70 czy stan
mutacji IGVH. Badania Hewamany i wsp. [35] suge-
ruja, ze RelA moze stanowi dobry cel terapeutyczny
dla chorych na PBL, szczegdlnie dla tych z gorszym
rokowaniem. W doswiadczeniach in vitro autorzy wy-
kazali odwrotna korelacje miedzy wigzaniem RelA
z czateczkami DNA a wrazliwoscia na fludarabine,
przez co sugeruja, ze opornos¢ na fludarabinge moze

Tabela V. Rodzaje inhibitorow przekaznictwa NF-kB, ktorych
aktywnos¢ wykazano w PBL [38]

Table V. Inhibitors of NF-kB signalling those activity was revealed in CLL
[38]

Inhibitory proteaso-
mow

bortezomib

przeciwciata monoklonalne anty-
CD154

BAY-117082, BMS345541, kurku-
Inhibitory komlpeksu | mina, partenolid, pochodna par-
kinaz IKK tenolidu: LC-1, niesteroidowe leki
przeciwzapalne

Inhibitory ligacji CD40

Inhibitory jadrowej
translokacji NF-xB
Epigenetyczne wyci-
szanie genow zalez-
nych od uktadu NF-kB

Supresory wiazania
si¢ NF-xB z DNA

DHMEQ

inhibitor GSK-3p

kamebakauryna

BAY-117082 — ((E)-3-[(4-methylphenyl)-sulfonyl]-2-propenenitrile), BMS345541
- N-(1,8-Dimethylimidazo[1,2-alquinoxalin-4-yl)-1,2-ethanediamine hydrochlo-
ride, DHMEQ — Dehydroxymethylepoxyquinomicin

wynikac¢ z aktywnosSci transkrypcyjnej biatka RelA
[35]. Obecnie prowadzone sa dalsze badania nad
ocena podjednostki RelA jako markera rokowniczego
i celu do terapii w PBL.

NF-kB jako cel terapeutyczny w PBL

Biorac pod uwage fakt, ze NF-kB jest niezbedny do
przezycia komorek bialaczkowych, hamuje apopto-
zg, stymuluje proliferacje i angiogeneze, przyczynia
si¢ do powstawania przerzutéow, nalezy sadzi¢, ze
moze stanowi¢ on dobry cel terapeutyczny w PBL.
Ponadto dzialanie antyapoptotyczne NF-kB w nowo-
tworach przyczynia si¢ do chemio- i radioopornosci,
dlatego jego hamowanie mogloby przyczynic¢ sie do
zwigkszenia odpowiedzi chorego na chemio- czy tez
radioterapie.

Wyniki dotychczasowych badan dowodza, ze
hamowanie aktywnosci NF-xkB w PBL prowadzi do
apoptozy limfocytéw biataczkowych, potwierdzajac
tym samym udzial NF-kB w podtrzymywaniu prze-
zycia komorek biataczkowych i ich rozprzestrzenia-
niu [37]. W PBL badane sa rézne strategie hamowa-
nia aktywacji uktadu NF-«B (badania przedkliniczne
i kliniczne), miedzy innymi hamowanie aktywnosci
IKK, a takze wplyw na inne poziomy uktadu NF-«xB,
takie jak: inhibitory proteasoméw hamujace degrada-
cje IkB, inhibitory translokacji jadrowej podjednostek
NF-«xB czy supresory wiazania NF-xB z DNA [38].

Wplyw na uktad kinaz IKK wydaje si¢ by¢ najbar-
dziej efektywna posrednia forma hamowania aktyw-
nosci NF-xB, poniewaz utrata funkcji kinaz IKKa jak
i IKKp skutkuje brakiem aktywacji NF-kB zaréwno
na drodze klasycznej, jak i alternatywnej. Nie ma
doniesien o selektywnych inhibitorach IKKa. Znane
sa tylko inhibitory IKKf wykazujace aktywnos¢ prze-
ciwbiataczkowa, ale ktére réwniez moga hamowac
IKKa [38].

Badania przedkliniczne potwierdzaja wigksza tok-
sycznos¢ inhibitoréw wobec komérek bialaczkowych
niz wobec zdrowych limfocytéw, sugerujac wicksza
podatnos¢ komorek bialaczkowych na ich dziatanie.
Dzialanie cytotoksyczne polega na aktywacji apop-
tozy na drodze mitochondrialnej, hamowaniu ekspre-
sji genoéw kodujacych biatka antyapoptotyczne, takie
jak np. rodzina bialek BCL2. Ponadto wykazano,
ze inhibitory NF-kB moga wzmacnia¢ efekt innych
lekéw przeciwnowotworowych, a takze przezwyciezac
wplyw mikrosrodowiska na komoérki PBL [38].

Keifer i wsp. [60] wykazali, ze talidomid hamuje
aktywnosé NF-kB poprzez hamowanie kinazy (IKK)
inhibitora kf. W nastepstwie blokuje indukowana
cytokinami ekspresje genow kodujacych biatka: FLIP
(biatko hamujace FLICE), IL-8 (interleukina 8), TRAF1
(czynnik zwiazany z receptorem dla TNF), cIAP2, co
moze tlumaczyé jego wiasciwosci antyonkogenne
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i przeciwzapalne. Interesujace jest to, ze skutecznos¢
dzialania talidomidu w monoterapii u chorych na PBL
nie jest zadowalajaca. Natomiast wyniki badan ostat-
nich lat wskazuja, ze efekt terapeutyczny dzialania
talidomidu w potaczeniu z fludarabina moze stano-
wi¢ skuteczna strategie terapeutyczna u chorych na
PBL, szczegdlnie tych gorzej rokujacych [61, 62].

Ze wzgledu na znaczenie NF-kB w procesach immu-
nologicznych, jego role w kluczowych procesach na
poziomie komérkowym, takich jak: apoptoza, prolifera-
cja, angiogeneza, istotne stalo si¢ poznanie znaczenia
tego przekaznictwa w PBL. Wiedza dotyczaca mecha-
nizmoéw aktywacji NF-xB w PBL jest wciaz poglebiana.
Biorac pod uwagge stata aktywacje NF-kB w komoérkach
PBL, interakcje przekaZnictwa NF-kB z innymi Sciez-
kami przekazywania sygnalu (w tym przekaznictwo
przez BCR), znaczenie rokownicze NF-kB w PBL, nalezy
sadzi¢, ze NF-xB moze sta¢ si¢ istotnym celem tera-
peutycznym u chorych na PBL. By¢ moze w przyszlo-
Sci inhibitory kinaz IKK w potaczeniu z innymi lekami
stana si¢ nowa strategia leczenia tych chorych.
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