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Summary

The study describes the organ location of neoplasms, their classification, karyotypic and phenotypic changes
and biomarkers. The majority of neoplasms mentioned in the study behave typically in their local growth,
infiltration and destruction of neighboring tissues, recurrence and metastasis. Nonetheless, numerous exceptions
from that rule are noted. The study discusses the process of the formation of monoclones in malignant tumors,
especially in lymphomas. The phenotypic markers of differentiation have been useful in the classification of
neoplasms. Neoplastic differentiation begins at the molecular level, which is reflected in the phenotype of the
cells, and the direction of differentiation usually corresponds to the initial tissue. The neoplastic cell genome
is unstable and susceptible to mutation, which may also be influenced by viruses that change the genetic code.
This affects the cell cycle and results in proliferation prevailing over necrosis and apoptosis. The karyotypic
changes in neoplastic cells are transmitted from generation to generation; they are irreversible and progressive.
Moreover, these cells, as compared to normal cells, show higher resistance to various stress factors, which may

play an important role in their progression to a malignant phenotype.
It has been shown that malignant neoplasms express the whole range of malignant characteristics, although
this feature is not constant and may be influenced by the genetic instability of the cells, by the microenvironment

and/or by the treatment.
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Nowotwory mozna podzieli¢ wedtug ich pochodze-
nia tkankowego na: 1 — zbudowane z jednego typu
komorek miqiszowych (zdecydowana wigkszos$¢),
2— WIQCGJ niz jednego typu komorek nowotworowych
— guzy mieszane, wywodzace Slf; z reguty z jednego
listka zarodkowego, np. guz mieszany $linianki (ade-
noma pleomorphum, tumor mixtus), guz mieszany sut-
ka (tumor mixtus mammae) oraz 3 —wigcej niz jednego
typu listka zarodkowego — teratoma, teratocarcinoma
—np. w kompozycji z rakiem pecherzyka zottkowego —
YST (yolk sac tumour — 10, 12). Aktualnie obowigzuje
klasyfikacja nowotwordw oparta na ich histogenezie,
w zwigzku z czym nowotwory dzieli si¢ na: wywodza-
ce si¢ z multipotencjalnych komoérek macierzystych
gonad — nowotwory germinalne, czyli zarodkowe
— germ cell tumours, z wyjatkiem choristoma, czyli
odprysku heterotopowego — heterotopic rest oraz ha-

martoma (btgdniaka) — imitujacych nowotwor, nowo-
twory nabtonkowe — epitheliomata (niezroznicowane,
czyli anaplastyczne, zr6znicowane narzagdowo, np. rak
watrobowokomoérkowy i zréznicowane, z podkresle-
niem, ze komorki nabtonka pochodza z trzech listkéw
zarodkowych, tj. mezo-, ekto- i endodermy) oraz
nowotwory nienabtonkowe (mezenchymalne i me-
zodermalne — mesenchymomata) — niezroznicowane
izréznicowane (11, 12). Nowotwory mezenchymalne,
wg kryterium klinicznego, dzieli si¢ czasem na kost-
niakomigsaki (guzy ko$ci) i migsaki tkanek migkkich.
Te ostatnie, wedlug Suenna (cyt. 23), wywodza si¢
zmezodermy embrionalne;j i dzieli si¢ je na nowotwory
drobnookragtokomoérkowe (np. lymphoma, sarcoma
Ewingi), nowotwory wrzecionowatokomoérkowe (np.
fibrosarcoma) i nowotwory pleomorﬁczne (np. lipo-
sarcoma pleomorhicum). Ponadto wyr6znia si¢ no-



wotwory: tkanki barwnikotworczej, tkanki nerwowej
1 paragangialnej — chromochtonne i niechromochtonne,
nowotwory ztozone, np. fibroadenoma (wtokniakogru-
czolak), carcinosarcoma (migsakorak) — zbudowane
z komorek roznicujacych si¢ w roznych kierunkach
(rozbiezne rdznicowanie), a nawet wywodzacych si¢
z dwoch lub trzech listkow zarodkowych, np. potwor-
niak germinalny — teratoma s. dysembryoma, zwany
takze teratoma coaetanneum, czyli ,,yé6wny z wiekiem”
chorego oraz nowotwory z ukladu rozproszonych ko-
morek neuroendokrynnych — DNS (diffuse neuroendo-
crine system, zwanych dawnej APUD (amine precursor
uptake and decarboxylation), z ktérych powstaja guzy
typu NETs (neuroendocrine tumours) o lokalizacji
ektopowej 1 nieektopowe;j (6, 10, 12).

W wymienionym guzie mieszanym sutka tkanka
chrzestna i kostna mogg pochodzi¢ z komorek nablon-
ka, komorek tkanki tacznej, komorek mioepitelialnych
lub komorek pnia o zdolno$ci wielokierunkowego
réznicowania. Taka mozaika budowy histologicznej
utrudnia lub wrecz uniemozliwia oceng nowotworu,
np. czy ma on charakter zto§liwy, czy nieztosliwy
1 mamy do czynienia z pojeciem guza podejrzanego
o ztosliwo$¢, a wiec guza z pogranicza — BTc (bor-
derline case tumour), zwanego takze rakiem o matym
potencjale ztosliwosci — carcinoma of low malignant
potential (12). Z kolei niektére z potworniakow, ze
wzgledu na pochodzenie klonalne, sg na pograniczu
zaburzen rozwojowych i nowotworoéw nieztos§liwych.
W koncu nalezy wspomnie¢, ze w 3-10% przypadkow
nowotworow, mimo obecno$ci mnogich przerzutow,
nie udaje si¢ wykry¢ przy pomocy badan kliniczno-
-laboratoryjnych oraz obrazowych ich ogniska pier-
wotnego (cancer of inknown primary site) lub ognisko
takie z czasem samoistnie zanika (5).

Nowotwory mozna takze klasyfikowaé zgodnie
z kierunkiem réznicowania si¢ ich komorek, wy-
korzystujac do tego celu: mikroskop $wietlny, mi-
kroskop elektronowy, badania immunocyto(histo)
chemiczne, cytometri¢ przeptywowa, wykrywajac
obecnos$¢ markeréw biologicznych (np. receptorow
ER, PR, c-erbB-2/HER2, PSA, CEA, produktow
zmutowanego genu 7P53) lub postugujac si¢ metoda-
mi molekularnymi (7, 12, 15). Niestety, mimo wielu
metod zrdznicowanie komorek pozwala jedynie na
ocen¢ tkanki, z ktorej sie wywodza, nie wskazujac
jednoczesnie, z jakiego narzadu on pochodzi. Ma to
istotne znaczenie w rokowaniu i terapii, w mys$l zasady
bene diagnoscitur bene curantur, mimo ze wigkszo$¢
komorek nowotworowych wykazuje rdznicowanie,
czyli stan epigenetyczny (przeprogramowanie) w kie-
runku komorek, z ktérych prawdopodobnie pochodza,
o czym $wiadczy zachowanie przez nie wielu cech
fenotypowych tkanek, z jakich si¢ wywodza (6). Na
przyktad stopief zrédznicowania komodrek nowotworu
niezto$liwego z reguty odpowiada tkance, z ktorej
si¢ on wywodzi. Zasada ta nie obowigzuje natomiast
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w przypadku komorek pluripotencjalnych, ktore moga
dalej nie réznicowac sie, np. w carcinoma embryonale
testis, r6znicowa¢ w tkanki pozazarodkowe (YST),
ztosliwy nabtoniak kosmoéwkowy (choriocarcinoma)
lub komorki somatyczne (teratoma) (3, 12). Podobnie
mig¢dzy nowotworami anaplastycznymi, w ktorych
nie mozna dostrzec juz zadnych cech réznicowania,
a wywodzacymi si¢ z roznych tkanek, istnieje wicksze
podobienstwo niz mi¢dzy nowotworami anaplastycz-
nymi a tkanka, z ktorej pochodza. Trzeba bowiem
podkresli¢, ze rd6znicowanie komorek jest procesem
bardzo skomplikowanym i pobudzanym m.in. przez
czynniki transkrypcji, czyli biatka bHLH 1 biatka WNT,
jak 1 hamowanym przez biatka ID — zapobiegajace
przedwczesnej reakcji (18). Istnieje takze, mato po-
pularny, podziat nowotworéw wg ich organogenezy,
tj. wynikajacy z budowy histologicznej przerzutu, na
podstawie ktorego mozna wnioskowac o macierzystym
narzadzie guza pierwotnego, np. przerzut w plucach
zbudowany z komorek jasnych $§wiadczy o raku ja-
snokomoérkowym nerki, a komorek hepatoidalnych
o obecnosci raka watroby. Z kolei w cytodiagnostyce,
ktora opiera si¢ na ocenie morfologicznej izolowanych
komorek nowotworowych, wyraznie rdznigcych si¢
od tkanki macierzystej, stosuje si¢ podziat wynikajacy
z ich wspolnego pochodzenia i budowy morfologicz-
nej. Wyrdznia si¢ zatem nowotwory nabtonkowe, me-
zenchymalne oraz nowotwory ,,okragtokomoérkowe”,
ktérych komoérki maja wprawdzie podobny wyglad, ale
odmienne pochodzenie tkankowe, np. histiocytoma,
mastocytoma czy lymphoma (22).

Taki zréznicowany stan wiedzy byt inspiracja do
dokonania w niniejszym opracowaniu proby usys-
tematyzowania narzadowej lokalizacji i klasyfikacji
nowotwordéw wraz z przedstawieniem ich zmian kario-
1 fenotypowych oraz biomarkeré6w nowotworowych.

Dynamika zmian morfologicznych,
kierunek réznicowania, zmiany kariotypu

Madej J. A. w opracowaniu ,,Rola immunohisto-
(cyto)chemii, antygendow oraz markerow komorko-
wych w diagnostyce i histogenezie nowotwordéw”
(16) przedstawia klasyfikacje nowotwordw, zardGwno
czesto wystepujacych w organizmie, jak i1 rzadko
spotykanych, takich jak: MALTomata, GISTomata
(GISTs), PECo-mata, zespoty MEN 11 Il oraz zwia-
zane z nimi nowotwory neuroendokrynne (NETSs), jak
rowniez opisano lokalizacje narzadowa nowotworow.
Wiekszos¢ wymienionych nowotworow podlega
ogolnym zasadom miejscowego wzrostu w zakresie
jego szybkosci, przebiegu i zachowania si¢ wobec
otoczenia, a wigc nacieczenia i destrukcji sgsiedztwa
(nowotwor miejscowo ztosliwy — neoplasma semima-
lignum), wznowy lub przerzutowania. Nowotwory te
rosng egzo-, mezo- lub endofitycznie, wzglednie maja
nieregularny ksztatt i obrzeze, zwlaszcza w narzgdach
migzszowych lub wyjatkowo wydostajg sie, jak leio-



Med. Weter. 2018, 74 (11), 679-686

myoma nascens (,,mi¢sniak rodzacy si¢”), z macicy
na zewnatrz jej szyjki (12). Nowotwory najczesciej
wywodzg si¢ z tkanki nablonkowe;j i szpiku kostnego,
co wynika z obecno$ci w nich multipotencjalnych
komoérek macierzystych. Sa jednak od tych zasad
liczne wyjatki i1 tak niezto§liwy angiofibroma ro$nie
wybitnie naciekowo, angiomyolipoma renis powoduje
$miertelne krwotoki, /ipoma — wykazuje aberracje
chromosomalne, np. translokacje t(3;12) (q27-28;
ql3-15), tumor gigantocellularis ossis moze dawac
przerzuty do ptuc, za$ papilloma pgcherza moczowego
ztosliwie¢, a jego operowane fragmenty sa powodem
»przerzutdw przez implantacje¢” (10). Podobnie nie-
ztosliwy leiomyoma uteri moze, ale tylko w okresie
cigzy, dawac u kobiet przerzuty, aczkolwiek uwaza si¢
je raczej za ogniska metaplastyczne. Z kolei niektore
nowotwory zlosliwe, np. melanoma malignum, oprocz
klasycznych przerzutow, tworza guzki satelitarne i tzw.
przerzuty tranzytowe (in-transit), natomiast carcino-
ma intraductale mammae, czgsto wieloogniskowy,
paradoksalnie nie daje przerzutdw, podobnie jak fibro-
sarcoma pretuberans atque recidivans, lecz szybkie
wznowy pooperacyjne. Mesenchymomata benigna,
np. lipomyoma, angiomyolipoma, jezeli wystepuja
w dziecinstwie facznie z wadami rozwojowymi, traktu-
je sie albo jako nowotwory, albo jako hamartoma (22).
Czasem rak nerki moze mie¢ torebke tacznotkankowa,
migsaki — torebke rzekoma, natomiast nieztosliwy hi-
stiocytoma i naczyniaki paradoksalnie jej nie tworza.
Z kolei neoplasma muco-planoepitheliale $linianki
ro$nie w sposob nieprzewidywalny, tzn. zto$liwieje
lub nie, a carcinoma sarcomatoides renis, mimo
ze zbudowany jest z komoérek migsakopodobnych,
wykazuje obecnos¢ cytokeratyny i desmosomow, tj.
markeréw réznicowania nabtonkowego. Carcinoma
in cicatrice — rak w bliznie pogruzliczej w ptucach,
jestnowotworem kolagenotwoérczym (desmoplastycz-
nym), natomiast widknienie jego zregbu ma charakter
wtorny (20). Z kolei carcinoma hepatoides ventriculi
zbudowany jest zarowno z komorek gruczotowych, jak
1 komorek zawierajacych glikogen, z61¢ i kule szkliste,
a tumor phylloides mammae to przyktad nowotworu
wyste;pujqcego az w trzech postac1ach niezlosliwe;j,
o ograniczonej ztosliwosci 1 zto§liwej. Czasem pa-
radoksalnie wynik badania histopatologicznego jest
ujemny, np. przy zupelnej autolizie szpiku kostnego
spowodowanej u ludzi ostrg biataczka szpikowa AML
(acute myeloblastic leukaemia — charakteryzujaca si¢
obecnos$cig genu hybrydowego AML 1-/CBF-alfa/ETO,
aktywnoscig mieloperoksydazy, esterazy chlorooctanu
ASD naftolu i immunofenotypem MPO*, CD43* MT1)
— typu zieleniaka (zieloniaka) — chloroma, w ktorej
dojrzewajace mieloblasty naciekaja tylko okostna
1 nadajg jej barwe¢ intensywnie zielong — ewenement
kolorystyczny w catej onkologii (4, 23). Samoistnej
cytoredukcji ulega takze rak z komorek C tarczycy,
w ktorym obserwuje si¢ kumulacje zaréwno ztogdéw
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amyloidu pochodzacego z kalcytoniny (reakcja im-
munologiczna), jak i wapnia (kalkosferytoéw) oraz
nasilong desmoplazje, ale z zachowana produkcja
serotoniny i amin katecholowych (12).

W wiekszosci narzadow, z wyjatkiem serca, dominu-
ja nowotwory pierwotne nad nowotworami wtornymi
1 to zarowno u ludzi, jak i u zwierzat. Nowotwory
przerzutowe serca sg u ludzi 100-krotnie czestsze niz
pierwotne i powstajac droga limfatyczna, naciekaja
osierdzie oraz nasierdzie, natomiast drogg krwionos$na
infiltruja migsien sercowy (19). Nowotwory serca sg
zlokalizowane gtownie w przedsionkach (zwlasz-
cza lewym), rzadziej w komorach. Niezaleznie od
tego czg$¢ zmian rozplemowych w obrgbie uktadu
naczyniowego nie ma charakteru zmian nowotwo-
rowych, ale wad rozwojowych, czyli malformacji
naczyniowych (vascular malformations), np. znami¢
naczyniakowe, naczyniakowato$¢, naczyniak pajako-
waty, bledniakow (hamartomata), zmian nabytych,
wzglednie sg to nowotwory na pograniczu guzow
ztosliwych i nieztosliwych. W ich diagnostyce istotng
role odgrywaja odczyny immunohistochemiczne na
czynnik VIII, antygen CD31 i CD34. Z kolei ws$rod
nowotorow gruczotow dokrewnych dominuja zdecy-
dowanie gruczolaki nad rakami. Nowotwory te, np.
w zespole MEN I spowodowane sg brakiem biatka
meniny, kodowanej przez zmutowany gen Supresorowy
MENI, za$ w zespole MEN II — przez zmutowany gen
RET (12). Niektore niezroznicowane nowotwory, np.
rak drobnokomorkowy pluc, sa Zrédlem ektopowej
produkcji hormonéw (ACTH), czyli zlokalizowanej
poza gruczotem wydzielania wewnetrznego. Watroba
1 ptuca stanowia zdecydowanie najczestsza lokaliza-
cje przerzutow odlegtych (raki, czerniaki, migsaki
1 chloniaki), w szpiku kostnym brak jest nowotworow
tagodnych, a szpiczak moze mie¢ ponadto lokalizacje
pozakostng, np. w migdatkach czy nerkach. Charakter
wirusowy ma adenomatosis multiplex ovis (enzo-
otyczna gruczolaczyca ptuc — Jag-zieckte) powstajaca
wieloogniskowo (3). Najczgstszymi nowotworami
ztosliwymi kosci sg przerzuty, a nowotwory mozgu to
przyczyna 2% zgondéw u ludzi. Niektdre nowotwory,
np. chtoniak z limfocytéow Th drog oddechowych,
zwany angiocentryczng zmiang immuno-prolifera-
cyjng, w ktorej mozna wykry¢ wirusa Epsteina-Barr,
trudno odrézni¢ od nacieku zapalnego (12). Charakter
odczynu zapalnego moga przybiera¢ takze B lub T
komoérkowe rozrosty rzekomochtoniakowe (psuedo-
lymphoma — benign hyperplastic lymphoid inﬁltrate)
a hlst1ocytoza reaktywna — wykazywa¢é progreSJe;,
regreSJe; oraz naprzemienne zwigkszenie lub zmniej-
szenie si¢ zmian (wax and wane) (17). Podobnie naciek
limfocytéw w MALToma zwany ,,zmiang limfocytar-
no-nabtonkowa” (lymphoepithelial lesions) imituje
przewlekly odczyn zapalny typu autoagresyjnego.
Czasem, np. w czerwienicy prawdziwej (poly-cytha-
emia rubra vera), rozplem komoérek nowotworowych
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moze by¢ na statym poziomie, a nawet ulegac regresji,
jako tzw. faza ,,wypalenia” (stent stage), prowadzaca
do metaplazji szpikowej 1 mielofibrozy (10). Ponadto
istnieje tzw. postac tlaca nowotworu, np. w szpiczaku
plazmocytowym (smouindolent myeloma), w ktorej
10% pacjentdow nie wymaga leczenia, poniewaz cho-
roba przebiega tagodnie (18). Takich wyjatkow jest
wigcej 1 powinny by¢ one uwzgledniane u pacjentéw
w indywidualnej terapii.

Jezeli liczba nowotworéw u jednego pacjenta jest
rézna, tj. od jednego do kilku (tzw. skaza nowotwo-
rowa) i zréznicowana rodzajowo, uwaza si¢, ze jest to
zjawisko przypadkowe, natomiast gdy sg to nowotwory
jednego typu, pod uwagg bierze si¢ zmiany genetyczne
lub hormonalne (12). Czasem nowotwory moga samo-
istnie zanika¢ lub z guza niedojrzatego (zto§liwego)
powstaje dojrzaty (nieztosliwy).

Rozplem tkanek moze przybiera¢ posta¢ zmian przed-
nowotworowych (laesio praecancerosus), standw
przednowotworowych wtasciwych i niewtasciwych
(status praecancerosus, np. u ludzi w xerodermia
pigmentosum ro$nie ryzyko powstania raka skory,
a w marskos$ci watroby — raka watrobokomorkowego)
oraz raka przedinwazyjnego (carcinoma praeinvasi-
vum, carcinoma in situ —rak O°; ktéra to nazwa, wraz
z okresleniem ,,dysplazja duzego stopnia”, aktualnie
zastapione sg terminem ,,neoplazja srodnablonkowa
— SIN). Istnieje tez podzial na stany przedrakowe
wzgledne (relativae) i stany przedrakowe bezwzglgdne
(absolutae); te drugie obligatoryjnie, w przeciwien-
stwie do pierwszych, prowadza do uzlosliwienia
nowotworu. Nowotwory ztosliwe maja charakter
monoklonalny, tzn. w jednej komoérce zostaje przy-
padkowo inaktywowany chromosom od matki, np.
X1, a w innej chromosom X2 od ojca. Takie przy-
padkowe rozmieszczenie komorek z chromosomem
X1 lub X2 ma miejsce w komodrkach prawidtowych,
natomiast w komoérkach nowotworowych inaktywo-
wany jest tylko jeden z tych chromosomoéw, co ma
$wiadczy¢ o klonalnos$ci komorki nowotworowej 9).
Nastepnie dochodzi do kolejnej zmlany genetycznej
w komorce 1 powstaje nowy klon, mniej wrazliwy
na sygnaly regulacyjne, pojawia si¢ kolejna mutacja
1 tak okoto 4-5 razy, co nosi miano progresji nowo-
tworowej. Pojedyncza mutacja powoduje bowiem
tylko proliferacj¢ tkanki prawidtowej, ktorej efektem
jest indukcja nowotworu niezto§liwego. Dopiero wia-
czenie si¢ kolejnych torow mutacyjnych doprowadza
do oligoklonalnego wzrostu nowotworu, np. in situ,
anastepnie powstania nowotworu zto§liwego. W kon-
cu powstaje klon komérek zupetie niezaleznych od
jakichkolwiek sygnatow regulacyjnych, ktory rozsiewa
si¢ w organizmie, prowadzac do jego $mierci. Ponadto
istnienie bloku w procesie dojrzewania i roznicowania
powoduje, ze klon komorek nowotworowych moze
wykazywa¢ znaczng roznorodnos¢ cech morfologicz-
nych, cytogenetycznych, immunologicznych i moleku-
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larnych. Przykladem markeroéw klonalnosci sag m.in.
translokacje chromosomow Philadelphia t(9;22) oraz
translokacje 8:14, 8:22 1 8:2 — obserwowane w bia-
taczkach i chloniaku Burkitta u ludzi (6).

Wszystkie chtoniaki, zaroOwno nieziarnicze, jak
1 ziarnicze (choroba Hodkina), sg ztosliwe (nie ma bo-
wiem form tagodnych, jak w przypadku innych nowo-
tworow, a jezeli proliferacja komorek ma przebieg nie-
zto$liwy to jest to raczej pomytka diagnostyczna anizeli
chloniak) i monoklonalne (kazdy limfocyt wytwarza
tylko jeden receptor antygenowy, immunoglobulinowy
w komorkach B lub receptor powierzchniowy komorek
T, TCR), czym r6znig si¢ od poliklonalnych proceséw
odczynowych (16). Najztosliwsze sa chioniaki typu
T, kolejno typu B i chtoniaki typu MALTomata, czyli
pozawezlowe.

W etiopatogenezie nowotworow krwinek biatych
bierze si¢ pod uwagg:

— translacje chromosomalne, mogace prowadzi¢
np. do fuzji elementéw przynaleznych do dwoch
genodw, co czesto powoduje powstanie genu fuzyj-
nego (genu hybrydowego), kodujacego nowe biatko
chimeryczne. Przykladem jest biatko fuzyjne BCR/
ABL, kodowane przez gen fuzyjny obecny na 22
chromosomie Philadelphia w przewlektej bialaczce
szpikowej u ludzi, ktére zapobiega $mierci komorek
nowotworowych poprzez hamowanie ich apopotozy
1 nastgpowg akumulacje w organizmie. Czasem dtuzsza
ekspozycja komoérek B na rekombinazy, tj. enzymy
rearanzacji komorkowej, wptywa na wigksza czestosé
pojawienia si¢ chtoniakéw B niz T-komorkowych (1).
Aktualnie translokacje te, jako zjawisko powtarzajace
si¢ w opisanych nowotworach, uwaza si¢ za aberracje
chromosomowe dla nich swoiste. Inne natomiast aber-
racje z reguly nie dotycza nowotwordéw pochodzacych
z tkanki limfatycznej czy uktadu krwiotworczego, a gu-
z6w litych, np. amplifikacje genow N-MYC i HER-2
obserwuje si¢ w raku sutka i nerwiaku, a delecje
chromosomow 13q 1 14 w siatkdwczaku oka czy 17p,
5q 1 18q w raku okre¢znicy. Ponadto zauwazono, ze
mutacja komoérek immunologicznie kompetentnych
w niektorych chtoniakach przyczynia si¢ do rozwoju
chordéb autoimmunologicznych — AID (autoimmune
disease) 1 vice versa, autoimmunologiczne limfocyto-
we zapalenie tarczycy (choroba Hashimoto) usposabia
do rozwoju w niej chtoniaka MALToma typu B (10).
Bierze si¢ takze pod uwage wrodzone uwarunkowania
genetyczne typu ataxia teleangiectasia oraz zespot
Downa (trisomig¢ 21);

— wirusy, np. HTLV-1 1 2, EBV (wirus Ebsteina-
Barr), BLV (bovine leukemia virus), FLV (feline leu-
kemia virus) oraz reakcje odporno$ciowe towarzyszace
infekcji Helicobacter pylori bedace powodem raka
lub MALToma zotadka. Niektoére retrowirusy moga
wnikna¢ do komorek ssakdw w sytuacji, gdy w ich
RNA dojdzie do kumulacji bledow w kolejnych po-
koleniach, spowodowanej niestabilnoscig molekularng
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tego kwasu — cesze r6znigcej go od stabilnego DNA.
Na przyktad prawidlowy mRNA genu MYC ma okres
potrozpadu trwajacy kilka minut, natomiast zmienione-
go transkryptu, ktory powstaje w wyniku translokacji
chromosomalnej 8:14 w chtoniaku Burkitta, wynosi
juz ok. 6 godz. (6). Zaobserwowano takze, ze w nowo-
tworze tym im blizsze jest sasiedztwo chromosoméw
w jadrze, tym czgstsze sa przypadki ich polaczen. I tak
w limfocytach B chromosom 8 i 14 sg obok siebie, co
powoduje, ze po peknieciu DNA gen MYC z chromo-
somu 8 i gen /GH z chromosomu 14 moga potaczy¢
si¢ krzyzowo 1 powstaje kancerogenna translokacja
(18, 21). Z kolei herpeswirusy, wywotujace niektore
chloniaki i bialaczki T-receptorowe, kodujag snRNA
1 tworzg si¢ czasteczki hybrydowego snRNA, ktorego
transkrypty wirusowe majg na koncu 5’ sekwencje
AUUUA, wspotzawodniczac z czasteczkami mRNA
gospodarza o miejsce wigzania z biatkiem powoduja-
cym degradacje (5). Sa takze wirusy modyfikujace cykl
komorkowy, np. wirus HPV (human papilloma virus)
pobudza nabtonek szyjki macicy, co prowadzi etapowo
do jego dysplazji, powstania raka in sifu 1 w koncu raka
inwazyjnego (25). Z kolei wirusowy onkogen v-src
(sarcoma), kodujacy biatko p60¥=", jest kinaza, ktora
uruchamia kaskadg¢ fosforylacji innych bialek cyklu,
doprowadzajac do onkogenezy (10);

— czynniki jatrogenne, np. mutagenny wplyw pro-
mieniowania jonizujacego w radioterapii lub lekow
stosowanych w chemioterapii, prowadzacy do niespo-
dziewanego pojawienia si¢ chtoniakow, bialaczek czy
zespolow mielodysplastycznych (17).

Czgsto uzywa si¢ podwojnego okreslenia ,,chtoniak/
biataczka”, zwlaszcza gdy obraz choroby jest miesza-
ny, tzn. jednoczesnie mamy do czynienia z obecnos$cia
guza narzqdowego pierwotnego lub wtornego (po
wszczepieniu si¢ krazacych we krwi komoérek nowo-
tworowych) oraz rozplemem szpiku. Wyjatkowo brak
jest obu ww. elementdw 1 powstaje chtoniak pierwotnie
wysiekowy (primary effusion lymphoma), czyli ,,chto-
niak rozwijajacy si¢ w jamach ciata” (body-cavity-
-based lymphoma), ktérego komorki ptywaja wolno
w tych jamach i nosza miano ,,naturalnej hodowli
komorek nowotworowych”. Nowotwor ten spotyka si¢
czasem w AIDS, glownie przy rownoczesnej infekcji
wirusem HIV 1 wirusem KSHW (wirusem migsaka
Kaposiego — 10). Podobny do niego jest $§rodzylny
chtoniak zbudowany z duzych komorek B (intravascu-
lar large B-cell lymphoma), tzw. nowotwor ,,bez guza”,
bardzo rzadko wystepujacy u ludzi i psow (12, 17).

Biataczki sa chorobami akumulacyjnymi i czas
przezycia komorek limfoidalnych we krwi, w porow-
naniu z komoérkami zdrowymi, jest 5-10-krotnie wy-
dhuzony (tzw. generation time) anizeli przyspieszony.
Obserwuje si¢ w nich uposledzong zdolnos¢ do rdzni-
cowania, wynikajaca ze wzmozonej ekspresji gendw
zrodziny BCL-2 lub ostabionej apoptozy, zaleznej np.
od genow FAS. Oprocz zmian ilosciowych i struktural-
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nych chromosomoéw w biataczkach spotyka si¢ aberra-
cje genetyczne o charakterze wewnatrzgenowym, np.
wewnetrzng duplikacje genu FLT3—ITD oraz mutacje
genow NPM1 i CEBPA (18). Czasem charakteryzuja
si¢ istnieniem tzw. przerwy biataczkowej (hiatus
leucaemicus), czyli brakiem posrednich form komor-
kowych w rozwoju hematopoetycznym. Do rozwoju
ostrej biataczki usposabiajg takze zespoty mielodyspla-
styczne. Czasem paradoksalnie ,,nadmiar odpornosci”,
czyli autoagresja immunizacyjna, sprzyja rozwojowi
chloniaka, np. w reumatoidalnym zapaleniu stawdw
— 10-krotnie czy w chorobie Sjégrena — 30-krotnie
(10). W biataczkach wykazano istnienie czterech
grup czynnikow onkogennych, tj. n, — predyspozycji
genetycznych, n, —czynnikéw fizycznych, n, — czynni-
koéw chemicznych oraz n, — czynnikdw biologicznych
(gtownie RNAwiruséw), ktore moga wystgpowac
pojedynczo lub we wzajemnej rekombinacji. Powstaje
zatem 16 mozliwosci indukowania nowotworu, przy
zatozeniu, ze n = 0 (brak indukcji nowotworu). Mozna
to wyrazi¢ sumarycznym wzorem (13):

=0,n, =16

1

B (biataczka) = Zz' n

Diagnostyka nowotworéw mieloidalnych, w po-
réwnaniu z chtoniakami, jest z kolei zdecydowanie
trudniejsza ze wzgledu na czgsto spotykany rowno-
czesny rozplem réznych komorek nowotworowych,
tj. granulocytow, komorek erytroidalnych, limfocytow,
megakariocytéw oraz makrofagoéw i wymaga z reguty
oceny ich kariogramu oraz zastosowania metod bio-
logii molekularne;j.

Nowotwory wykazuja hetero- i homokanibalizm
(autokanibalizm), czyli entozg, ktorej efektem jest
heterofagocytoza niezupetna lub zupetna, kanibalizm
rzekomy (pseudokanibalizm), rozpad na ciatka gra-
nularne, zlosliwa transformacja komorek nowotworu
fagodnego, redukcja potencjatu klonogennego lub
komorki nowotworu zlo§liwego ulegaja progresji,
czyli uztosliwieniu (15). Nowotwory ztos§liwe dzieli
si¢ na niezréznicowane (anaplastyczne), podobne
w kazdej tkance, zréznicowane jednokierunkowo lub
zréznicowane wielokierunkowo, co determinuje ich
cechy biologiczne. Zwlaszcza te dwie ostatnie grupy,
szczegoOlnie raki, wykazuja silng swoisto$¢ narza-
dowa. Nie Wszystkie nowotwory ztosliwe posiadaja
takg sama 1nwazyjnosc czy potencjat przerzutowama
awykrycie w guzie macierzystym komorek o wyraznie
zdefiniowanych cechach do metastazy jest aktualnie
niemozliwe, zwlaszcza, ze geny przerzutowania maja
zaréwno raki, jak 1 migsaki. Reguta jest natomiast
fakt, ze nowotwory o$rodkowego uktadu nerwowego
nie dajg przerzutow poza mdzg, tworzg za$ czgsto
torbiele wewnatrz- i okolonowotworowe, a takze sg
powodem tzw. efektu masy, czyli rosnac, doprowadzajq
do wzrostu ci$nienia wewnatrzczaszkowego i objawow
klinicznych (wymiotdéw, nudnosci, bolow glowy) (19).



684

Glejaki mézgu sa z kolei typowym przykladem nowo-
tworow potztosliwych, czyli o wzroscie nacieckowym
1 destrukcyjnym tkanki okolicznej, z obecno$cia
typowych markeréw, tj. CFAP (glial fibryllary acid
protein — kwasne biatko glejowe) i biatka S-1007, nie
dajace przerzutdéw, chociaz po wznowie mogace ulec
ztosliwej progresji (19). Nowotwory te, w pordéwnaniu
z innymi guzami, charakteryzuja si¢ takze wyjatkowo
nasilong angiogeneza, spowodowang nadmierng eks-
presja receptoréw kinaz tyrozynowych, tj. VEGFR-1
1 VEGFR-2 (vascular endothelial growth factor — czyn-
nikdw wzrostu §rédbtonka naczyniowego, nie ulega-
jacych ekspresji w prawidtowym $rodbtonku) oraz
obecnoscig ligandow VEGF dla tych receptorow (20).
Czasem proliferujace komorki nowotworu mozgu, np.
w medulloblastoma, pobudzaja mitogenne dziatanie
biatka Shh (Sonic hedgegog) 1 biatka Patches, czyli blo-
nowg Sciezke sygnatowa, jaka jest uruchamiana przez
polaczenie tego ligandu z jej receptorem. Efektem jest
wysoki indeks mitotyczny (> 50%) — tzw. MIB1 (prze-
ciwcialo przeciwko antygenowi Ki-67) (10).

Rozwdj i progresja nowotwordw ztosliwych zwigza-
na jest z licznymi zaburzeniami molekularnymi (glow-
nie mutacjami protoonkogendw oraz genow supresoro-
wych), azmiany genomu prowadza do zmian fenotypu
z prawidlowego na nowotworowy, co odpowiada po-
jeciu tzw. toru mutacyjnego (19). Jednoczesnie trzeba
zaznaczy¢, ze rdznice fenotypowe komorki prawidto-
wej od nowotworowej s3 mniej widoczne na poziomie
biochemicznym anizeli na poziomie genetycznym i to
one decyduja o zaburzeniu homeostazy metabolicznej
komorki. Transkrypcje protoonkogenéw i onkogendw
wzbudzaja gléwnie kinazy MAPERK (antigen-acti-
vated protein, extracellular-signal-regulated kinases),
przekazujace sygnaty z zewnatrz przez cytoplasz; do
jadra komorkowe go (7). Tak wigc rozwdj nowotworow
promuje brak genow supresorowych, np. 7P53, RB1,
APC, a takze mutacje genéw naprawy DNA (hMSH 1,
hMSH 6, hMLHI, hPMSI1, hPMS2) — tzw. geny mu-
tatorowe, powodujace proliferacj¢ komorek z tzw.
pozytywnym fenotypem btgdu replikacyjnego (RER™)
(19). Efektem sg zmiany ilosci powtorzen mikrosate-
litarnego DNA, czyli stan niestabilnos$ci satelitarnej
(17). Wykazano, ze w DNA dochodzi w trakcie zycia
cztowieka do 6 x 10? mozliwosci powstania bledu,
co moze stanowi¢ droge do powstania mutacji (8).
Oznacza to podziat 10 komorek/sek., przy czym 33%
z nich moze mie¢ mutacje DNA, w tym nowotworo-
wa (8). Mutacje nowotworowe w 90% przypadkdéw
dotycza gendw somatycznych, a tylko 10% to mutacje
w linii germinalnej (17). Zmiany aparatu genetycznego
dziedzicza si¢ z pokolenia komodrek na pokolenie, sg
nieodwracalne i postepujace. Mutacje moga by¢ dzie-
dziczone po rodzicach (mutacje silne) lub zwigzane
sa z osobniczym tlem genetycznym (predyspozycje
stabe). Mozna tez dziedziczy¢ cechy fenotypowe, im-
munologiczne i endokrynologiczne, ale ich znaczenie
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w indukcji nowotworéw ztosliwych jest marginalne
(13). W transformacji nowotworowej zaangazowane
sg takze zjawiska epigenetyczne, np. hypermetylacja
(metylacja de novo) lub hypometylacja wysp CpG
w promotorze genu (odpowiednio, przylaczenie
grup metylowych do cytozyn w niemetylowanych
sekwencjach DNA lub obnizenie poziomu metylacji
DNA) oraz metylacja lub deacetylacja rdzenia histo-
nowego, manifestujaca si¢ m.in. spadkiem ekspresji
genu alfa-Klotho. Moze by¢ on genem supresorowym
nowotworu, co koreluje z jego bardziej agresywnym
fenotypem (24). Gendw ze zmianami w poziomie me-
tylacji DNA jest wigcej i np. w raku ptuc wykryto ich
az 40. W koncu komoérki nowotworowe ,,uwalniaja” si¢
od kontroli cyklu komérkowego, naciekaja okoliczng
tkanke m.in. dzigki metaloproteinazom degraduJ acym
sktadniki ECM, co ulatwia ukierunkowang migracje¢
komorek, jaka ma miejsce przy ekspresji biatek ADAM
(a desintergin and metalloproteinaze) w komorkach,
a nastgpnie nabywaja zdolno$ci do neoangiogenezy
1 przerzutowania, co z reguly konczy si¢ Smiercig pa-
cjenta. Ta nastepuje przy powstaniu masy nowotworo-
wej wynoszacej ok. 1 kg, co odpowiada liczbie 10" ko-
moérek nowotworowych (17). Czasem te ostatnie moga
sta¢ si¢ ,,niesSmiertelnymi” (immortalize), co wynika
m.in. z dziatania takich genéw, jak: alfa Klotho, clk-1,
daf2, aql i Matuzalem, i by¢ przyktadem odwrocenia
zjawiska senescencji replikacyjnej, manifestujacej si¢
spadkiem proliferacji komorek (14, 24).

Zarowno raki, jak i migsaki ulegaja wplywom
zapalenia starczego (inflammaging), entropowego,
z przewaga procesow destrukcji nad procesami na-
prawy, przy wiodacym udziale czynnika transkrypcji
NFkB (nuclear factor kappa-light chain-enhacer of
activated B cells) i cytokiny TNF-alfa, ktore aktywu-
ja kinaz¢ mTOR (mammalian target of rapamycin),
mogaca wlaczaé lub wytacza¢ cykl komorkowy (8).
Komorki nowotworowe podlegaja réwniez stresowi, co
manifestuje si¢ nieprawidlowym fatdowaniem biatek
siateczki §rodplazmatycznej szorstkiej RER (routh en-
doplasmatic reticulum) i nosi miano odpowiedzi UPR
(unfolded protein response) (7). Wiaczenie UPR, a tak-
ze mutacja biatek PERK (kinaza), IRE1 (RNA-aza),
AFT6 (prekursor czynnika transkrypcji) oraz biatka
BIB moze wzmaga¢ rozwdj nowotworu, kumulujac
si¢ w nim. Ich inaktywacja natomiast hamuje prolife-
racj¢ nowotworu. Wzrost reakcji stresowej na rozwaj
nowotworu, poprzez dziatanie adrenaliny, majg takze
fibroblasty towarzyszace rakowi — CAFs — cancer-as-
sociated fibroblasts. Badajac mikromacierz DNA tych
komorek wykazano bowiem nie tylko wzrost ekspresji
gendw odpowiedzialnych za adhezj¢ i angiogenezg, ale
takze ekspresji neuroprzekaznikow, w tym adrenaliny
(19). Stres komorki, np. uszkodzenie DNA, zwigksza
stezenie biatka TP53 wskutek rozpadu (fosforylacji)
kompleksu jego z MDM2, a takze powoduje zmuto-
wanie tego biatka, efektem czego jest stata proliferacji
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komorek z uszkodzonym DNA (7). Ponadto biatko
TP53 (kodowane przez gen TP53) reguluje ekspresje
innych biatek supresorowych, tj. p21, p27 i p57, ko-
dowanych przez gen CIP/KIP, ktorych utrata prowadzi
do permanentnej syntezy DNA. Transformacj¢ nowo-
tworowa powoduja réwniez biatka supresorowe: p16
(gtéwnie), p15, p181pl9, kodowane przez gen INK4,
w sytuacji braku obu alleli p/6 lub inaktywacji biatka
kodowanego tym genem (7, 18). Tak wigc produkty
bialkowe nieprawidlowych gendw supresorowych
(RB1, TP53, INK4, CIP/KIP) nie hamuja juz cyklu
komoérkowego. Reasumujac mozna powiedzieé, ze
komorki nowotworowe, w poréwnaniu z komorkami
prawidlowymi, wykazuja znacznie wigkszg oporno$é
na rézne stresory, np. hipoksje¢ czy reaktywne formy
tlenu (wolne rodniki), co nie tylko utatwia im przezycie
w niekorzystnym mikrosrodowisku guza, ale takze jest
prawdopodobnie istotnym czynnikiem dla ich progresji
w kierunku ztosliwego fenotypu.

Ponad 90% nowotwordw zto§liwych u ludzi to raki,
a jedynie 1% to migsaki — gtéwnie tkanek migkkich
— soft tissue sarcomas, tj. tkanki mezenchymalnej
1 neuroektodermalnej), natomiast u zwierzat jest od-
wrotnie, dominuja mig¢saki z wyjatkiem skory oraz
sutka. Nowotwory ztosliwe, glownie raki, sa powodem
rozwoju zespotéw paranowotworowych (paraneopla-
stycznych). Oba typy nowotworow wykazuja duza ak-
tywnos$¢ telomerazy, a ich komorki tatwo ,,uwalniajg”
si¢ z guza nowotworowego wskutek utraty lub zaniku
potaczen typu ,,gap junctions” (brak lub staba ekspre-
sja kadheryny E, wzglednie kateniny) oraz spadku
liczby desmosoméw z powodu braku fibronektyny, co
prowadzi do celowanej metastazy na zasadzie reakcji
ligand-receptor. Proces ten wymaga skomplikowanych
zmian fenotypowych komorek, czyli transformacji
nabtonkowo-mezenchymalnej i mezenchymalno-
-nablonkowej. Wspomniane nowotwory wykazujq
takze: 1 — wysoka ekspreSJe; HIF-1 alfa (hypoxia in-
ducible factor), co uwaza si¢ za przejaw adaptacji ich
komorek do panujacych w guzie warunkow hipoksji
1 moze stanowic istotny marker pozwalajacy na wyse-
lekcjonowanie pacjentdw o gorszym rokowaniu, dla
ktorych standardowa terapia jest niewystarczajaca,
2 — patologiczne mitozy, tj. chromosomy opdznione,
a wiec nie $ciggnigte na czas do biegundéw komorki,
co prowadzi do hipoploidii z pojawieniem si¢ mikro-
jaderek z jednym chromosomem, nondisjunkcji, czyli
nierozszczepienia homologicznych chromosoméw
(hiperploidia np. trisomia i hipoploidia/nanosomia),
a takze obecnos$¢ dodatkowych centrosomow, a wigc
mitoz wielobiegunowych w ksztalcie litery H, Y 1 X
(20). Niektore z nich, np. w rozplemie typu CIN
szyjki macicy u ludzi, przypominaja posta¢ Robin
Hooda oraz 3 — wzrost liczby transporterow GLUT4,
czyli bialek przeno$nikowych D-glukozy do komorki,
z nastgpowym nasileniem metabolizmu glikolitycz-
nego, produkuja kolagenazy, hydrolazy lizosomalne
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1 aktywator plazminogenu, tj. eznzymy degradujace
najblizsze otoczenie guza nowotworowego oraz wyka-
zuja istnienie, lub tez nie, tendencji histoformatywnych
(12, 17).

Raki korzystaja ze zrebu, zwanego ,,sitem moleku-
larnym” tkanki miejscowej, a nie jak migsaki produ-
kujacego go, co w znacznym stopniu determinuje los
komorek migzszowych nowotworu uzaleznionego od
unaczynienia i nacieku komoérkowego lub jego braku
w zrgbie (ECM — extracellular matrix). Oba typy no-
wotworow niszczg tkanki, doprowadzajac do zaburzen
w krazeniu (wylewy krwi, zatory, zawaty, obrzek),
zmian zwyrodnieniowych (wapnienie, kostnienie,
zwyrodnienie §luzowe, szkliste, thuszczowe) i martwi-
czych oraz okoloogniskowych odczyndéw zapalnych
(gtownie raki), jako tendencji obronnych ze strony
gospodarza (15). Rakom, np. skory, moze towarzyszy¢
rozplem limfocytéw wykazujacy ekspresje markerow
nowotworowych i stanowi¢ fazg przednowotworowej
hiperplazji, z ktorej powstaje klon komorek typowych
dla chtoniaka ztosliwego typu SALT/SIS, jako dru-
giego niezaleznego nowotworu o wyraznych cechach
autonomii. Mozna go uzna¢ za nowotwor synchro-
niczny 1 zaliczy¢ do zespolu mnogich pierwotnych
nowotworow MPM (multiple primary malignancies wg
IARS — International Agancy for Research on Cancer
z 1991 roku), jako chtoniaka powstalego w tym miejscu
niezaleznie od raka (2).

Rakomigsak (carcinosarcoma) to nowotwor, w kto-
rym nastgpuje rownoczesny rozplem komorek na-
btonka i/lub komorek mioepitelialnych z komorkami
tkanki tacznej przy obecnosci ECM, przypominajacej
lub formutujacej chrzastke lub kos¢, takze o charak-
terze ztosliwym. Jednocze$nie nowotwor ten, pocho-
dzacy z jednego klonu komoérek, moze roéznicowaé
si¢ albo w kierunku nabtonka, albo mezenchymy,
co tym bardziej nie okresla jego histogenezy (6).
Z kolei rak, ktéry ro$nie niezaleznie obok migsaka,
to guz kolizyjny (collision tumour). Istnieja takze
guzy nieznanego pochodzenia lub o niejednoznacznej
klasyfikacji — NOS (not otherwise sperified) oraz raki
»hieme”, produkujace hormony, ale nie dajace zad-
nych objawo6w klinicznych. W koncu nalezy doda¢, ze
rézne egzo- i endogenne czynniki immunomodelujace
(gtéwnie supresyjne, wyjatkowo immunostymulujace)
zaburzaja funkcje¢ uktadu odporno$ciowego organi-
zmu, ktory ,,przyzwala” wowczas (zjawisko tolerancji
immunologicznej) na rozwoj choroby nowotworowej
Ta Jest podWOan choroba, tzn. dotyczy zaréwno po-
jawienia si¢ komorek nowotworowych, jak 1 wywo-
fanych przez nie wtérnych zaburzen funkcji uktadu
immunologicznego ustroju (9). Ma to takze zwigzek
z dziataniem wirusow lub/i czynnikdéw chemicznych,
np. paleniem tytoniu, mogacych, poprzez zmniejsze-
nie liczby komorek obronnych, dodatkowo ufatwié¢
kancerogenezg¢. Ponadto same komorki nowotworowe
moga uzyska¢ zdolno$¢ produkcji substancji immuno-



supresyjnych lub maja wadliwy uktad przygotowania
antygenow w proteosomach, wzglednie tracg zdolno$¢
do prezentacji antygenu w zwigzku z niska ekspresja
MHC I klasy (9). Moga takze by¢ ignorowane przez
aktywne limfocyty Tc, co udowodniono w przypadku
jednoczesnego przeszczepu skory i nowotworu u my-
szy transgenicznych z limfocytami CD8"* przeciwko
dehydrogenazie alfa-ketoglutarenu, kiedy to tylko
skora byta odrzucana, gdyz limfocyty T rozpoznaty
epitop DHG 1 ekspresj¢ MHC klasy I, natomiast nie
nowotwor, ktory rost nadal (9).

Reasumujac, podziat nowotworéw moze wynikac
z: 1 — ich rokowania i przebiegu klinicznego i obej-
muje: guzy nieztosliwe (rokowanie dobre), guzy
potztosliwe (naciekajace 1 niszczace otoczenie, ale
nie dajace przerzutdw, np. osteoblastoma, chondrobla-
stoma — rokowanie ostrozne), guzy rzekomoztosliwe
(ztosliwe histologicznie, ale klinicznie tagodne, np.
basalioma, oncocytoma —rokowanie dobre), guzy zto-
sliwe (rokowanie zte). Ponadto podziat ten obejmuje:
stany przednowotworowe, nowotwory o watpliwe;j
ztosliwosci (border-line case tumours (BTc), guzy
nieznanego pochodzenia lub o niejednoznacznej kla-
syfikacji — NOS (not otherwise sperified), jak rowniez
raki ,,nieme”, produkujace hormony, ale nie dajace
objawow klinicznych; 2 —ich histogenezy, okreslajacej
wyjsciowa tkanke macierzysta, a takze organogenezy,
ktora pozwala oceni¢ pochodzenie guza pierwotnego
na podstawie obrazu mikroskopowego przerzutu, np.
przerzut plucny z komorek jasnych odpowiada rakowi
jasnokomorkowemu nerki, a komorek hepatoidalnych
— rakowi watroby.
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