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I ICH ZNACZENIE W KONTROLI PROLIFERACJI KOMÓREK

WSTĘP

Powstanie nowotworu jest następstwem zaburzeń kontroli proliferacji komó
rek, ich interakcji pomiędzy sobą i otoczeniem. Skoordynowane działanie pozy
tywnych, jak i negatywnych, wewnątrz- i zewnątrzkomórkowych czynników 
warunkuje prawidłowość przebiegu cyklu komórkowego. Zaburzenia tego dzia
łania leżą właśnie u podstaw niestabilności genomu komórek nowotworowych 
(Ha r t w e l l  1992, W e in e r t  i Lyd a ll  1993) i prowadzą do nagromadzania się 
w nich błędów genetycznych (anomalii) o charakterze dominującym lub recesyw- 
nym. Zmiany dominujące polegają przede wszystkim na aktywacji protoonkoge- 
nów w onkogeny. Zmiany recesywne zaś wynikają z braku syntezy lub syntezy 
nieaktywnych białek kodowanych przez geny, zwane genami supresorowymi 
nowotworów, recesywnymi onkogenami, czy wręcz anty-onkogenami (M a r s h a ll  
1991, B ish o p  1991, W e inb erg  1991, Br yan t  1993). Określane są one również 
jako geny przeciwstawiające się rozwojowi nowotworu (Kle in  1993).

Przez wiele lat zainteresowanie onkogenami zdominowało badania moleku
larnych podstaw nowotworzenia. Badania genów supresorowych mają krótszą 
historię i ich dynamiczny rozwój rozpoczął się w połowie lat osiemdziesiątych, 
kiedy to uświadomiono sobie, że do rozwoju nowotworów oprócz onkogenów 
muszą przyczyniać się jeszcze inne czynniki. Wskazówki o obecności w komór
kach genów nie pozwalających na powstanie nowotworu uzyskano w różnego 
typu badaniach. Pierwsze dane otrzymano badając mieszańce (hybrydy), po
wstałe w wyniku fuzji komórek nowotworowych i prawidłowych. Hybrydy nie 
wykazywały cech komórek nowotworowych, wstrzyknięte zwierzętom nie wywo
ływały nowotworów, ale często obserwowano ich powrót do fenotypu nowotwo
rowego. Następowało to po utracie, w czasie kolejnych podziałów, chromoso- 
mu(ów) pochodzącego z komórki prawidłowej (Har r is  1993a, A n d e r s o n  i St a n - 
b r id g e  1993, N o d a  1993). Wskazywało to na supresję w hybrydach fenotypu 
nowotworowego poprzez produkty genów obecnych tylko w komórkach prawid
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łowych. Dalsze, bardzo istotne dane, świadczące o udziale genów supresorowych 
w genetycznym podłożu nowo tworzenia, pochodziły z badań historii rodzin, 
w których występowały nowotwory, przede wszystkim siatkówczak (retinoblasto
ma). Wykazano, że do powstania nowotworu niezbędna jest utrata funkcjono
wania dwóch alleli genu supresorowego, następująca zarówno na drodze predy
spozycji genetycznej, jak też w efekcie licznych mutacji somatycznych (M a r s h a ll  
1991, B ish o p  1991, Evans  i Pr o ss e r  1992). Do wykrycia genów supresorowych 
przyczyniają się też badania stopnia utraty heterozygotyczności komórek nowo
tworowych (loss of heterozygosis, LOH), badania cytogenetyczne, jak również 
badania różnych mutacji (W einb erg  1991, N o w e ll  1994, Ha r r is  1993b).

Przedmiotem artykułu jest omówienie sposobów działania niektórych z po
znanych dotąd genów supresorowych, a także genów „podejrzanych” o takie 
właściwości (tabela 1). Jako „operacyjną” definicję genu supresorowego przyjęto 
propozycję W e in b e r g a  (1991), uznającą za gen supresorowy każdy genetyczny 
element, którego utrata lub inaktywacja powoduje w komórce pojawienie się 
różnorodnych zaburzeń wzrostu prowadzących do powstania nowotworu. Poda
na w tabeli 1 lista genów jest listą niepełną, ciągle bowiem są wykrywane geny, 
utracie funkcji których przypisuje się wywoływanie nowotworów. Produkty 
białkowe genów supresorowych mogą między innymi:

— występować w jądrze komórkowym i działać jako czynniki transkrypcyjne;
— w cytoplazmie i uczestniczyć w kaskadzie przekazywania sygnałów (akty

wacja GTPazy);
—  znajdować się w błonie komórkowej lub jej pobliżu, działając jako receptor 

sygnału zewnątrzkomórkowego, białko uczestniczące w adhezji komórko
wej lub też w interakcji cytoszkieletu z błoną komórkową.

Tabela 1
Występowanie i właściwości białek kodowanych przez ludzkie geny supresorowe

Dziedziczony zespół Nowotwór Gen Chromo
som

Produkt genu i 
występowanie w 

komórce

Działanie 
produktu genu

Rodzinna
brodawczakowatość 
jelita grubego (familial 
adenomatous 
polyposis coli)

gruczolakoraki 
jelita grubego APC* 5q21

białko 310 
kDa,
cytoplazma

udział w
adhezji
komórek

Brak w rakach jelita 
grubego (deleted in 
colorectal carcinoma)

rak okrężnicy DCC 18q21

białko 153- 
190 kDa, 
błona komór
kowa

udział w ad
hezji komó
rek i w
różnicowaniu: 
receptor bło
nowy

Rozsiany nowotwór 
komórek dokrewnych 
typ I (multiple 
endocrine neoplasia 
type 1)

guzy
przy tarczyc, 
trzustki, 
ślinianek, 
piersi, kory 
nadnercza

MEN-1 1 lq l3 ? ?
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Rozsiany nowotwór 
komórek dokrewnych 
typ II (multiple 
endocrine neoplasia 
type II)

guzy tarczycy,
nerwiaki
przyzwojowe

MEN-2 10 ?

receptor o
aktywności
kinazy
tyrozynowej ?

Nerwiakowłókienko- 
watość typ I 
(neurofibromatosis 
type I)

obwodowa
nerwiako-
włókienkowatos
Ć

NF-1* 17ql 1.2

białko 327 
kDa,
neurotibromina,
cytoplazma

aktywator GTP- 
azy białka
p21ras

Nerwiakowłókienko- 
watość typ II 
(neurofibromatosis 
type II)

osłoniaki
nerwowe,
oponiaki

NF-2m 22ql2

białko 66 kDa, 
błona
komórkowa od
strony
wewnętrzne)

udział w wią
zaniu błony 
komórkowej z 
cytoszkieletem

—

czerniaki, 
glejaki, 
leukemie, rak 
płuc

MTS-1 9p21
białko 16 kDa, 
jądro
komórkowe

hamowanie
aktywności
kinazy
białkowe) cdk 4

Li-Fraumeni
większość
ludzkich
nowotworów

p53* 17pl2-
13.3

białko 53 kDa, 
jądro
komórkowe

czynnik
transkiypcyjny, 
regulator cyklu 
komórkowego, 
Gl-S

Siatkówczak 
(reti noblastom at

siatkówczak
(zarodkowy
guz gałki
ocznej):
mięsak
kostny, rak
piersi

Rb-l‘ 13ql4
białko 105- 
110 kDa, jądro 
komórkowe

modulator 
transkrypcji, 
regulator cyklu 
komórkowego, 
Gl-S

Choroba Von Hippel- 
Lindau rak nerek VHC 3p25

białko 34 kDa, 
błona
komórkowa?

udział w 
adhezji 
komórek? 
przekazywanie 
sygnałów ?

Guz nerki typu Wilms’a nerczak
płodowy WT-1 1 lp l3

białko 52-54 
kDa, jądro 
komórkowe

czynnik
transkryp-
cyiny

Wcześnie pojawiający 
się rodzinny rak piersi 
(early onset familial 
breast cancer)

rak piersi ? 17q ? ?

Wrodzony
niebrodawczakowaty 
rak jelita grubego 
(hereditary
nonpolyposis colorectal 
cancer, HNPCC)

raki okrężnicy 
i macicy ? 2p ?

wpływ na 
wierność 
replikacji 
genu (ów)

*
Geny oznaczone gwiazdką zostały sklonowane.

Z danych: M a r x  1993a, 1994, T ra v is  1993, K in z le r  i V o g e ls t e in  1993, B ishop  1991, H e d r ic k  i współaut. 1994, 
K u n d s o n  1993.

Tak więc różnorodność funkcji białkowych produktów poszczególnych genów 
supresorowych jest olbrzymia. Mówi się także o właściwościach supresorowych
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interferonów (Le n g y e l  1993) i czynnika TGF-ß (K o ff  i współaut. 1993), inhibi
torów angiogenezy (L io tt a  i współaut. 1991, B ish o p  1991) oraz białek uczestni
czących w adhezji komórek (He d r ic k  i współaut. 1993, T su k ita  i współaut. 1993). 
Szczególnie istotny dla procesu nowotworzenia jest udział produktów genów 
supresorowych w regulacji proliferacji komórek, co przedstawię na przykładach 
genów p53, Rb i MST1.

GEN p53

Wśród poznanych genów supresorowych gen p53 zajmuje miejsce szczegól
ne, przede wszystkim ponieważ najczęstszym defektem genetycznym stwierdza
nym w ludzkich nowotworach są właśnie mutacje w tym genie (Soussi i współaut. 
1994, S c h lic h t h o lz  i Soussi 1994). Ponadto gen p53 gra też w komórce rolę tak 
zwanego strażnika genomu (La n e  1992), warunkując podjęcie przez komórkę 
syntezy DNA, lub wyłączając ją z cyklu, poprzez skierowanie na drogę śmierci 
programowanej (La n e  1993, S ik o r a  1994, 1995, Lo w e  i współaut. 1993).

Wyjaśnienie podstawowych mechanizmów działania białka p53 sprawiły, że 
gen p53 został uznany w 1993 roku za „cząsteczkę roku” (molecule of the year, 
C u llo ta  i K o sh lan d  1993). O genie p53 opublikowano bardzo wiele syntetycz
nych opracowań tyczących jego struktury i działania w komórce (Lev in e  
i M o m an d  1990, Le v in e  i współaut. 1991, O ren  1992, Lev in e  1993, Pr ive s  1993, 
S e lt e r  i M o n te n a r h  1994, D o n e h o v e r  i B rad le y  1993, U llr ic h  i współaut.
1992, V o g e lste in  i K in zle r  1992, B erbeć  1994). Omówię wobec tego szczegóło
wiej osiągnięcia z lat 1993-1994, które w znacznym stopniu wyjaśniają moleku
larny mechanizm jego działania.

GEN p53, JEGO TRANSKRYPT I BIAŁKO p53

Gen p53 składający się z około 20 kpz (tysięcy par zasad) zawiera 11 eksonów 
(sekwencji kodujących) i jest usytuowany w chromosomie 17 człowieka, a w 11 
chromosomie myszy. Występuje również w chromosomach innych kręgowców. 
Jak dotąd nie znaleziono go w genomie bezkręgowców, chociaż przypuszcza się, 
że i u nich występuje gen spełniający podobne funkcje (D o n e h o v e r  i B r a d le y

1993).
W obrębie genu p53 stwierdzono 5 regionów o wysokiej konserwatywności, 

a geny p53 różnych zwierząt odznaczają się dużą homologią. W genie p53 
zidentyfikowano też sekwencje nukleotydowe niewątpliwie uczestniczące w re
gulacji jego własnej transkrypcji. Obejmują one między innymi miejsce autore
gulacji, miejsce podatne na stymulację przez surowicę oraz wiążące czynnik NF-1 
i produkt genu c-jun. Ostatnio wykazano również wpływ protoonkogenu c-myc 
(Re ism a n  i współaut. 1993), a nawet samego białka p53 (D effie  i współaut. 1993) 
na ekspresję genu p53. Dokładne omówienie zagadnień kontroli transkrypcji 
genu p53 można znaleźć w artykułach przeglądowych (D o n e h o v e r  i B r a d le y

1993, B e r b e ć  1994).
Mutacje w genie p53 są bardzo częste. Najczęściej są to mutacje punktowe, 

spotykane są też insercje i delecje alleli w locus p53. Mutacje te występują 
głównie w części środkowej genu w regionach o wysokiej konserwatywności II-V
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(iyc.1, H a r r is  1993b), przy czym różne nowotwory cechuje specyficzne na ogół 
spektrum mutacji (D o n e h o v e r  i B r a d le y  1993, B erbeć  1994, S c h lic h t h o lz  
i Soussi 1994). Tak na przykład w komórkach ludzi cierpiących na zespół 
Li-Fraumeni (charakteryzujący się dziedzicznymi skłonnościami do zapadania 
na choroby nowotworowe w młodym wieku), stwierdza się dziedziczenie mutacji 
w genie p53 w jednym allelu oraz występowanie aż 13 mutacji w eksonie 7. 
Analiza charakteru mutacji genu p53 w komórkach jest bardzo istotna, gdyż 
określony rodzaj mutacji może stanowić „molekularny dozymetr” ujawniający 
rodzaj wywołującego je karcynogenu i nawet ewentualnie czas trwania ekspozy
cji. Może też pozwalać na rozróżnienie, czy wywołujący mutacje czynnik jest 
pochodzenia egzo- czy endogennego (Ha r r is  1993b). Przede wszystkim jednak 
mutacje w genie p53, w odróżnieniu od mutacji w innych genach supresorowych, 
powodują nie tylko utratę jego funkcji supresorowych, lecz również sprawiają, 
że zaczyna on działać jako onkogen.

Ryc. 1. Występowanie 
(rozkład) mutacji w  ludz
kim genie p53 (według 
Harris 1993, zmodyfi

kowane).

Na osi odciętych przedsta
wiono kolejne kodony p53, 
na osi rzędnych liczbę mu
tacji przypadających na 
poszczególny kodon (nu
mer kodonu oznaczają li
czby arabskie). Liczby 
rzymskie wyznaczają poło
żenie regionów (fragmen
tów cząsteczki o wysokiej 

konse rwatywności).

Wielkość transkryptu genu p53, zależnie od gatunku organizmu z którego 
pochodzi, waha się od 1.8-3.0 kpz. Białkowy produkt genu p53 składa się z 393 
aminokwasów, zawiera domeny konserwatywne (II—V) oraz szereg funkcjonal
nych regionów. Uczestniczą one w wiązaniu z DNA, w oligomeryzacji cząsteczki 
białka p53, a także w wiązaniu z białkami komórkowymi (mdm 2, hsc 70) 
i wirusowymi (ryc. 2). N-końcowy fragment cząsteczki białka p53 uczestniczy 
w procesach transaktywacji różnych genów. W C-końcu cząsteczki są zawarte 
natomiast sekwencje sygnałowe (NLS), odpowiedzialne za translokację do jądra 
komórkowego zsyntetyzowanego w cytoplazmie białka p53, w momencie rozpo
częcia cyklu komórkowego (faza Gl). Należy podkreślić, że obecne w cytoplazmie 
białko p53 nie przejawia swej funkcji biologicznej (R o tte r  i współaut. 1993).

Aminokwasy występujące w centralnej części białka p53 (AA 102-292) 
uczestniczą w wiązaniu go z DNA (Bar g o n e tti i współaut. 1993, Ch o  i współaut. 
1994, P r ive s  1994). Bardzo często mutacje w tych właśnie pozycjach genu p53, 
powodujące kodowanie niewłaściwych aminokwasów, uniemożliwiają powsta
wanie kompleksów białka p53 z DNA, a tym samym pełnienie przez nie funkcji 
biologicznej. Olbrzymim osiągnięciem w 1994 roku jest zbadanie trójwymiarowej
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struktury białka p53, zarówno części centralnej jego cząsteczki (Cho  i współaut.
1994), jak i C-końcowego fragmentu uczestniczącego w autooligomeryzacji 
(C lo r e  i współaut. 1994). Znajomość tych struktur może pozwolić na projekto
wanie leków, które po połączeniu ze zmutowanym białkiem p53 mogłyby przy
wracać jego prawidłową konformację.

kinaza białkowa aktywowana DNA 
kinaza kazeinowa I kinaza p34cdc2 kinaza kazeinowa II

_©

)
JL J 393

TRANSAKTYWACJA WIĄZANIE Z DNA (AA 102-292) OLIGOMERYZACJA (AA 319-360)

wiązanie md m2

wiązanie E 1B .E 6

wiązanie antygenu T 
wirusa SV40

wiązanie hsc70

Ryc. 2. Schemat budowy mysiego białka p53 (według Donehover i Bradley 1993, zmo
dyfikowany).

Liczbami rzymskimi zaznaczono regiony o wysokiej konserwatywności. Zaznaczono fragmenty 
cząsteczki uczestniczące w wiązaniu DNA, transaktywacji i oligomeryzacji, a także w wiązaniu białek 
komórkowych i wirusowych. Uwidoczniono miejsca fosforylacji przeprowadzanej przez różne kinazy.

Najważniejszą potranslacyjną modyfikacją białka p53 jest jego fosforylacja. 
Są ufosforylowane przede wszystkim reszty serynowe w wyniku działania kilku 
specyficznych kinaz białkowych, takich jak kinazy kazeinowe I i II (H upp  
i współaut. 1992), kinazy cdk2 (B isc h o ff  i współaut. 1990, S eg aw a  i współaut.
1993), kinaza aktywowana DNA (D o n e h o ve r  i B r ad le y  1993), jak również kinaza 
C (Ba u d ie r  i współaut. 1992, Sk o u v  i współaut. 1994). Fosforylacji ulegają także, 
występujące w N-końcu cząsteczki, reszty treoninowe działaniem kinazy MAP 
aktywowanej przez mitogeny (M ilne  i współaut. 1994). Stopień ufosforylowania 
białka p53 wywołuje jego zmiany konformacyjne i zmiany właściwości, 
a w rezultacie zmiany działania w komórce (U llrich  i współaut. 1992 i 1993). 
Tak na przykład dla jądrowej lokalizacji białka p53 szczególne znaczenie wydaje 
się mieć ufosforylowanie seryny znajdującej się w pozycji 315 cząsteczki (B i
s c h o f f  i współaut. 1990, A d d in so n  i współaut. 1990).

Prawidłowe białko p53 najprawdopodobniej funkcjonuje jako oligomer (te- 
trametr, S t e n g e r  i współaut. 1992). Jego różne formy konformacyjne są wykry
wane specyficznymi przeciwciałami monoklonalnymi (M iln e r  1991). Tworzy ono 
kompleksy z wieloma komórkowymi i wirusowymi białkami (patrz tabela 2), przy 
czym niewątpliwie skład kompleksów może być różny w różnych komórkach, 
a także w poszczególnych fazach cyklu komórkowego. Funkcjonalne znaczenie 
takich kompleksów zostanie omówione w dalszej części artykułu.

Zmutowane białka p53 charakteryzują się znacznie dłuższym okresem pół- 
trwania (3-7 h, Le v in e  i współaut. 1991, Zam b etti i Le vin e  1993) niż białko
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prawidłowe (5-20 min). Wykazują też zmienioną termowrażliwość i w przeci
wieństwie do formy prawidłowej występują jedynie w cytoplazmie. W zależności 
od rodzaju mutacji, białka zmutowane często przybierają odmienną konformację 
(tak zwaną promotorową) niż białko prawidłowe (o konfiguracji „supresorowej”) 
(M iln e r  1991), mogą też one tracić zdolność do oligomeryzacji a także do 
wnikania do jądra komórkowego, zwłaszcza jeśli w wyniku mutacji uległyskró- 
ceniu od C-końca. Zmutowane białka nie tworzą też kompleksów, zwłaszcza 
z onkogennymi białkami wirusowymi, co ma olbrzymie znaczenie dla działania 
tych białek w komórce. Dokładniejsze porównanie właściwości prawidłowego 
białka p53 z właściwościami białek zmutowanych przedstawiono w pracy prze
glądowej (Za m b e tti i L ev in e  1993). W komórkach mogą też występować hetero- 
oligomeiy zmutowanego i prawidłowego białka p53, co więcej w takich komple
ksach w białku prawidłowym może zostać „wymuszona” konformacja białka 
zmutowanego (D o n e h o v e r  i B r a d le y  1993, M iln e r  i M e d c alf  1991).

Tabela 2
Komórkowe i wirusowe białka zdolne do tworzenia kompleksów z białkiem p53

Białka komórkowe Białka onkogenne kodowane przez
Czynniki transkrypcyjne adenowirusy

SP-1 białko El-B

WT-1

TBF papowawirusy
CBF duży antygen T wirusa SV40

Produkty onkogenów wirusy Papilloma

mdm2 białko E6
Białko uczestniczące w replikacji DNA

RPA

Białko pośredniczące w interakcji p53 z białkiem 
wirusowym E6

E6-AP

Kinaza cdc 2

Kinaza kazeinowa 2

Z  d an y c h : D o n e h o v e r  i B r a d le y  1993, D u tta i w sp ó łau t. 1993, H a in es  i w sp ó ła u t. 1994, L e v in e  1993 , M a h esw a r a  
i w sp ó ła u t. 1993 .

BIOLOGICZNE I MOLEKULARNE MECHANIZMY DZIAŁANIA BIAŁKA p53

Biologiczne efekty działania prawidłowego białka p53 w komórce przejawiają 
się przede wszystkim jako:

— zatrzymanie cyklu komórkowego w fazie G1 i zahamowanie wzrostu 
komórek,

— utrzymanie stabilności genomu,
— zahamowanie transformacji nowotworowej i wzrostu nowotworów,
— indukowanie programowanej śmierci komórek, zwłaszcza po uszkodze

niach DNA.
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Produkty białkowe zmutowanego genu p53, przeciwnie, nie wywołują wymie
nionych wyżej efektów i w konsekwencji mogą powodować transformację nowo
tworową komórek.

Mechanizmy molekularne leżące u podstaw działania produktu genu p53 
przedstawia tabela 3.

Przyczynę bezpośredniej regulacji replikacji DNA przez białko p53 upatrywa
no od dawna w jego interakcji z bliżej nieokreślonym, wówczas nie rozpoznanym, 
białkiem replikacyjnym, odpowiedzialnym za inicjację syntezy DNA, dzięki cze
mu mogłoby następować zahamowanie syntezy DNA. Wydaje się, że białkiem 
tym może być trójskładnikowy kompleks białkowy, nazwany RPA (replication 
protein A), niezbędny do odmaskowania miejsca startu w syntezie DNA. Aktyw
ność białka RPA jest znoszona po skompleksowaniu z białkiem p53 (D u tt a  
i współaut. 1993).

Tabela 3
Molekularne mechanizmy działania białka p53

— Wiązanie z określonymi sekwencjami DNA

— Aktywacja transkrypcji z promotorów w DNA nie zawierających miejsca wiązania p53

— Hamowanie transkrypcji z promotorów w DNA nie zawierających miejsca wiązania p53

— Stymulacja wiązania z jednoniciowym DNA

— Hamowanie aktywności helikazy

— Hamowanie replikacji DNA

— Indukcja syntezy białkowego inhibitora p21 kinaz zależnych od cyklin_______________________

Z danych  P ie te n p o l i V o g e ls t e in  1993, 533-536, uzupełn ione.

Jako pośredni wpływ białka p53 na replikację DNA można traktować jego 
udział w transaktywacji transkrypcji genów (D o n e h o v e r  i B r a d le y  1993, Za - 
m b e tti i Le v in e  1993). W różnych genach zidentyfikowano specyficzne sekwencje 
nukleotydowe wybiórczo wiążące dimeiyczne lub tetrameryczne białko p53 
(H u pp  i współaut. 1992, S h au lian  i współaut. 1993, B u tc h e r  i współaut. 1994). 
Białko p53 może modulować ekspresję wielu genów poprzez hamowanie lub 
stymulowanie aktywności ich promotorów. Mówiąc najogólniej, prawidłowe 
białko p53 może wpływać stymulująco (pobudzająco) na aktywność transkiy- 
pcyjną genów przyczyniających się do hamowania wzrostu komórek (na przykład 
GADD45), lub do ich intensywniejszego różnicowania (na przykład gen kodujący 
mięśniową kinazę kreatynową, MCK). Może też być negatywnym regulatorem 
(wpływać hamująco) aktywności genów promujących proliferację komórek (na 
przykład c-fos, c-jun, c-myb, PCNA, ß-aktyna, R; Zam b e tti i Levin e  1993, S h iio  
i współaut. 1992, V o g e lste in  i K in zle r  1992). Ostatnio w obrębie cząsteczki 
białka p53 wyróżniono nawet odrębne regiony uczestniczące w aktywacji lub 
represji transkrypcji (Sa n g  i współaut. 1994).

Efektywność wiązania białka p53 z DNA może być modyfikowana przez wiele 
czynników oddziaływujących z C-końcem cząsteczki, wywołujących na przykład 
delecje aminokwasowe lub maskowanie końca (na przykład poprzez wiązanie 
przeciwciał monoklonalnych), a także przez czynniki zmieniające stopień ufosfo- 
rylowania reszt serynowych w cząsteczce. Co więcej, niektóre związki o działaniu 
terapeutycznym, zwłaszcza różne leki przeciwnowotworowe i związki uszkadza
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jące DNA (T ish le r  i współaut. 1993) oraz związki utleniające i chelatoiy (Ha in a u t  
i M iln e r  1993) mogą intensyfikować wiązanie białka p53 z DNA.

Aktywacja transkrypcji genów przez białko p53 w promotorach, które nie 
zawierają sekwencji nukleotydowej uczestniczącej w wiązaniu tego białka, za
chodzi najprawdopodobniej za pośrednictwem innych białek, takich jak podsta
wowe czynniki transkrypcyjne (SP 1), czy też białka CBF i TBF, wiążące się 
odpowiednio z występującymi w DNA sekwencjami CCAAT i TATA (Seto  
i współaut. 1992). Aktywacja promotora genu kodującego białko szoku cieplne
go, HSP70, przez białko p53, przebiegająca z udziałem białka CBF (A g o ff  
i współaut. 1993), jest bardzo istotna ze względu na postulowany udział HSP70 
w regulowaniu transkrypcji genu p53 (La n e  i współaut. 1993).

Białko p53 będące produktem zmutowanego genu p53 (Ke r n  i współaut.
1992, Fa r m e r  i współaut. 1992) oraz białkowe produkty onkogenów wirusowych 
(Fa r m e r  i współaut. 1992) hamują regulowaną przez prawidłowe białko p53 
transkrypcję genów. Dlatego też o rzeczywistej efektywności transkrypcji decy
duje wewnątrzkomórkowy poziom wolnego, prawidłowego białka p53.

REGULACJA WEWNĄTRZKOMÓRKOWEGO POZIOMU BIAŁKA p53 

Białko mdm2

W komórce tylko wolne, prawidłowe białko p53 pełni funkcje supresorowe, 
zaś skompleksowanie go z innymi białkami unieczynnia je (tabela 2). Jednym 
z najważniejszych komórkowych białek „wyłączających” funkcjonowanie białka 
p53 jest produkt działania onkogenu mdm2, białko odznaczające się wysoką 
aktywnością transformacyjną (M o m and  i współaut. 1992). W stransformowa- 
nych komórkach mysich gen mdm2 znaleziono w chromosomach minutowych 
(mouse double minute, Fakh ar zad e h  i współaut. 1991), w komórkach ludzkich 
zaś występuje on w chromosomie 12 (O liner  i współaut. 1992). W licznych 
komórkach nowotworowych (O lin e r  i współaut. 1992) gen mdm2 ulega amplifi- 
kacji, co prowadzi do nagromadzania się białka mdm2. Białko mdm2 występuje 
w kilku (co najmniej 5) formach molekularnych (O lso n  i współaut. 1993), 
z których tylko formy z nieuszkodzonym N-końcem tworzą kompleksy z białkiem 
p53 (H a in e s  i współaut. 1994). W N-końcu białka mdm2 znajduje się bowiem 
domena uczestnicząca w interakcji z białkiem p53 (C h e n  i współaut. 1993, 
B ro w n  i współaut. 1993). Dołączone do białka p53 białko mdm2 przesłania 
w nim domenę uczestniczącą w aktywacji transkrypcji i w efekcie kompleks 
mdm2-p53 nie wiąże się z DNA (Za u b e r m an  i współaut. 1993, O l in e r  i współaut.
1993). Dlatego też powstanie kompleksów tych białek ma duże znaczenie 
w przezwyciężaniu supresorowego działania p53 na wzrost komórek (F in la y

1993, O l in e r  1993, O l in e r  i współaut. 1993). Ostatnio wysunięto hipotezę, że 
komórkowe poziomy białek mdm2 i p53 są regulowane na drodze sprzężenia 
zwrotnego (P ic k sle y  i La n e  1993). Wydaje się to tym bardziej prawdopodobne, 
gdyż białko p53 indukuje w komórkach ekspresję genu mdm2 (Ba r a k  i współaut.
1993).

Onkogenne białka wirusowe

Szczególnie ważną rolę w „wyłączaniu” funkcjonowania białka p53, a także 
białka kodowanego przez inny gen supresorowy, retinoblastoma, (patrz rozdział

6 — Kosmos
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Gen p53), grają białka produkowane przez wirusy onkogenne, takie jak: adeno- 
wirusy (M o r an  1993), wirusy papilloma (Vo u sd en  1993) i papowawirusy (Lu d 
lo w  1993). Pomimo, że w różny sposób eliminują działanie białka p53 to jednakże 
wszystkie zdolne są do wywoływania transformacji nowotworowej komórek.

Jedno z białek produkowanych przez adenowirusa Ad2, białko 55 kD E1B, 
wiąże się z N-końcowym fragmentem cząsteczki białka p53, niezbędnym dla jego 
funkcjonowania, jako transaktywatora transkrypcji. Rezultatem pojawienia się 
takiego kompleksu w komórce jest zahamowanie transkrypcji genów regulowa
nych bezpośrednio przez białko p53 (Ye w  i Be r k  1992, Y e w  i współaut. 1994). 
Skompleksowanie białka p53 z dużym antygenem T wirusa SV40 także powoduje 
obniżenie efektywności regulowanej przez p53 transkrypcji genów (J ia n g  i 
współaut. 1993, S eg aw a  i współaut. 1993, Lu d lo w  1993, M ie tz  i współaut.
1992), moduluje też niektóre funkcje antygenu T (aktywność ATP-azy, helikazy 
czy intensywności wiązania z DNA), które są niezbędne dla jego pełnej aktywno
ści transformacyjnej (Lu d lo w  1993, T a c k  i współaut. 1989).

Białko E6 produkowane przez wirusy papilloma typu 16 i 18, podobnie jak 
białka E1B i duży antygen T SV40, po skompleksowaniu z p53, znosi jego 
regulacyjne działanie w promowaniu lub hamowaniu transkrypcji genów (M ietz  
i współaut. 1992, L e c h n e r  i współaut. 1992). Jednakże główną funkcją białka 
E6 wydaje się być udział w usuwaniu z komórki białka p53, poprzez skierowanie 
go na drogę degradacji zachodzącej przy udziale systemu ubikwitynowego 
(Sc h e ffn e r  i współaut. 1990, M ed calf  i M iln er  1993). W cząsteczce białka E6 
wyróżnia się dwie podstawowe domeny uczestniczące w interakcji z p53: jedną 
związaną z hamowaniem aktywności transkrypcyjnej p53, drugą odpowiedzialną 
za degradację tego białka (Cr o o k  i współaut. 1991). W wiązaniu p53 z tą ostatnią 
domeną białka E6 uczestniczy 100 kD białko E6-AP (E6-associated protein), 
będące najprawdopodobniej enzymem (ligazą) odpowiedzialnym za dołączanie 
cząsteczki ubikwityny do kompleksu p53-białko : E6 (H u ib reg tse  i współaut. 
1993, S c h e f f n e r  i współaut. 1993). Obniżenie wewnątrzkomórkowego poziomu 
białka p53 w komórkach transformowanych wirusami onkogennymi z grupy 
Papovirus może mieć kluczowe znaczenie dla przebiegu wywołanej przez nie 
immortalizacji komórek (Ban d  i współaut. 1993), jak również powodować, że 
komórki takie nie „odpowiadają” zatrzymaniem wzrostu na uszkodzenia DNA 
(Ke ssis  i współaut. 1993).

UDZIAŁ BIAŁKA p53 W  REGULACJI PRZEJŚCIA KOMÓREK PRZEZ PUNKT RESTRYKCYJNY G l-S  CYKLU
KOMÓRKOWEGO

Pytanie, wjaki sposób prawidłowe białko p53 może hamować wzrost komórek 
intryguje badaczy od momentu udowodnienia jego supresorowych właściwości. 
Komórki bowiem, w których występuje nad ekspresja genu p53 — wywołana 
metodami transfekcji, działaniem czynników uszkadzających DNA, zbyt małą 
dostępnością niezbędnych metabolitów czy czynników wzrostowych — zatrzy
mują się w fazie G1 cyklu komórkowego (D o n eh o ver  i B rad le y  1993, K u e r b itz  
i współaut. 1992, F r itsch e  i współaut. 1993, Z han  i współaut. 1993, M erlo  
i współaut. 1994, D o v e r  i współaut. 1994). Szlaki biochemiczne prowadzące do 
zwiększania ekspresji genu p53 i ilości prawidłowego białka p53 nie są jeszcze 
w pełni poznane (iyc. 3). Przynajmniej w niektórych komórkach postuluje się
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udział w nich produktów genów AT (Ataksia-telangiektasia), być może stabilizu
jących białko p53 i aktywujących jego syntezę (Kastan  i współaut. 1992, K h a n a  
i La v in  1993). Fibroblasty i limfoblasty pacjentów cierpiących z powodu tego 
efektu genetycznego (mutacje w genie recesywnym AT na chromosomie 1 lq  22), 
odznaczają się nadwrażliwością na działanie czynników uszkadzających DNA, 
niezdolnością do naprawy uszkodzeń DNA i niestabilnością chromosomalną. Nie 
następuje też w nich wzrost poziomu białka p53 i indukcja pod wpływem 
promieniowania jonizującego genu GADD45 (Ka r p  i Br o d e r  1994). Gen GADD45 
(growth-arrest DNA-damage-inducible) koduje białko wywołujące zatrzymanie 
komórek w fazie G1. Szlak przekazywania sygnału AT — p53 — GADD, wzbudza 
coraz większe zainteresowanie badaczy ze względu na postulowany jego udział 
w powstaniu nowotworu piersi. Prawdopodobnie mechanizmy, poprzez które 
białko p53 mogłoby uczestniczyć w zatrzymaniu komórek w fazie G1, są podane 
na rycinie 3, niektóre z nich (wpływ na replikację DNA i regulację „pozytywnych” 
i „negatywnych” genów) omówiono już w poprzednich rozdziałach. Interesująca 
jest również hipoteza sugerująca, że prawidłowe białko p53, wywołujące obniże
nie aktywności dehydrogenazy inozyno-monofosforanu (IMP), może pośrednio 
wpływać na obniżenie wewnątrzkomórkowego poziomu GTP, który uczestniczy 
w przekazywaniu sygnałów komórkowych (Sh e r le y  1991). Na ile ten mechanizm 
okaże się uniwersalny pokażą przyszłe badania.

Uniwersalnym być może mechanizmem, którego historia zaczęła się w końcu 
1993 roku, jest udział białka p53 w indukowaniu w komórkach syntezy niewiel
kiego białka (21 kDa), inhibitora większości kinaz białkowych cdk, o aktywności 
uzależnionej od cyklin (G r ze la k o w sk a -Sz ta b e r t  1992, 1993, S h e r r  1993, Le w  
i R ee d  1992, R eed  1992). Wykrycie tego białkowego inhibitora jest zasługą 
badaczy zajmujących się regulacją przebiegu cyklu komórkowego oraz regulacją 
procesu starzenia komórek. Nazywano go białkiem WAF-1 (wild-type 53-activa~ 
ted fragment-1, X io n g  i współaut. 1993, Gu i współaut. 1993, E l -D e ir y  i współ
aut. 1993), CIP1 (cdk-interacting protein, Ha r p e r  i współaut. 1993) czy też sdi 
(senescent cell derived inhibitor, No d a  i współaut. 1994), używa się też nazwy 
PICI. Białko to znaleziono w komórkach prawidłowych w formie kompleksu 
z kinazami cdk, nie wykryto go natomiast w komórkach pozbawionych białka 
p53 (Ha r p e r  i współaut. 1993). Były to przesłanki wskazujące na udział p53 
w regulacji jego syntezy. Badania ostatnich lat potwierdziły to przypuszczenie. 
Indukcję przez białko p53 ekspresji genu kodującego inhibitor p21 wykazano 
w komórkach wielu linii ludzkich, mysich i szczurzych. W promotorze genu p21 
znaleziono sekwencje nukleotydowe wiążące białko p53. Co więcej, białko p21 
wprowadzone do komórek drogą transfekcji zastępowało supresorowe działanie 
białka p53 (El -D e ir y  i współaut. 1993, 1994). Ostatnio doniesiono także o nie
zależnej od białka p53 indukcji inhibitora p21 przez surowicę i niektóre czynniki 
wzrostowe w mysich i ludzkich komórkach hodowanych in vitro (M ic h ie l i 
i współaut. 1994).

Udział białka p21 w regulacji cyklu komórkowego w fazie G1 wzbudza 
szczególne zainteresowanie, gdyż znaleziono je także w napromieniowanych 
ludzkich fibroblastach i zatrzymanych w późnej fazie G1 bezpośrednio przed 
rozpoczęciem fazy syntezy DNA (Dulić i współaut. 1994). Bezpośrednią przyczy
ną zatrzymania komórek w tej fazie cyklu było, jak się okazało, zahamowanie
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przez inhibitor p2 1 aktywności dwóch kinaz cdk, aktywowanych przez dołącze
nie cykliny E i cykliny A. Ilość białka p21 znacząco wzrastała po napromienio
waniu komórek, ale tylko takich, które zawierały funkcjonalne białko p53. 
Komórki nie zawierające go nie „odpowiadały” zatrzymaniem na granicy faz G1 /S 
na napromieniowanie, nie obserwowano w nich także zahamowania aktywności 
kinazy cdk2 aktywowanej przez cyklinę E (D ulić  i współaut. 1994). Aktywowane 
przez cykliny kinazy cdk przeprowadzają fosforylację wielu istotnych, dla prze
biegu cyklu, substratów, w tym także genu supresorowego Rb. Szczegółowiej 
zagadnienie to zostanie przedstawione w rozdziale o genie retinoblastoma, 
w którym zostanie również omówione współdziałanie dwóch genów supresoro- 
wych w regulacji cyklu.

JAKIE KORZYŚCI MAJĄ KOMÓRKI Z ZATRZYMANIA W  FAZIE G1 CYKLU?

Jak już powiedziano, zatrzymanie to występuje najczęściej po uszkodzeniu 
w komórkach DNA. Zatrzymanie zaś komórek w fazie G1 przed rozpoczęciem 
syntezy DNA, daje czas na jego reperację i nie zezwala na kopiowanie błędów. 
Na tym właśnie polega rola genu p53 jako „strażnika genomu” (La n e  1992). Jeśli 
naprawa DNA się nie powiedzie, na przykład z powodu zbyt dużych uszkodzeń 
DNA, komórki najczęściej kierują się na drogę programowanej śmierci, to jest 
apoptozy. Problem apoptozy komórek jest omawiany w szeregu artykułach 
przeglądowych (La n e  1993, Y o n ish -Ro u ach  i współaut. 1993, S ik o r a  1994,
1995).

Komórki zawierające zmutowany gen p53 nie zatrzymują się w fazie G1. Stają 
się genetycznie mniej stabilne, może się w nich nagromadzać uszkodzone DNA, 
jak również mogą pojawiać się w nich liczne anomalie chromosomalne. W efekcie 
może to prowadzić do szybkiej selekcji klonów komórek nowotworowych. 
Z brakiem funkcjonalnego, niezmutowanego białka p53 wiąże się zapewne 
genetyczna niestabilność komórek u osób z zespołami Li-Fraumeni i ich większa 
wrażliwość na czynniki uszkadzające DNA.

Coraz lepiej zrozumiała staje się rola prawidłowego białka p53 w „ochronie ' 
komórek przed wystąpieniem transformacji nowotworowej, a także jego udział 
w utrzymywaniu integralności genomu. Natomiast zagadnienie, na ile niezbędny 
jest jego udział w różnicowaniu komórek prawidłowych nie jest dotychczas 
w pełni wyjaśnione (R o tte r  i współaut. 1993, D o n e h o v e r  i współaut. 1992). 
Wydaje się, że przynajmniej w niektórych komórkach układu krwiotwórczego 
więcej prawidłowego białka p53 występuje w komórkach krańcowo zróżnicowa
nych, niż w ich dzielących się komórkach macierzystych. In vivo podwyższony 
jego poziom wykazano w „partiach” zarodków ulegających wyraźnemu różnico
waniu a także w dojrzewających spermatocytach (R o tte r  i współaut. 1993). 
Założywszy, że również w komórkach prawidłowych ekspresja genu p53 podlega 
znaczącej regulacji, można sądzić, że obniżenie ekspresji (downregulation) sprzy
jałoby procesom proliferacyjnym. Pomocne w zrozumieniu funkcjonowania biał
ka p53 okażą się zapewne rozpoczęte ostatnio badania myszy genetycznie 
pozbawionych genu p53 [p53-null mice, knocked-out, D o n e h o v e r  i współ
aut. 1992). Chociaż ich zarodki rozwijają się prawidłowo, to jednak dorosłe myszy 
pozbawione genu p53 bywają bezpłodne, częstejest też wśród nich występowanie
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nowotworów. Może to sugerować, że funkcję białka p53 w rozwoju embrionalnym 
myszy mogą pełnić produkty innych genów.

GEN RETINOBLASTOMA (Rb)

Retinoblastoma (siatkówczak), guz gałki ocznej rozwijający się u dzieci, 
powodowany przez mutację recesywną, był pierwszym ludzkim nowotworem, 
w którego etiologię udokumentowano. Na przykładzie genu retinoblastomy (Rb) 
wykazano, że w przypadku rodzinnej postaci tego nowotworu, przekazywanej 
jako cecha dominująca, dziedziczy się tylko jeden allel genu i dopiero następu
jąca w czasie rozwoju utrata lub mutacja drugiego prawidłowego allelu powoduje 
chorobę (Kn u d so n  1993, Ha m e l  i współaut. 1993). Zjawisko to, zwane utratą 
heterozygotyczności (loss of heterogeneity lub reduction to homozygosity), od
grywa olbrzymią rolę także w rozwoju i innych nowotworów. Drugą postacią 
retinoblastomy jest postać spontaniczna, bez przeszłości rodzinnej, pojawiajaca 
się jako wynik mutacji obydwu alleli genu Rb.

Mechanizmy działania genu Rb są równie złożone, jak mechanizmy działania 
omawianego już genu p53. Gra on bezpośrednią rolę w regulacji cyklu komór
kowego i różnicowaniu komórek, uczestniczy w przekazywaniu wewnątrzkomór
kowych sygnałów, a jego działanie pozostaje w ścisłym związku z działaniem 
genu p53. Genowi Rb, jego funkcjonowaniu w komórkach poświęcono liczne 
opracowania przeglądowe (W einb erg  1992, 1993, M a r s h a ll  1991, Le w in e  1993, 
W im an  1993, Le v in e  i M o m and  1990).

GEN Rb, BIAŁKO p l05  I JEGO FOSFORYLACJA, JAKO GŁÓWNA POTRANSLACYJNA MODYFIKACJA

Gen Rb, wyizolowany w 1986 roku, jest zbudowany z 200 kpz i zawiera 27 
eksonów. W regionie 5’ genu Rb występuje wiele reszt GC, co jest charakterysty
czne dla genów metabolizmu podstawowego (house-keeping genes), nie ma zaś 
w nim promotorowych sekwencji TATA i CAAT. W eksonie 20 genu Rb znaleziono 
też sekwencje kodujące motywy strukturalne „zamka leucynowego” i „palców 
cynkowych”, typowych dla domen wiążących DNA (W e in b e r g  1992). W obrębie 
eksonów 13-17 genu Rb występują często mutacje i delecje. Sprawia to, że 
zmutowane białko traci zdolność wiązania białkowych partnerów i ulegania 
fosforylacji (H ie b e r t  1993, Levine  1993), co może wpływać na jego komórkową 
lokalizację (M ittn a c h t  i współaut. 1994). Aktywność promotora genu Rb wydaje 
się przynajmniej częściowo zależeć od stopnia metylacji występujących w nim 
reszt cytozyny (O h tan i-F u jit a  i współaut. 1993). Sugeruje się też, że ekspresja 
genu Rb może być hamowana przez białko Rb na zasadzie autoregulacji prze
biegającej z udziałem czynnika transkiypcyjnego E2F-1 (Sh an  i współaut. 1994), 
jak również, że może być regulowana przez białko p53 (O sifc h in  i współaut.
1994).

Obecność transkiyptu genu Rb stwierdza się praktycznie we wszystkich 
komórkach, białkowym zaś produktem genu Rb jest polipeptyd złożony z 928 
aminokwasów, o c. cz. 105-110 kDa (różnice ciężaru wynikają z obecności form 
o różnym stopniu ufosfoiylowania). Charakteryzuje się ono długim, bo 6-12 h 
okresem półtrwania (G o o d ric h  i współaut. 1993) i występowaniem w formach
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o różnym stopniu ufosforylowania. Na rycinie 4 przedstawiono schematycznie 
strukturę białka Rb zaznaczając regiony cząsteczki uczestniczące w wiązaniu 
z różnymi komórkowymi i wirusowymi białkami. Na rycinie 5 pokazano zaś 
przestrzenne usytuowanie w cząsteczce reszt aminokwasowych ulegających 
fosforylacji, zaznaczono też pozycje „kieszeni”.

Ryc. 4. Schemat budowy białka p 105 (według Kouzarides 1993, zmodyfikowany).

Literami A i B oznaczono fragmenty cząsteczki tworzące w cząsteczce białka tak zwaną kieszeń. 
Zaznaczono też fragmenty cząsteczki uczestniczące w wiązaniu czynników transkrypcyjnych E2F 
i MyoD oraz onkogennych białek wirusowych El A, E7 i dużego antygenu T wirusa SV40 a także 
miejsca sekwencji zbliżonych do sekwencji czynników TBP i TFIIB (a i b). Liczby oznaczają numery 

reszt aminokwasowych w łańcuchach polipeptydowych.

Szczególne znaczenie w wiązaniu białka Rb z innymi białkami mają domeny 
A i B, tworzące wraz z łączącym je peptydem tak zwaną kieszeń. W tym miejscu 
cząsteczki białka może następować dołączanie bądź to czynników transkrypcyj
nych bądź też onkogennych białek wirusowych oraz cyklin, białek regulujących 
przebieg cyklu komórkowego (patrz tabela 4, Dowdy i współaut. 1993, Kouzari
des 1993, Goodrich i Lee 1993). Co więcej, sekwencje aminokwasowe w regio
nach A i B przejawiają istotne podobieństwo do sekwencji znajdowanych 
w dwóch, tak zwanych podstawowych, czynnikach transkrypcyjnych TBF i TFIIB 
(Kouzarides 1993). To podobieństwo sekwencji może tłumaczyć zdolność wią-

Ryc. 5. Schemat budowy białka p l05  (wg Goodrich i Lee 1993). Zaznaczono usytuo
wanie aminokwasów ulegających fosforylacji, obszar „kieszeni” (A, B), jak również re

giony uczestniczące w  wiązaniu białka z DNA i w  oligomeryzacji cząsteczki.
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zania supresorowego białka Rb również z licznymi regulującymi czynnikami 
transkrypcyjnymi (tabela 4). Aminokwasy w obszarze kieszeni białka pl05 
uczestniczą także w wiązaniu go z DNA.

Tabela 4
Komórkowe i wirusowe białka zdolne do tworzenia kompleksów 

z białkiem p 105Rb

Białka komórkowe Białka onkogenne kodowane przez
Czynniki transkrypcyjne adeno wirusy

E2F białko El A
MyoD

ATF-2 papowawirusy

Ple-1 duży antygen T wirusa SV40
Produkty protoonkogenów wirusy Papilloma

C-myc, N-myc białko E7
C-abl

Kinaza cdk

Cykliny D

Białko szoku cieplnego

(hsc), 73 kDa

Lamina C

Z danych: K ouzarides 1993, G oodrich i L ee 1993, Dow dy i współaut. 1993, R ustgi i współaut. 1991, W elch i
W ang 1993, N ihei i współaut. 1993.

W fazie G0/G1 cyklu komórkowego białko p 105 nie jest lub jest jedynie słabo 
ufosforylowane; w kolejnych fazach cyklu coraz więcej jego reszt serynowych 
i treoninowych podlega fosforylacji (możliwość fosforylacji 15 reszt), osiągając 
maksimum w fazie G2 i M (W e inb e r g  1992). Ta postranslacyjna modyfikacja 
białka Rb jest niezmiernie istotna, ponieważ stopień ufosforylowania wpływa na 
zdolność wiązania się białka pl05 ze strukturami jądrowymi i decyduje
0 cytoplazmatycznym (białko hiperfosforylowane) lub jądrowym (białko nieufo- 
sforylowane) występowaniu Rb, a tym samym o możliwości jego funkcjonowania 
(W e in b e r g  1992).

Fosforylację pl05 przeprowadzają białkowe kinazy cdk, których aktywność 
regulowana poprzez dołączenie cyklin i stopień ufosforylowania oscyluje podczas 
cyklu komórkowego. Początkowo sądzono, że kinazą tą jest kinaza cdc2 (=cdkl) 
(Lees  i współaut. 1991, L in  i współaut. 1991), kluczowy enzym regulujący 
przejście z fazy S do M (G r ze la k o w sk a -Szta b e r t  1992). Obecnie uważa się, że 
in vivo fosforylację białka p 105 przeprowadzają przede wszystkim kinazy cdk 
występujące jedynie w fazie G1 cyklu, to jest kinaza cdk4 regulowana przez 
dołączenie cyklin D2 i/lub D3 (Kato  i współaut. 1993, M a tsu sc h im e  i współaut. 
1992, S h e r r  1994) oraz kinaza cdk2, o aktywności której decyduje dołączenie 
cykliny E (ryc. 6 )(D u lić  i współaut. 1994, Sh e r r  1994). Zarówno cykliny D, jak
1 cyklina E są cyklinami typowymi tylko dla fazy Gl (M o to k u r a  i A rn o ld  1993) 
i można je traktować jako „wielofunkcyjne” białka regulujące aktywność różnych 
kinaz cdk i uczestniczące w wiązaniu ich z różnymi komórkowymi substratami, 
w tym z białkiem pl05 (H ind s  i współaut. 1992).
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Aktywność kinaz cdk, a zwłaszcza kinazy cdk4, może być hamowana przez 
działanie endogennego białkowego inhibitora p21 , którego syntezę stymuluje 
prawidłowe białko p53 (patrz rozdział: Udział p53 w regulacji przejścia komórek 
przez punkt restrykcyjny Gl-S cyklu komórkowego) oraz białka p l6 , będącego 
produktem genu MTS1 (multiple tumor suppressor 1) umiejscowionego na 
krótkim ramieniu chromosomu 9 (9p21) (Serr ano  i współaut. 1993, Ka m b  
i współaut. 1993). Zmiany chromosomalne w pozycji genu MTS 1 występują 
w komórkach bardzo licznych linii komórkowych. Postuluje się nawet, że gen 
MTS1 może być nie rozpoznanym dotąd genem supresorowym (M a r x  1994a 
i b). Białko p l6, kodowane przez gen MTS1, jest inhibitorem tylko kinazy cdk4. 
Jeśli okaże się, że hamuje on aktywność kinazy cdk4 także in vivo, to jego 
znaczenie w regulacji cyklu komórkowego poprzez wpływ na poziom ufosforylo- 
wania pl05 będzie wyjątkowe.

G 1 G2 M

cyklina □  
cyklina E 
cyklina A 
cyklina B 
cdk 2 / 4 / 5  

cdc2  

p105Rb

G0/G1 G1/S S/G2 G2/M

Ryc. 6. Występowanie cyklin, 
kinaz cdk 2/4 i cdc2 w  róż
nych fazach cyklu komórko
wego. Zaznaczono także wys
tępowanie zdefosfoiylowane- 
go i ufosforylowanego białka 

p l05 .

Są odkrywane coraz to nowe endogenne inhibitory kinaz cdk pojawiające się 
w komórkach pod wpływem bardzo różnych czynników (ryc. 7) (Hu n te r  1993, 
N a s m y t h  i H u n t  1993, G r ze lak o w sk a -Sz ta b e r t  1995). Tak na przykład 
w ludzkich komórkach epitelialnych, zahamowanych w fazie G1 po traktowaniu 
TGF-ß, znaleziono ciepłostabilne białko p27KlP1, hamujące aktywność kinaz cdk 
zależnych od cykliny E i A (S ling e rland  i współaut. 1994, Po lyak  i współaut.
1994). W kompleksach z kinazami cdk mogą też występować specyficzne fosfa
tazy, na przykład tyrozynowa fosfataza cdii (cyclin-dependent kinase interactor 
1), regulujące ich aktywność dzięki wpływowi na stopień ich ufosforylowania 
(Gy u r is  i współaut. 1993).

Zahamowanie aktywności kinaz cdk powoduje, że w komórkach białko pl05 
pozostaje nieufosforylowane i jako takie oddziaływuje z innymi białkami, w tym 
z czynnikami transkrypcyjnymi, blokując ich działanie i w efekcie syntezę DNA 
(patrz rozdział następny). Sądzi się, że brak fosforylacji białka Rb jest jednym 
z powodów niemożności wejścia starzejących się fibroblastów w fazę syntezy 
DNA, co w konsekwencji pociąga za sobą niepodejmowanie przez nie podziałów 
(D im r i i współaut. 1994). W starych ludzkich fibroblastach występują bowiem 
nieaktywne kinazy cdk, w odróżnieniu od komórek młodych, w których aktywne 
kinazy cdk fosforylują pl05 (D ulić  i współaut. 1993).

Defosforylacja pl05 rozpoczyna się w anafazie, końcowym etapie mitozy. 
Najprawdopodobniej przeprowadzają ją serynowo-treoninowe fosfatazy — fosfa
taza typu 1 (PP1, L u d lo w  i współaut. 1933, A lb e r ts  i współaut. 1993) i fosfataza 
typu 2 (PP2A, A l b e r ts  i współaut. 1993). Zahamowanie aktywności fosfatazy
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PP1 przez kwas okadajowy (okadaic acid) doprowadza do hiperfosfoiylacji 
zarówno białka p 105, jak i białka p53 (Yatsu nam i i współaut. 1993). Fakt ten — 
to znaczy unieczynnianie i zmiana subkomórkowej lokalizacji tych białek supre
sorowych — może mieć kapitalne znaczenie w promocji nowotworów wywołanej 
przez kwas okadajowy.

Ryc. 7. Udział 
b ia łk o w y c h  
in h ib it o r ó w  
kinaz cdk w  
regulacji ufo- 
s fory low an ia  
p l0 5  i zaha- 
m o w  a n i u 
syntezy DNA.

REGULACJA TRANSKRYPCJI GENÓW PRZEZ BIAŁKO pl05 JAKO PODSTAWOWY MOLEKULARNY
MECHANIZM JEGO DZIAŁANIA

Gen Rb wprowadzony do komórek nowotworowych, nie zawierających jego 
prawidłowego białkowego transkryptu, osłabia lub wręcz znosi ich fenotyp 
nowotworowy, a przede wszystkim hamuje intensywną proliferację komórek 
(Fu ng  i współaut. 1993, G o o d ric h  i współaut. 1991). Fakt ten, jak również 
jądrowa lokalizacja pl05Rb w komórkach zatrzymanych w fazie G1 (M an c in i 
i współaut. 1994) i zdolność do tworzenia kompleksów z licznymi komórkowymi 
i wirusowymi białkami (tabela 4) silnie sugerowały, że białkowy produkt genu 
Rb może uczestniczyć w regulacji wzrostu komórek. To działanie pl05 zachodzi 
przede wszystkim w komórkach będących w fazie G0/G1 cyklu dzięki jego 
wiązaniu się z czynnikami transkrypcyjnymi DRTFI/E2F (N ew ins  1992, L ees  
i współaut. 1993, LaTHANGUE 1994) i ATF-2 (Ko u zarid es  1993). Te heterogenne 
białka bezpośrednio uczestniczą w modulacji ekspresji genów związanych z od
powiedzią komórek na sygnały zewnątrzkomórkowe (c-fos, c-myć), jak też i ge
nów, których produkty niezbędne są dla prawidłowego przebiegu licznych 
procesów metabolicznych związanych z podjęciem w komórkach syntezy DNA 
(Fa r n h a m  i współaut. 1993). Mowa tu o genach kodujących, na przykład, 
reduktazie dihydrofolianowej, kinazie tymidynowej, syntazie tymidylanowej, 
polimerazie a, a także kinazie cdc2 (Ne w ins  1992) i cyklinie D (M u lle r  i współaut.
1994). Przy udziale czynnika transkrypcyjnego ATF-2 jest regulowana natomiast 
przez pl05 aktywność transkrypcyjna genu TGF-ß, kórego produkt wpływa 
hamująco na wzrost komórek (N ew ins  1992).

Aktywność czynnika E2F, jako aktywatora transkrypcji, jest hamowana 
dzięki utworzeniu kompleksu z pl05 lub także z pokrewnymi mu białkami pl07 
i pl30 (Fa t t a e y  i współaut. 1993, H o llin g sw o r th  i współaut. 1993, H a m e l  
i współaut. 1992, C o b r in ik  i współaut. 1992, H elin  i Ha r lo w  1993). W efekcie 
transkrypcja genów, w promotorach których występują sekwencje DNA specyfi

uszkodzenia DNA 

białko p53

starzenie sie 
komórek

T G F - ß

czynniki wywołujące 
zatrzymanie sie komórek 

w tazie G 0 /  G1

BIAŁKOWE INHIBITORY KINAZ cdk

1
cdk 2 I cdk 4

cyklina E | j cyklina D
fosforylacja

p105Rb
I synteza 
1 DNA



Geny supresorowe 341

cznie wiążące białka DRTF1/E2F, zostaje zahamowana. Tylko nieufosforylowa- 
ne pl05 wiąże się z białkiem E2F, formy ufosfoiylowane bądź zmutowane nie 
przejawiają tej właściwości. Fosforylacja pl05, w wyniku działania kinaz cdk 
zmieniająca jego ładunek i konformację, powoduje oddysocjowanie ufosfoiy- 
lowanego białka Rb i umożliwia funkcjonowanie E2F, w tym jego skomplekso- 
wanie z podstawowymi czynnikami transkiypcyjnymi. Na rycinie 8 pokazano 
schematycznie udział białka Rb w regulacji ekspresji genów na przykładzie genu 
reduktazy dihydrofolianowej. Zablokowanie przez nieufosfoiylowane białko 
pl05 funkcjonowania czynnika transkrypcyjnego E2F i aktywacji genu dhfr 
blokuje komórki w fazie Gl.

Są jednak dane sugerujące, że białko pl05 może w pewnych warunkach 
powodować zatrzymanie komórek także i w fazie G2, czyli po zakończeniu 
syntezy DNA (Ka r a n tz a  i współaut. 1993). Należy zaznaczyć, że kompleks 
E2F-pl05 jest tylko jednym z licznych kompleksów czynnika E2F z białkami 
regulatorowymi (La  T h an q u e  1994, H elin  i H a r lo w  1993), pojawiają się też 
doniesienia o obecności w komórkach czynników E2F-podobnych, co stwarza 
dalsze możliwości regulacji.

Ryc. 8. Regulacja ekspre
sji gen ów  p rze z  p l0 5  
i czynnik E2F na przykła
dzie genu reduktazy dihy- 
d ro fo lia n ow e j [dhfr) 
(w ed łu g Hollingsworth 
i współaut. 1993, zmo

dyfikowane).

Etapy (a) i (b) to synteza cy
klin fazy Gl i tworzenie ich 
aktywnego enzymatycznie 
kompleksu z kinazami cdk. 
Fosforylacja, etap (c), białka 
Rb wywołuje jego oddysocjo- 
nowanie od kompleksu 
z czynnikiem transkrypcyj- 
nym E2F, do którego z kolei 
mogą dołączać się podstawo
we czynniki transkrypcyjne 
i aktywować ekspresję genu 

DHFR, etap (d).

Nie tylko ufosfoiylowanie pl05 rozbija jego połączenie z E2F. To samo 
działanie wywołuje skompleksowanie białka pl05 z białkami produkowanymi 
przez wirusy onkogenne, jak białko E1A adenowirusów (M o r an  1993), duży 
antygen T wirusa SV40 (Lu d lo w  1993) i białko E7 wirusa HPV16 (V o u sd e n  1993, 
tabela 4). Te same bowiem regiony cząsteczki p 105 uczestniczą w wiązaniu 
z E2F, jak i z białkami wirusowymi (ryc. 4). Stabilność kompleksów białka Rb 
z białkami wirusowymi jest niższa w przypadku białek wirusowych o słabych 
własnościach transformujących i wyższa w przypadku silnie transformujących 
białek. Białka wirusowe wiążą się przede wszystkim z nieufosforylowaną formą
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pl05 (G o o d r ic h  i Lee  1993). Skompleksowanie to uniemożliwia białku Rb 
pełnienie „normalnych", supresorowych funkcji. Zezwala ono zarazem na ua
ktywnienie transkrypcji zarówno wirusowych, jak i komórkowych genów, co 
może doprowadzić do transformacji komórek (Ha m e l  i współaut. 1993, M o to k u - 
r a  i A rn o ld  1993).

Regulacja ekspresji genów przez białko Rb może zachodzić nie tylko poprzez 
jego współdziałanie z czynnikami transkrypcyjnymi. Może również następować 
poprzez interakcję białka pl05 z obecnymi w promotorach niektórych genów, 
tak zwanymi sekwencjami RCE (retinoblastoma controlling elements). Ten 
mechanizm regulacji zaobserwowano w przypadku genu c-fos, c-myc i insulino- 
podobnego czynnika wzrostu (K o u zarid es  1993).

UDZIAŁ BIAŁKA pl05 W  RÓŻNICOWANIU KOMÓREK

Jak przedstawiono w poprzednim rozdziale, hamujące działanie białka pl05 
na efektywność transkrypcji różnych genów może zatrzymać komórki w fazie G1 
cyklu komórkowego. Ta „negatywna” regulacja cyklu komórkowego dokonuje się 
dzięki interakcji białka pl05 z bardzo różnymi, ważnymi dla przebiegu cyklu 
białkami. Czy jednak jego obecność w komórce jest rzeczywiście niezbędna do 
wystąpienia podziału komórek. Pytanie to jest tym bardziej zasadne, ponieważ 
liczne komórki, zarówno nowotworowe jak i prawidłowe (zwłaszcza embrionalne) 
mogą dzielić się pomimo braku w nich genu Rb. Spektakularny tego przykład 
stanowi prawidłowy, aż do 13 dnia ciąży, rozwój zarodków myszy nie zawierają
cych funkcjonalnego białka Rb (Lee  i współaut. 1992, Jac k s  i współaut. 1992, 
C la r k e  i współaut. 1992). Dopiero w następnych dniach rozwoju pojawiają się 
w takich embrionach różnego rodzaju anormalności, zwłaszcza w centralnym 
układzie nerwowym i w układzie krwiotwórczym. Następująca śmierć embrionów 
jest konsekwencją powstania zaburzeń w procesie różnicowania powyższych 
tkanek i wskazuje na prawdopodobny w nich udział białka pl05. Liczne dane 
dokumentują też wzrost ekspresji genu Rb w komórkach różnicujących się pod 
wpływem różnych czynników, zwłaszcza w komórkach nerwowych i mięśniowych 
(Ha m e l  i współaut. 1993, G o o d r ic h  i Lee  1993). Fakty te, jak również brak genu 
Rb (lub jego strukturalnego odpowiednika) w komórkach bezkręgowców suge
rują, że podstawową rolą białka pl05 może być utrzymanie komórek w stanie 
spoczynkowym, niezbędnym do tego, ażeby mogły one wkroczyć na drogę 
różnicowania. Rolą dodatkową zaś mogłoby być funkcjonowanie jego w komór
kach organizmów dorosłych jako czynnika (bariery) zapobiegającego powstawa
niu nowotworu (transformacji nowotworowej). Postuluje się też, że białko pl05 
może „stanowić łącznik” pomiędzy licznymi czynnikami środowiska wpływają
cymi na przebieg cyklu komórkowego typu (na przykład hormonów czy też 
czynników wzrostowych) a podstawowym cyklem komórkowym (G o o d r ic h  i Lee

1993).
Ostatnio zaproponowano nawet hipotezę omawiającą udział białka p 105 

w przekazywaniu komórkom sygnałów do różnicowania (Ha m e l  i współaut.
1993). Pod wpływem sygnału do różnicowania obecne w komórkach białko pl05 
pozostawać ma nieufosforylowane, a zatem aktywne, regulujące aktywność, na 
przykład czynnika transkiypcyjnego E2F, co może wywoływać hamowanie eks
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presji genów, których produkty są niezbędne dla proliferacji komórek, stymula
cję zaś ekspresji genów, których produkty mogą być istotne w procesach 
różnicowania. Przy braku sygnału do różnicowania, białko pl05 miałoby ulegać 
inaktywacji wskutek ufosforylowania, a komórka mogłaby podjąć syntezę DNA 
i wkroczyć w fazę S cyklu komórkowego. Tak więc obecność w komórce aktywnej 
lub nieaktywnej formy białka p 105 decydowałoby o tym, czy komórka „wychodzi” 
z cyklu i staje się komórką spoczynkową i ewentualnie różnicującą się, czy też 
pozostaje w cyklu i dzieli się. Wydaje się więc, że białko pl05 może w różnych 
komórkach mieć inne działanie, zależnie od rodzajów otrzymywanych przez nie 
sygnałów zewnętrznych. Należy podkreślić, że w działaniu białka pl05, zwłasz
cza w procesach różnicowania, olbrzymią rolę wydaje się odgrywać jego współ
działanie z białkowym produktem protoonkogenu c-myc (Yen  i współaut. 1992, 
G o o d r ic h  i Lee  1993), jednym z bardziej istotnych regulatorów proliferacji 
komórek.

INNE GENY SUPRESOROWE

Podstawowe mechanizmy działania produktów genów p53 i Rb są obecnie 
dość dobrze poznane, natomiast stosunkowo mniej wiadomo o mechanizmach 
działania innych genów supresorowych. Sklonowanie w latach dziewięćdziesią
tych wielu z nich i poznanie budowy kodowanych przez nie białek, pozwala na 
wysnuwanie przypuszczeń, co do ich funkcjonowania i znaczenia w metabo
lizmie komórek.

GEN WT-1

Najsilniejszą ekspresję genu WT-1 wykrywa się w komórkach rozwijającej się 
nerki (co przemawia za udziałem produktu tego genu w procesach różnicowania 
nerek), a także w komórkach grzebienia płciowego, płodowej gonadzie 
i w komórkach krwiotwórczych. Inaktywacja genu WT-1 wraz z innymi genety
cznymi zmianami wywołuje u dzieci nowotwór nerek, guz Wilmsa (W e in b e r g  
1991, G erald  1994, R u ppr e c h t  i współaut. 1994). Produktem genu WT-1 jest 
jądrowe białko o c.cz. 52-54 kDa, zaliczane ze względu na swą budowę do grupy 
czynników transkiypcyjnych zawierających motyw palców cynkowych. Białko to 
jest zdolne do wiązania się z sekwencjami nukleotydowymi w DNA, z którymi 
łączą się również białka EGR-1 (early growth response zinc-finger protein), 
pojawiające się bardzo szybko po zastymulowaniu komórek do podziałów, na 
przykład działaniem surowicy. Ze względu na kompetycję o te same miejsca 
wiązania w DNA, białko WT-1 hamuje ekspresję genów stymulowaną przez 
białko ERG-1. Są to geny związane przede wszystkim z proliferacją komórek 
i kodujące między innymi także czynniki wzrostowe, jak insulino-podobny 
czynnik wzrostowy II i łańcuch A płytkowego czynnika wzrostu (G er ald  1994, 
R u pp r e c h t  i współaut. 1994). Co więcej, białko WT-1 może również hamować 
ekspresję kodującego je genu (Ru ppr e c h t  i współaut. 1994). Wykazane ostatnio 
współdziałanie zarówno „fizyczne”, jak i funkcjonalne białka WT-1 z białkiem 
p53 stanowi przykład wewnątrzkomórkowej regulacji funkcjonowania produ
któw różnych genów supresorowych (Mah e sw aran  i współaut. 1993).
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Omówione dotychczas geny p53, Rb i WT-1 kodują białka jądrowe uczestni
czące w regulacji transkrypcji. Produktami genów supresorowych mogą być 
także białka błonowe i cytoplazmatyczne, uczestniczące w adhezji komórek do 
podłoża (na przykład gen APC, ' DDC, VHL), w wiązaniu błony komórkowej 
z cytoszkieletem (gen NF-2), w percepcji przez komórkę różnego typu sygnałów 
komórkowych (na przykład DDC, MEN-2) a także ich modulacji (gen NF-1).

Szczególne znaczenie dla regulacji podziałów komórkowych ma produkt genu 
supresorowego NF-1, ze względu na wpływ na udział w regulacji funkcjonowania 
onkogenu ras.

GEN NF-1

Gen NF-1 koduje cytoplazmatyczne białko o c.cz. 330 kDa nazwane neurofi- 
brominą. Brak lub inaktywacja genu NF-1 prowadzi do powstawania łagodnych 
lub złośliwych nowotworów, przede wszystkim w obrębie układu nerwowego 
(W e in b e r g  1991). Mechanizm działania neurofibrominy nie jest jeszcze poznany. 
Jednakże obecność w jej cząsteczce domen o sekwencjach aminokwasowych, 
homologicznych z występującymi w białkach GAP, aktywujących GTPazę będącą 
produktem onkogenu ras, pozwala przypuszczać, że również neurofibromina 
mogłaby działać podobnie jak białka GAP (R ey  i Ha ll  1993). Modulacja endo
gennej aktywności GTPazowej białka p21ras jest bardzo istotna, gdyż decyduje 
o tym, czy występuje ono w formie aktywnej (związanej z GTP), czy też nieaktyw
nej (związanej z GDP) (W e ism u lle r  i W itt ing h o fe r  1994). Aktywne białko p21ras, 
zdolne do przekazywania sygnałów mitogennych i sygnałów do różnicowania, 
wydaje się być niezbędne przynajmniej dwukrotnie podczas przebiegu cyklu 
komórkowego a także niezbędne do „wyjścia” komórek z cyklu (M o o d ie  i W o lf - 
m an  1994). Wysunięto hipotezę, według której stymulacja przez neurofibrominę 
lub GAP GTPazy białka p21ras sprawia, że ilość jego aktywnej formy spada. 
Wydaje się, że konsekwencją braku w komórkach neurofibrominy może być 
zwiększenie poziomu formy aktywnej p2 1ras, zdolnej do przekazywania sygnałów 
mitogennych i stymulowania podziałów komórkowych, a w końcu do nowotwo- 
rzenia. Tak więc neurofibrominę można traktować jako jedno z białek o działaniu 
antyproliferacyj nym.

WSPÓŁDZIAŁANIE PRODUKTÓW ONKOGENÓW I GENÓW SUPRESOROWYCH
W REGULACJI CYKLU

Znajomość podstawowych molekularnych mechanizmów działania w komór
kach produktów kodowanych przez poszczególne onkogeny i geny supresorowe 
pozwala wysuwać przypuszczenia o możliwości skoordynowanego działania. 
Szczególnie ważne w regulacji cyklu jest współdziałanie białek supresorowych 
z białkami genów tak zwanej wczesnej odpowiedzi komórek na sygnały zewnę
trzne, to jest z białkami c-ras, c-myc, c-fosic-jun (Ma r s h a ll  1991). Przynajmniej 
w niektórych komórkach przekazywanie sygnału do proliferacji poprzez białka 
kodowane przez onkogen c-ras, może pozostawać pod kontrolą genu supresoro
wego NF-1. Natomiast zmiany intensywności ekspresji genów c-myc, c-jun i c-fos, 
występujące po zadziałaniu białka ras, mogłyby wpływać, według ostatnio
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zaproponowanej hipotezy, na aktywność kinaz cdk, enzymów fosfoiylujących 
produkty genów supresorowych p53 i Rb (G e w ir tz  1993). Z jednej strony wzrost 
poziomu i/lub aktywności tych białek supresorowych mógłby na zasadzie 
sprężenia zwrotnego regulować ekspresję, na przykład c-myc i c-fos, z drugiej 
zaś wywoływać — bezpośrednio (białko p53) lub też pośrednio — przy udziale 
czynnika E2F (białko pl05) zatrzymanie komórek w fazie Gl. W konsekwencji, 
komórki pozostając w tej fazie cyklu albo nie dzieliłyby się, albo też mogłyby 
ginąć przede wszystkim w procesie apoptozy. O intensywności apoptozy komórek 
decydowałby także poziom produktu onkogenu bel -2, którego ekspresja podlega 
regulacji przez białko p53.

W tym szalenie uproszczonym opisie współdziałania produktów onkogenów 
i genów supresorowych mało uwagi poświęcono mechanizmom wywołującym 
zatrzymanie komórek na granicy faz G2 — M, bloku powodowanym przez wiele 
związków terapeutycznych. Ten etap również wydaje się pozostawać pod kon
trolą produktów genów supresorowych, zwłaszcza genu MTS1 i p53, poprzez ich 
wpływ na syntezę białkowych inhibitorów kinaz cdk, w tym kinazy cdc2, której 
aktywność jest niezbędna do rozpoczęcia podziałów mitotycznych.

UWAGI KOŃCOWE

W artykule przedstawiono podstawowe mechanizmy funkcjonowania niektó
rych genów supresorowych, istotnych dla przebiegu cyklu komórkowego. Szereg 
innych aspektów ich działania wymaga dalszych badań. Nie wyjaśnione jest 
w pełni, na przykład zagadnienie tak zwanej specyficzności tkankowej poszcze
gólnych genów supresorowych, która sprawia, że brak ich powoduje powstanie 
nowotworów tylko w określonych narządach. Niewiele jest też informacji, poza 
informacjami o genach p53 i Rb, o współdziałaniu w komórce innych genów 
supresorowych, a także o mechanizmach prowadzących do ich inaktywacji. 
Wymaga też dalszych badań problem udziału białka p53 w przerzutowaniu 
komórek nowotworowych.

Zrozumienie mechanizmów działania przynajmniej niektórych genów supre
sorowych, chociaż z pewnością jeszcze nie pełne, stwarza też nowe możliwości 
terapeutyczne. Czynione są udane próby hamowania wzrostu komórek nowo
tworowych poprzez wprowadzanie do nich, metodami inżynierii genetycznej, 
genów p53 i Rb. Myśli się też o syntezie związków, które mogłyby symulować 
działanie prawidłowych białek supresorowych w komórkach zawierających ich 
zmienione formy. Na ile tytuł jednego z artykułów Geny supresorowe — nadzieja 
okaże się prawdą, pokażą najbliższe lata.

SUPPRESSOR GENES — MOLECULAR MECHANISMS OF THEIR ACTION AND 
IMPORTANCE FOR CONTROL OF CELLULAR PROLIFERATION

S u m m ary

It is generally accepted that loss of function of various genes whose products are needed for 
normal cell functioning contributes to cancer development. These genes are known as tumor 
suppressor genes, antioncogenes or genes antagonizing tumor development. The proteins coded by 
such genes play various roles in the cell functioning, e.g. they may be nuclear proteins acting as



346 Ba r b a r a  G r z e la k o w sk a -S ztab e r t

transcription factors or membrane proteins involved in signal transduction, adhesion phenomena 
or interaction between cytoskeleton and membrane.

The two best characterized suppressor genes are p53 and Rb and the functioning, at the 
molecular level, of the proteins coded by them became in the recent years fairly well understood. 
Our knowledge about other suppressor genes is less advanced, but for WT-i, NF-1, MTS-1 and APC 
and DCC genes a general mode of action has already been discovered.

In the article a detailed description of actions of protein products of p53 and Rb genes is given, 
with special emphasis on their interactions with various cellular and viral proteins. The special role 
of protein p53 as the transcription factor in the regulation of expression of different genes is described 
and a hypothesis on its involvement in G1 cell cycle arrest is proposed. The action of p i05 as the 
regulator of transcription of genes, resulting from its interaction with the transcription factor E21, 
is also presented. The significance of p 105 phosphorylation for this interaction and participation of 
various endogenous protein inhibitors of cdk kinases in phosphorylation of this suppressor protein 
is described.
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