
Wstêp

L-asparagina (amid kwasu 2-aminobursztynowego) jest aminokwasem en-
dogennym, zosta³a wyodrêbniona z soku asparagusa przez Vauquelina i Ro-
bigueta w 1806 r. jako pierwszy odkryty aminokwas wystêpuj¹cy w przyro-
dzie [1]. Poniewa¿ obecnoœæ tego aminokwasu jest niezbêdna do funkcjono-
wania niektórym komórkom nowotworowym, w szczególnoœci limfoblastom,
eliminacja L-asparaginy z otoczenia komórek nowotworowych prowadzi do
zahamowania cyklu komórkowego w fazie G1, zahamowania syntezy DNA
i bia³ek, przerwania nici DNA i apoptozy, a w efekcie do œmierci komórki [2]. 

L-asparaginaza jest hydrolaz¹, enzymem katalizuj¹cym rozszczepienie 
L-asparaginy na kwas asparaginowy i amoniak (ryc. 1.), wystêpuje w wielu or-
ganizmach bakteryjnych, roœlinnych i zwierzêcych, nie stwierdza siê natomiast
obecnoœci tego enzymu u cz³owieka. Jako lek stanowi istotn¹ czêœæ poliche-
mioterapii stosowanej w przebiegu ostrej bia³aczki limfoblastycznej u dzieci

WWssttêêpp:: L-asparaginaza jest hydrolaz¹,
enzymem katalizuj¹cym rozszczepienie
L-asparaginy, endogennego aminokwa-
su niezbêdnego do funkcji niektórych
komórek nowotworowych. Eliminacja 
L-asparaginy z otoczenia komórek no-
wotworowych prowadzi do zahamowa-
nia cyklu komórkowego w fazie G1, za-
hamowania syntezy DNA i bia³ek, apop-
tozy komórek i w efekcie do œmierci
komórki. 
CCeell  pprraaccyy:: Ocena cytotoksycznoœci
trzech preparatów L-asparaginazy oraz
ich wp³ywu na wybrane mechanizmy
wp³ywaj¹ce na indukcjê apoptozy i na
cykl komórkowy w liniach komórko-
wych ludzkich ostrych bia³aczek mielo-
blastycznych i limfoblastycznych. 
MMaatteerriiaa³³  ii mmeettooddyykkaa:: Badania cytotok-
sycznoœci trzech preparatów L-asparagi-
nazy wykonano przy zastosowaniu te-
stu MTT. Analizê parametrów zwi¹za-
nych z indukcj¹ apoptozy: wi¹zania
anneksyny V, syntezy tlenku azotu, eks-
presji kaspazy-3 oraz ocenê póŸnej
apoptozy i zmian faz cyklu komórko-
wym przeprowadzono metod¹ cytome-
trii przep³ywowej. 
WWyynniikkii:: Komórki linii ostrej bia³aczki
promielocytowej HL-60 wykazywa³y
profil cytotoksycznoœci i indukcji me-
chanizmów apoptozy w stopniu porów-
nywalnym z wra¿liwoœci¹ komórek linii
ostrych bia³aczek limfoblastycznych,
niezale¿nie od stosowanego preparatu
L-asparaginazy. Wielkoœæ syntezy tlen-
ku azotu silnie korelowa³a z nasileniem
wczesnej apoptozy, wyra¿on¹ wi¹za-
niem anneksyny V. Komórki linii K-562
o morfologii M6 wg klasyfikacji FAB, by-
³y oporne w teœcie MTT oraz nie wyka-
zywa³y cech indukcji apoptozy pod
wp³ywem wszystkich badanych prepa-
ratów L-asparaginazy. 
WWnniioosskkii:: Przeprowadzone badania wy-
kazuj¹, ¿e w obrêbie ostrych bia³aczek
mieloblastycznych istniej¹ 2 rodzaje od-
powiedzi na cytotoksyczne i proapop-
totyczne dzia³anie L-asparaginazy.
W komórkach linii HL-60 wykazano pro-
fil indukcji apoptozy i wra¿liwoœci na 
L-asparaginazê, porównywalny z profi-
lem odpowiedzi w liniach ostrych bia³a-
czek limfoblastycznych T-komórkowych.
Natomiast komórki linii K-562 wykazu-
j¹ znaczn¹ opornoœæ na L-asparaginazê,
zwi¹zan¹ z brakiem indukcji apoptozy. 

SS³³oowwaa  kklluucczzoowwee:: L-asparaginaza, ostra
bia³aczka limfoblastyczna, ostra bia³acz-
ka mieloblastyczna, cytotoksycznoœæ,
apoptoza, opornoœæ na cytostatyki. 
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RRyycc..  11.. Schemat reakcji rozk³adu asparaginy na kwas asparaginowy i amoniak
FFiigg..  11..  Scheme of asparagine decay to asparagic acid and ammonium
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i doros³ych oraz nieziarniczych ch³oniaków z³oœliwych i miêsaka limfatyczne-
go [2]. Ze wzglêdu na opornoœæ komórkow¹, nie jest to lek stosowany w le-
czeniu bia³aczek mieloblastycznych. W terapii wykorzystuje siê 2 naturalne
formy enzymu, produkowane przez bakterie Escherichia coli i Erwinia chrysan-
themi, a tak¿e pochodn¹ L-asparaginazy E. coli zwi¹zan¹ z glikolem polietyle-
nowym (Peg-asparaginazê). Dostêpnych jest kilka preparatów L-asparaginazy,
które ró¿ni¹ siê okresem pó³trwania, enzymatyczn¹ aktywnoœci¹ i wynika-
j¹cym z tego stopniem deplecji asparaginy. 

Celem pracy by³a ocena cytotoksycznoœci trzech preparatów L-asparagi-
nazy oraz ich wp³ywu na cykl komórkowy i wybrane mechanizmy, wp³ywa-
j¹ce na indukcjê apoptozy w liniach komórkowych ludzkich ostrych bia³aczek
mieloblastycznych i limfoblastycznych. 

Materia³ i metody

Badany materia³ stanowi³y linie komórkowe: ostrej bia³aczki promielocy-
towej HL-60 (AML, typ M3 wg klasyfikacji FAB), kryzy erytroblastycznej prze-
wlek³ej bia³aczki mieloblastycznej K-562 (AML, typ M6) i ostrych bia³aczek
limfoblastycznych T-komórkowych CCRF–CEM i Jurkat. Oceniano wp³yw trzech
preparatów L-asparaginazy: Asparaginase medac (E. coli-asparaginase, Me-
dac, Hamburg), Erwinase (Erwinia L-asparaginase, Berkshire, England) i Ki-
drolase (E. coli-asparaginase, Bellon, Montrouge) na badane komórki. Cyto-
toksycznoœæ oceniono testem MTT, natomiast badania cyklu komórkowego,
zmiany w ekspresji kaspazy-3, indukcjê wczesnej apoptozy oraz syntezê tlen-
ku azotu wykonano metod¹ cytometrii przep³ywowej. 

Na p³ytce 96-do³kowej przygotowano panel z roztworami poszczególnych
cytostatyków o identycznych stê¿eniach i przechowywano je w temperatu-
rze -20oC. W trakcie badania do p³ytek z lekami dodawano badane komórki,
po czym inkubowano je w œrodowisku 5-proc. CO2 w temp. 37oC przez 3 do-
by. Stê¿enia leków dla poszczególnych badañ wynosi³y: 0,0032–10 IU/ml w te-
œcie MTT; 0,4 IU/ml w analizie faz cyklu komórkowego; 10 IU/ml przy ozna-
czaniu aktywnoœci kaspazy-3 oraz 2 IU/ml przy badaniu syntezy tlenku azo-
tu. Pocz¹tkowe stê¿enie badanych komórek w poszczególnych liniach
komórkowych wynosi³o 0,49–0,65 x 106/ml. 

CCyyttoottookkssyycczznnooœœææ.. Opornoœæ in vitro badanych komórek na wybrane leki
oceniano przy pomocy testu cytotoksycznoœci MTT wg metodyki wczeœniej
opisanej [3]. W skrócie, zasada testu opiera siê na redukcji ¿ó³tego rozpusz-
czalnego bromku 3- (4,5-dimethyl-2-thiazolyl) -2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
(MTT, Serva, Heidelberg) do b³êkitnego formazanu. Reakcja ta przebiega je-
dynie w ¿ywych komórkach. Test przeprowadzano na 96-do³kowych p³ytkach
mikrotitracyjnych, na które dodawano po 80 ml zawiesiny komórkowej do
ka¿dego do³ka, do którego wczeœniej podano 20 ml roztworu badanych pre-
paratów L-asparaginazy. Dla ka¿dego stê¿enia wykonywano po 2 badania (tj.
przygotowano po 2 do³ki). Niezale¿nie od badanych cytostatyków, na ka¿dej
p³ytce oznaczano kontrolê pozytywn¹ (komórki w medium, bez leków) oraz
absorbancjê stosowanych p³ynów (medium bez komórek i bez leków). Przy-
gotowane panele inkubowano 72 godz., a nastêpnie do ka¿dego do³ka do-
dawano po 10 ml roztworu MTT. ¯ywe komórki powodowa³y powstanie b³ê-
kitnego formazanu, który nastêpnie rozpuszczano izopropanolem i mierzo-
no gêstoœæ optyczn¹ (OD – optical density) przy u¿yciu czytnika mikrop³ytek
ELISA (Asys Hitech GmbH, Eugendorf, Austria). Gêstoœæ optyczna odpowia-
da iloœci komórek, które prze¿y³y inkubacjê, czyli komórek kontrolnych oraz
opornych. We wszystkich badaniach w teœcie MTT, skorygowana wartoœæ OD
wynosi³a >0,050. Za miarê opornoœci przyjêto stê¿enie leku, w którym ginie
50 proc. badanych komórek (LC50 – lethal concentration to 50% cells). 

AAnnaalliizzaa  ffaazz  ccyykklluu  kkoommóórrkkoowweeggoo..  Komórki barwiono jodkiem propidyny
(Sigma-Aldrich, P4170, o stê¿eniu 20 µg/ml rozpuszczonym w buforze cytry-
nianowym i 2-proc. Tritonie X-100), a nastêpnie analizowano w cytometrze

BBaacckkggrroouunndd:: L-asparaginase is
a hydrolase, an enzyme catalyzing the
decay of L-asparagine, an endogenous
amino acid necessary for the survival
of some types of neoplastic cells, such
as lymphoblasts. The elimination of 
L-asparagine from the environment of
cancer cells leads to the cell cycle arrest
in G1 phase, inhibition of DNA and
protein synthesis, induction of apoptosis
and eventually, cell necrosis. 
AAiimm  ooff  tthhee  ssttuuddyy:: to analyze cytotoxicity
of 3 preparations of L-asparaginase and
their effect on induction of selected
mechanisms of apoptosis and cell cycle
in cell lines of human acute myeloblastic
and lymphoblastic leukemias. 
MMaatteerriiaall  aanndd  mmeetthhooddss::  Cytotoxicity was
assessed using the MTT assay of
cytotoxicity and viability end-point type.
Mechanisms of apoptosis induction, as
measured by annexin V binding,
synthesis of nitric oxide, changes in
expression of caspase-3 and changes in
the cell cycle after in vitro treatment
with L-asparaginase, were determined
by flow cytometry. 
RReessuullttss:: Cells of acute promyelocytic
leukemia HL-60 showed a profile of
sensitivity and induction of apoptosis,
comparable to respective sensitivity and
response in acute lymphoblastic
leukemic cell lines, regardless of
preparations of L-asparaginase used. The
intensity of nitric oxide synthesis
correlated with the early phase of
apoptosis expressed by annexin V
binding. Erythroblastoid cell line K-562
with FAB morphology M6 presented high
resistance to all tested L-asparaginases
and showed no induction of apoptosis. 
CCoonncclluussiioonnss:: This study shows that there
are different patterns of response to 
L-asparaginase among acute myeloblastic
leukemias with respect to cytotoxicity
and induction of apoptosis. The sensitivity
of promyelocytic cell line HL-60 to 
L-asparaginase is similar to the sensitivity
of T-lineage acute lymphoblastic leukemia
cell lines, whereas K-562 cell line is
resistant to all tested preparations of 
L-asparaginase. 

KKeeyy  wwoorrddss:: L-asparaginase, acute
lymphoblastic leukemia, acute myeloid
leukemia, cytotoxicity, apoptosis, drug
resistance
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Porównanie aktywnoœci trzech preparatów L-asparaginazy w ostrej bia³aczce limfoblastycznej i mieloblastycznej: 
badania cytotoksycznoœci i indukcji apoptozy w liniach komórkowych

przep³ywowym przy wykorzystaniu programu Multicycle
(Phoenix Flow Systems, San Diego, CA). W programie Mul-
ticycle, w cyklu komórkowym w pierwszej kolejnoœci wy-
znaczany jest odsetek komórek znajduj¹cych siê w fazie
apoptotycznej sub-G1, a nastêpnie pozosta³ych faz, st¹d od-
setek komórek w fazach G1 + S + G2 = 100 proc. dla poje-
dynczego badania. Faza sub-G1 jest miernikiem póŸnej
apoptozy komórek, faza G1 stanem spoczynkowym komó-
rek, a fazy S i G2 wyra¿aj¹ odsetek komórek znajduj¹cych
siê w fazie proliferacji. Zwiêkszenie odsetka komórek w do-
wolnej fazie cyklu komórkowego pod wp³ywem stosowa-
nego leku oznacza zahamowanie progresji cyklu w tej fa-
zie. Nastêpstwem zaburzenia prawid³owego przebiegu cy-
klu komórkowego jest apoptoza komórek. 

KKaassppaazzaa--33.. Koñcow¹ faz¹ apoptozy jest aktywacja ka-
skady proteaz zwanych kaspazami. Kaspaza-3 jest marke-
rem komórek ulegaj¹cych apoptozie. Badanie ekspresji te-
go bia³ka przeprowadzano metod¹ cytometrii przep³ywo-
wej przy u¿yciu zestawu Active Caspase–3 PE Mab
Apoptosis Kit (Becton Dickinson Biosciences, Nr 550914).
Aktywnoœæ kaspazy-3 jest proporcjonalna do fluorescencji
ekspresji tego bia³ka [4]. Zmiany aktywnoœci kaspazy-3 ko-
reluj¹ ze sob¹ w czasie, w zwi¹zku z czym wystarczaj¹ce s¹
pomiary w jednym punkcie czasowym [4]. Kaspaza-3 jest
markerem zarówno wewn¹trz-, jak i zewn¹trzpochodnego
szlaku apoptotycznego, tj. drogi mitochondrialnej i recep-
torowej (cyt. wg Jia et al. [5]). 

OOcceennaa  wwcczzeessnneejj  aappooppttoozzyy  ii ssyynntteezzyy  ttlleennkkuu  aazzoottuu  ((NNOO))..
Wczesn¹ apoptozê wyra¿on¹ wi¹zaniem anneksyny V przez
fosfatydyloserynê oraz produkcjê tlenku azotu oznaczano
metod¹ cytometrii przep³ywowej przy u¿yciu zestawu Apo-
Alert Nitric Oxide/Annexin V Dual Sensor Kit (Becton Dickin-
son Biosciences, Nr K2013-2). Tlenek azotu ma znaczenie
w indukcji apoptozy i zahamowania wzrostu komórek no-
wotworowych, w wyniku produkcji endogennych reaktyw-
nych zwi¹zków azotu. Tlenek azotu powoduje apoptozê w ko-
mórkach Jurkat, mediowan¹ uwalnianiem cytochromu C
z mitochondriów oraz aktywacj¹ kaspazy-3 i kaspazy-9 [6]. 

Ekspresjê kaspazy-3 oraz ocenê wi¹zania anneksyny-V
i syntezy tlenku azotu wyznaczano u¿ywaj¹c parametru
œredniej intensywnoœci fluorescencji (MFI – mean inten-
sity of fluorescence), zgodnie z zaleceniami brytyjskiego
Imperial Cancer Research Fund FACS Laboratory
(http://lif.icnet.uk/axp/facs/davies/stats.html). Ocenê
syntezy tlenku azotu i analizê faz cyklu komórkowego wy-
konywano przed rozpoczêciem inkubacji oraz po 2 do-
bach, natomiast test MTT i ekspresjê kaspazy-3 analizo-
wano po 3 dobach inkubacji badanych komórek z lekami. 

SSttaattyyssttyykkaa.. Ka¿de badanie wykonywano co najmniej 
3-krotnie. Wyniki przedstawiono jako œrednia ± odchylenie
standardowe. Ró¿nice wartoœci œrednich porównano testem
t-Studenta. Zmianê wartoœci badanych parametrów induk-
cji apoptozy po zastosowaniu leku, oceniono testem par
Wilcoxona. Korelacjê oceniono testem Pearsona. Znamien-
noœæ statystyczn¹ przyjêto dla wartoœci p<0,05. 

Wyniki

CCyyttoottookkssyycczznnooœœææ.. Linie ostrej bia³aczki wykazywa³y rela-
tywnie dobr¹ wra¿liwoœæ na wszystkie badane preparaty 

L-asparaginazy. Linia K-562 by³a oporna na wszystkie testo-
wane preparaty L-asparaginazy, aczkolwiek w najwy¿szych
stê¿eniach L-asparaginaza powodowa³a cytotoksycznoœæ
ok. 34 proc. komórek tej linii. Natomiast linia HL-60 wyka-
zywa³a wra¿liwoœæ na preparaty L-asparaginazy porówny-
waln¹ z wra¿liwoœci¹ linii limfoblastycznych (tab. 1.). 

AAnnaalliizzaa  ffaazz  ccyykklluu  kkoommóórrkkoowweeggoo  ii zzaawwaarrttooœœccii  DDNNAA.. Wszyst-
kie 3 preparaty L-asparaginazy powodowa³y wzrost fazy apop-
totycznej sub-G1 po 2 dobach inkubacji w liniach limfoblastycz-
nych oraz w linii HL-60, natomiast nie wp³ywa³y na wielkoœæ
tej fazy w linii K-562. Preparaty L-asparaginazy nie wp³ywa³y
istotnie na zahamowanie cyklu komórkowego we wszystkich
badanych liniach. Zwraca jednak uwagê du¿a aktywnoœæ pro-
apoptotyczna preparatu Erwinase w linii HL-60 (tab. 2.). 

EEkksspprreessjjaa  kkaassppaazzyy--33.. W komórkach obydwu linii limfo-
blastycznych oraz linii HL-60 ekspresja kaspazy-3 zwiêksza-
³a siê po inkubacji z ka¿dym z badanych preparatów 
L-asparaginaz we wszystkich przeprowadzonych ekspery-
mentach (p<0,001 w teœcie par Wilcoxona), natomiast nie
stwierdzono takiego wzrostu w linii K-562 (tab. 3.). 

AAnnaalliizzaa  ssyynntteezzyy  ttlleennkkuu  aazzoottuu..  We wszystkich badanych
liniach po inkubacji z preparatami L-asparaginaz obserwo-
wano wzrost syntezy tlenku azotu, przy czym w liniach
wra¿liwych na asparaginazê wzrost syntezy by³ wiêkszy
(tab. 4.). Œrednia wartoœæ MFI odnosz¹ca siê do syntezy tlen-
ku azotu, korelowa³a z wielkoœci¹ wczesnej apoptozy, wy-
ra¿on¹ jako œrednia wartoœæ MFI dla wi¹zania anneksyny V,
wartoœæ testu Pearsona 0,889, p<0,01 (ryc. 2.). 

ZZaallee¿¿nnooœœccii  ppoommiiêêddzzyy  bbaaddaannyymmii  ppaarraammeettrraammii  iinndduukkccjjii
aappooppttoozzyy.. Wyk³adniki aktywacji procesów apoptozy wyka-
zywa³y korelacjê pomiêdzy sob¹ (ryc. 2. i 3.), jak równie¿ od-
wrotn¹ korelacjê z cytotoksycznoœci¹ L-asparaginazy (wy-
ra¿on¹ jako wartoœæ LC50) w teœcie MTT. 

Omówienie wyników

Profil leków cytostatycznych aktywnych w ostrej bia³acz-
ce limfoblastycznej i mieloblastycznej ró¿ni siê doœæ istotnie.
Lekami o najwy¿szej cytotoksycznoœci wobec limfoblastów
s¹ glikokortykoidy, winkrystyna, L-asparaginaza, antracykli-
ny, cytarabina, metotreksat, cyklofosfamid, merkaptopuryna
i tioguanina [7]. Natomiast lekami najbardziej aktywnymi wo-
bec mieloblastów s¹ cytarabina, antracykliny, etopozyd i tio-
guanina [8]. Chocia¿ komórki ostrych bia³aczek mieloblastycz-
nych zasadniczo wykazuj¹ brak wra¿liwoœci wobec glikokor-

TTaabb..  11..  Porównanie cytotoksycznoœci trzech preparatów L-aspara-

ginazy
TTaabbllee  11.. Comparison of cytotoxicity of three L-asparaginases

CCyyttoottookkssyycczznnooœœææ CCCCRRFF--CCEEMM JJuurrkkaatt KK--556622 HHLL--6600

LC50 (Medac) 1,29±0,46 0,87±0,71 >10 1,10±0,19

LC50 (Erwinase) 0,12±0,08 0,28±0,29 >10 0,28±0,18

LC50 (Kidrolase) 1,22±0,58 1,13±0,79 >10 1,59±0,57

Wartoœæ LC50 podano w IU/ml. Ka¿dy wynik jest œredni¹ co najmniej 

3 niezale¿nych eksperymentów
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TTaabb..  33..  Ekspresja kaspazy-3 wyznaczona w komórkach kontrolnych

oraz poddanych dzia³aniu ró¿nych preparatów L-asparaginazy pod-

czas 72-godzinnej inkubacji
TTaabbllee  33.. Expression of caspase-3 in control cells and in cells treated

with different preparations of L-asparaginase during 72 hours of

incubation

EEkksspprreessjjaa  CCCCRRFF--CCEEMM JJuurrkkaatt KK--556622 HHLL--6600
kkaassppaazzyy--33

kontrola 3,8±1,7 11,2±4,1 6,7±3,3 4,9±1,3

Medac 7,1±2,1* 15,1±5,7 6,3±3,7 6,7±1,5*

Erwinase 6,1±4,9 16,2±5,2 7,6±4,9 6,6±1,8

Kidrolase 4,4±0,2 15,7±4,8 7,5±4,4 7,5±2,2*

Wartoœæ ekspresji kaspazy-3 podano w MFI. Ka¿dy wynik jest œredni¹ 

co najmniej 3 niezale¿nych eksperymentów. (*) oznacza wartoœæ p<0,05 

w stosunku do badania kontrolnego dla odpowiedniej linii

TTaabb..  44..  Synteza tlenku azotu wyznaczona w komórkach kontrolnych

oraz poddanych dzia³aniu ró¿nych preparatów L-asparaginazy pod-

czas 48-godzinnej inkubacji
TTaabbllee  44.. Nitric oxide synthesis in control cells and in cells treated

with different preparations of L-asparaginase during 48 hours of

incubation

SSyynntteezzaa  CCCCRRFF--CCEEMM JJuurrkkaatt KK--556622 HHLL--6600
ttlleennkkuu  aazzoottuu

kontrola 7,7±2,3 12,7±4,2 12,2±1,2 8,6±3,7

Medac 14,7±5,5* 23,9±2,8* 14,9±2,3 16,5±5,1*

Erwinase 13,5±4,5* 22,4±5,6* 14,6±2,9 22,7±10,1*

Kidrolase 15,9±5,9* 22,2±4,4* 15,0±2,5 15,7±4,8*

Wartoœæ syntezy tlenku azotu podano w MFI. Ka¿dy wynik jest œredni¹ co najmniej 

3 niezale¿nych eksperymentów. (*) oznacza wartoœæ p<0,05 w stosunku do bada-

nia kontrolnego dla odpowiedniej linii

TTaabb..  22.. Analiza faz cyklu komórkowego i zawartoœci DNA w komórkach
TTaabbllee  22.. Analysis of cell cycle phases and cellular DNA contents
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dzieñ 0. sub-G1 2,9±1,0 7,9±8,7 2,2±1,0 3,2±2,2

G1 48,7±0,3 40,6±6,2 45,6±6,2 41,6±6,9

S 45,3±0,0 36,1±4,8 52,9±4,9 49,9±4,4

G2 6,0±0,28 23,3±6,4 1,4±1,3 8,4±8,6

dzieñ 2. sub-G1 4,3±1,6 9,5±9,0 2,5±2,0 6,7±4,2

G1 56,0±4,5 46,7±4,9 45,1±7,4 44,4±7,1

S 38,3±4,8 32,1±4,6 54,2±7,8 48,8±4,7

G2 5,7±0,28 20,2±8,0 0,6±1,3 6,7±9,2

Medac sub-G1 6,6±2,4 9,7±9,0 3,3±2,3 9,4±7,8

G1 56,7±2,3 47,6±5,8 46,3±6,2 44,8±8,3

S 37,6±3,1 30,5±1,8 50,6±7,2 49,3±4,1

G2 5,6±0,8 21,8±5,4 3,3±5,7 5,8±9,1

Erwinase sub-G1 15,9±11,1 11,0±11,0 2,7±1,1 35,2±13,6

G1 58,9±0,8 49,9±7,3 46,7±5,0 61,3±5,3

S 37,1±0,6 27,2±4,0 53,2±5,0 30,3±6,1

G2 3,9±1,5 22,8±4,0 0,0±0,0 8,9±2,9

Kidrolase sub-G1 7,7±3,0 9,3±7,8 2,3±1,0 10,4±4,8

G1 56,6±2,9 46,6±5,7 43,4±4,3 45,3±7,4

S 37,6±3,0 32,0±3,3 54,8±3,9 50,2±4,0

G2 5,7±0,1 21,2±5,8 1,6±0,7 4,4±5,4

Wielkoœæ poszczególnych faz cyklu komórkowego podano jako odsetek komórek znajduj¹cych siê w danej fazie. Ka¿dy wynik jest œredni¹ co najmniej 

3 niezale¿nych eksperymentów. W programie Multicycle odsetek komórek w pojedynczym badaniu w fazach jest wyznaczany wg regu³y G1+S+G2=100 proc., 

po wczeœniejszym wyznaczeniu odsetka komórek znajduj¹cych siê w fazie sub-G1

tykoidów [8] i metotreksatu [9], to wykazano, ¿e leki te mo-
g¹ wywieraæ równie¿ efekt cytotoksyczny wobec mielobla-
stów. W badaniach in vivo [10], stosuj¹c wysokie dawki me-
tylprednizolonu, uzyskano efekt przeciwbia³aczkowy (nie ró¿-
nicowano podtypu AML). Natomiast w badaniach ex vivo [11]
komórki AML M5 poddane 21-godzinnej terapii z metotrek-

satem podlega³y efektowi cytotoksycznemu identycznemu
jak komórki ALL de novo i we wznowie. L-asparaginaza jest
lekiem, który znalaz³ zastosowanie g³ównie w terapii ostrych
rozrostów limfoblastycznych, jednak¿e by³ równie¿ stosowa-
ny w terapii AML zarówno w pierwszej linii terapii, jak i we
wznowach [12, 13]. 
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Porównanie aktywnoœci trzech preparatów L-asparaginazy w ostrej bia³aczce limfoblastycznej i mieloblastycznej: 
badania cytotoksycznoœci i indukcji apoptozy w liniach komórkowych

W przeprowadzonych w tej pracy badaniach wykazano,
¿e L-asparaginaza mo¿e wykazywaæ aktywnoœæ równie¿ wo-
bec mieloblastów. W analizie u¿yto 2 linii ostrych bia³aczek
mieloblastycznych, zaliczanych wg klasyfikacji FAB do pod-
typu M3 (linia HL-60, komórki ostrej bia³aczki promielocy-
towej) oraz do podtypu M6 (linia K-562, komórki przewle-
k³ej bia³aczki szpikowej w fazie kryzy erytroblastycznej). Ja-
ko linii porównawczych u¿yto 2 linii ostrych bia³aczek
limfoblastycznych linii T-komórkowej. Badania eksperymen-
talne przeprowadzono z u¿yciem trzech preparatów L-aspa-
raginazy. Stwierdzono, ¿e badane preparaty L-asparaginazy
wywiera³y podobne efekty we wszystkich badaniach w ob-
rêbie poszczególnych linii. 

W badaniach wykazano, ¿e badane 2 linie mieloidalne
wykazywa³y odmienny profil wra¿liwoœci na preparaty L-
asparaginazy. Komórki linii HL-60 wykazywa³y wra¿liwoœæ
na L-asparaginazê oraz indukcjê procesów apoptotycznych
(indukcjê fazy sub-G1 w cyklu komórkowym, aktywacjê ka-
spazy-3, wi¹zanie anneksyny-V oraz syntezê tlenku azotu)
porównywaln¹ z chemiowra¿liwoœci¹ oraz indukcj¹ apop-
tozy w komórkach linii ostrych bia³aczek limfoblastycznych.
Natomiast komórki linii K-562 wykazywa³y ca³kowit¹ opor-
noœæ na wszystkie preparaty L-asparaginazy potwierdzon¹
przez brak indukcji apoptozy we wszystkich badaniach. 

Indukcja apoptozy w komórkach bia³aczkowych przez 
L-asparaginazê jest wa¿nym mechanizmem dzia³ania tego
leku [14]. W badaniach przeprowadzonych w ostatnich la-
tach stwierdzono, ¿e L-asparaginaza powoduje aktywacjê
kaspazy-3, hamowanie PARP, eksternalizacjê fosfatydylo-
seryny i zaburzenie potencja³u przezmitochondrialnego [15]
oraz zahamowanie cyklu komórkowego w fazie G1 [14], któ-
re w efekcie prowadz¹ do apoptozy. Procesowi temu sprzy-
ja równie¿ produkcja tlenku azotu, który mo¿e wywieraæ
dzia³anie proapoptotyczne [16]. W przeprowadzonych ba-
daniach na liniach komórkowych obserwowano aktywacjê

procesów apoptozy we wszystkich liniach wra¿liwych na 
L-asparaginazê w teœcie MTT, tj. w liniach ostrych bia³aczek
limfoblastycznych oraz w linii HL-60. Poszczególne parame-
try indukcji apoptozy korelowa³y pomiêdzy sob¹, chocia¿
w ró¿nym stopniu. Stwierdzono siln¹ korelacjê pomiêdzy
indukcj¹ wczesnej apoptozy, wyra¿on¹ wi¹zaniem annek-
syny V i syntez¹ tlenku azotu. Indukcja apoptozy korelowa-
³a z wra¿liwoœci¹ na lek w teœcie MTT, chocia¿ w przypad-
ku linii Jurkat zjawiska te by³y wyra¿one s³abiej ni¿ w linii
CCRF-CEM. Sugeruje to wspó³istnienie innych mechanizmów
zwi¹zanych z dzia³aniem L-asparaginazy, decyduj¹cych
o efekcie cytotoksycznym w tej linii komórkowej. 

Wydaje siê, ¿e wra¿liwoœæ mieloblastów wobec L-aspara-
ginazy jest zró¿nicowana, a zarazem niezale¿na od rodza-
ju stosowanego preparatu L-asparaginazy. Komórki linii 
HL-60 o morfologii M3 s¹ wzglêdnie wra¿liwe na cytotok-
syczne dzia³anie L-asparaginazy. Natomiast komórki linii 
K-562 o morfologii M6, posiadaj¹ce 2 kopie chromosomu
Philadelphia, wykazuj¹ znaczn¹ opornoœæ i brak indukcji
apoptozy pod wp³ywem dzia³ania L-asparaginazy. 

L-asparaginaza jest stosowana w programach chemio-
terapii wielolekowej ze wzglêdu na odmienny, swoisty me-
chanizm dzia³ania cytotoksycznego. Lek ten wywiera rów-
nie¿ dzia³anie ochronne (rescue) wobec toksycznych efek-
tów metotreksatu i cytarabiny. Sekwencyjne zastosowanie
kombinacji metotreksatu i L-asparaginazy lub cytarabiny
i L-asparaginazy wykaza³o dobry efekt w terapii dzieci ze
wznow¹ bia³aczki [17], chocia¿ nie wykazano wp³ywu tego
efektu na wyniki leczenia ALL w programie BFM-90 [18].
Efekt ochronny L-asparaginazy jest zwi¹zany z obni¿eniem

RRyycc..  22..  Korelacja pomiêdzy syntez¹ tlenku azotu i wczesn¹ apop-

toz¹ wyra¿on¹ wi¹zaniem anneksyny V. Na wykresie wspólnie

umieszczono wyniki wszystkich wykonanych badañ (po 3–4) dla

ka¿dej z czterech badanych linii komórkowych. Ka¿dy punkt wy-

ra¿a wynik pojedynczego badania
FFiigg..  22.. Correlation between nitric oxide synthesis and early apop-

tosis expressed as annexin V binding. The graph shows of all re-

sults of (3-4 separate) experiments performed for each of the te-

sted cell line 
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RRyycc..  33.. Wzglêdna aktywacja procesów apoptotycznych w komór-

kach poddanych dzia³aniu asparaginazy (Medac) w stosunku do

komórek kontrolnych
FFiigg..  33.. Ratio of activation of apoptotic processes in cells treated

with Asparaginase (Medac) in relation to untreated cells 
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syntezy bia³ek w normalnej tkance. Natomiast w przypad-
ku podania tych leków w odwrotnej sekwencji (np. meto-
treksat podawany po L-asparaginazie), powoduje wyst¹pie-
nie antagonizmu w dzia³aniu cytotoksycznym [17]. 

W zwi¹zku z niezadowalaj¹cymi wynikami w terapii AML,
ci¹gle trwaj¹ poszukiwania leków skutecznych wobec tej
choroby. W ostatnich latach pojawi³y siê próby zastosowa-
nia nowych leków w leczeniu AML. Najwiêksze zaintereso-
wanie budz¹ leki zaliczane do tzw. terapii celowanej,
a w szczególnoœci inhibitory receptora kinazy tyrozynowej
FLT-3/ITD, czyli CD135 (SU5416, SU11657) [19], inhibitory
bia³ka MDR1 [20], gemtuzumab ozogamicin (przeciwcia³a
monoklonalne anty-CD33) [21, 22] i inhibitory transferazy
farnezylowej (Zarnestra), które hamuj¹ drogê sygna³ow¹
bia³ka RAS [23]. 

PPooddzziiêêkkoowwaanniiaa
Autorzy dziêkuj¹ anonimowemu recenzentowi za uwa-

gi i sugestie, które przyczyni³y siê do podniesienia jakoœci
tej pracy. 
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