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GENY SUPRESOROWE — MOLEKULARNE MECHANIZMY DZIALANIA
| ICH ZNACZENIE W KONTROLI PROLIFERACJI KOMOREK

WSTEP

Powstanie nowotworu jest nastepstwem zaburzen kontroli proliferacji komé-
rek, ich interakcji pomiedzy sobg i otoczeniem. Skoordynowane dziatanie pozy-
tywnych, jak i negatywnych, wewnatrz- i zewngtrzkomdérkowych czynnikéw
warunkuje prawidtowos¢ przebiegu cyklu komérkowego. Zaburzenia tego dzia-
tania lezg wlasnie u podstaw niestabilnosci genomu komorek nowotworowych
(Hartwett 1992, Weinert i Lydalt 1993) i prowadza do nagromadzania sie
w nich btedéw genetycznych (anomalii) o charakterze dominujgcym lub recesyw-
nym. Zmiany dominujace polegaja przede wszystkim na aktywacji protoonkoge-
néw w onkogeny. Zmiany recesywne zas wynikaja z braku syntezy lub syntezy
nieaktywnych biatek kodowanych przez geny, zwane genami supresorowymi
nowotworow, recesywnymi onkogenami, czy wrecz anty-onkogenami (Marshaltl
1991, Bishop 1991, Weinberg 1991, Bryant 1993). Okreslane sg one réwniez
jako geny przeciwstawiajgce sie rozwojowi nowotworu (Kiein 1993).

Przez wiele lat zainteresowanie onkogenami zdominowato badania moleku-
larnych podstaw nowotworzenia. Badania gendw supresorowych maja krotsza
historie i ich dynamiczny rozwd6j rozpoczat sie w potowie lat osiemdziesiatych,
kiedy to uswiadomiono sobie, ze do rozwoju nowotworéw oprécz onkogenow
musza przyczyniac sie jeszcze inne czynniki. Wskazéwki o obecnosci w komoér-
kach genéw nie pozwalajgcych na powstanie nowotworu uzyskano w réznego
typu badaniach. Pierwsze dane otrzymano badajac mieszance (hybrydy), po-
wstate w wyniku fuzji komérek nowotworowych i prawidtowych. Hybrydy nie
wykazywaty cech komdérek nowotworowych, wstrzykniete zwierzetom nie wywo-
tywaty nowotworéw, ale czesto obserwowano ich powrét do fenotypu nowotwo-
rowego. Nastepowalo to po utracie, w czasie kolejnych podziatéw, chromoso-
mu(éw) pochodzacego z komérki prawidtowej (Harris 1993a, Anderson i Stan-
bridge 1993, Noda 1993). Wskazywalo to na supresje w hybrydach fenotypu
nowotworowego poprzez produkty genéw obecnych tylko w komérkach prawid-
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towych. Dalsze, bardzo istotne dane, Swiadczace o udziale genéw supresorowych
w genetycznym podtozu nowotworzenia, pochodzity z badarh historii rodzin,
w ktorych wystepowaty nowotwory, przede wszystkim siatkéwczak (retinoblasto-
ma). Wykazano, ze do powstania nowotworu niezbedna jest utrata funkcjono-
wania dwodch alleli genu supresorowego, nastepujaca zaréwno na drodze predy-
spozycji genetycznej, jak tezw efekcie licznych mutacji somatycznych (Marsnhati
1991, Bishop 1991, Evans i Prosser 1992). Do wykrycia genéw supresorowych
przyczyniaja sie tez badania stopnia utraty heterozygotycznosci komdérek nowo-
tworowych (loss of heterozygosis, LOH), badania cytogenetyczne, jak réwniez
badania r6znych mutacji (Weinberg 1991, Nowel1 1994, Harris 1993b).
Przedmiotem artykutu jest oméwienie sposobow dziatania niektérych z po-
znanych dotad genéw supresorowych, a takze gendw ,podejrzanych” o takie
wilasciwosci (tabela 1). Jako ,,operacyjng” definicje genu supresorowego przyjeto
propozycje W einberga (1991), uznajacq za gen supresorowy kazdy genetyczny
element, ktérego utrata lub inaktywacja powoduje w komdérce pojawienie sie
réznorodnych zaburzen wzrostu prowadzacych do powstania nowotworu. Poda-
na w tabeli 1 lista genéw jest listg niepetng, ciggle bowiem sg wykrywane geny,
utracie funkcji ktorych przypisuje sie wywolywanie nowotworéw. Produkty
biatkowe gendéw supresorowych moga miedzy innymi:
— wystepowac wjadrze komérkowym i dziata¢jako czynniki transkrypcyjne;
— w cytoplazmie i uczestniczy¢ w kaskadzie przekazywania sygnatéw (akty-
wacja GTPazy);
— znajdowac sie w btonie komdrkowej lub jej poblizu, dziatajgcjako receptor
sygnatu zewnatrzkomorkowego, biatko uczestniczgace w adhezji komérko-

wej lub tez w interakcji cytoszkieletu z btong komorkowa.
Tabela 1
Wystepowanie i whasciwosci biatek kodowanych przez ludzkie geny supresorowe

Produkt genu i

Dziedziczony zesp6t Nowotwor Gen Chromo- wystepowanie w Dziatanie
som P produktu genu
komorce
Rodzinna
brodawczakowatos¢ - biatko 310 udziat w
jelita grubego (familial _gerllii;zolrzléc;rei)kl APC* 5021 kDa, adhezji
adenomatous J 9 9 cytoplazma komorek
polyposis coli)
udziat w ad-
Brak w rakach jelita biatko 153- hezji komo-
grubego (deleted in rak okreznicy  DCC 18021 190 kba, . re;k W .
| tal - btona komaér- réznicowaniu:
colorectal carcinoma) Kowa receptor blo-
nowy
Rozsiany nowotwér glrjzzytarcz c
komérek dokrewnych ?rzgstki e
typ | (multiple éliniane’k MEN-1  1Iql3 ? ?
endocrine neoplasia S '
piersi, kory

type J

nadnercza



Rozsiany nowotwor
komérek dokrewnych
typ Il (multiple
endocrine neoplasia
type 11)
Nerwiakowtokienko-
watos¢ typ |
(neurofibromatosis
type I)

Nerwiakowtokienko-
watos¢ typ Il
(neurofibromatosis

type 1)

Li-Fraumeni

Siatkéwczak
(retinoblastomat

Choroba Von Hippel-
Lindau

Guz nerki typu Wilms'a

Wczesnie pojawiajacy

sie rodzinny rak piersi

(early onset familial
breast cancer)

Wrodzony
niebrodawczakowaty
rak jelita grubego
(hereditary

nonpolyposis colorectal

cancer, HNPCC)

*
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guzy tarczycy,
nerwiaki
przyzwojowe

MEN-2 10

obwodowa

nerwiako- .
widkienkowatos NF-1
C

17qgl 1.2

ostoniaki
nerwowe,
oponiaki

NF-2m 22ql2

czerniaki,
glejaki,
leukemie, rak
ptuc

MTS-1  9p21

wiekszos¢
ludzkich
nowotworéw

17pl2-

*
PS3* 133

siatkéwczak
(zarodkowy
guz gatki
ocznej):
miesak
kostny, rak
piersi

Rb-I'  13ql4

rak nerek VHC 3p25

nerczak

ptodowy WT-1

1Ipl3

rak piersi ? 17q

raki okreznicy

?
i macicy ' 2p

Geny oznaczone gwiazdkg zostaty sklonowane.
A danych: Marx 1993a, 1994, Travis 1993, Kinzler iVogeIstein 1993, Bishop 1991, Hedrick iwspé}aut. 1994,

Kundson 1993.
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kDa,
neurotibromina,
cytoplazma

biatko 66 kDa,
btona
komoérkowa od
strony
wewnetrzne)

biatko 16 kDa,
jadro
komoérkowe

biatko 53 kDa,
jadro
komérkowe

biatko 105-
110 kDa, jadro
komorkowe

biatko 34 kDa,
btona
komérkowa?

biatko 52-54
kDa, jadro
komoérkowe
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receptor o
aktywnosci
kinazy
tyrozynowej ?

aktywator GTP-
azy biatka
p21lras

udziat w wig-
zaniu btony
komérkowej z
cytoszkieletem

hamowanie
aktywnosci
Kinazy
biatkowe) cdk 4

czynnik
transkiypcyjny,
regulator cyklu
komorkowego,
GI-S

modulator
transkrypciji,
regulator cyklu
komérkowego,
GI-S

udziat w
adhezji
komorek?
przekazywanie
sygnatow ?

czynnik
transkryp-
cyiny

wplyw na
wiernosé
replikacji
genu(6w)

Tak wiec ré6znorodnosé funkgji biatkowych produktéw poszczegélnych genéw
supresorowych jest olbrzymia. Méwi sie takze o wlasciwosciach supresorowych
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interferonoéw (Lengye1 1993) i czynnika TGF-B (Koff i wspdtaut. 1993), inhibi-
toréw angiogenezy (Liotta i wspotaut. 1991, Bishop 1991) oraz biatlek uczestni-
czacychw adhezji komérek (Hed rick iwspdtaut. 1993, Tsukita i wspotaut. 1993).
Szczegollnie istotny dla procesu nowotworzenia jest udziat produktéow genow
supresorowych w regulacji proliferacji komorek, co przedstawie na przyktadach
gendw p53, Rb i MST1.

GEN p53

Wsréd poznanych gendéw supresorowych gen p53 zajmuje miejsce szczeg6l-
ne, przede wszystkim poniewaz najczestszym defektem genetycznym stwierdza-
nymw ludzkich nowotworach sgwitasnie mutacje w tym genie (Soussi i wspotaut.
1994, Schiichtholz i Soussi 1994). Ponadto gen p53 gra tez w komadrce role tak
zwanego straznika genomu (Lane 1992), warunkujgc podjecie przez komorke
syntezy DNA, lub wytaczajac jg z cyklu, poprzez skierowanie na droge Smierci
programowanej (Lane 1993, Sikora 1994, 1995, Lowe iwspotaut. 1993).

Wyjasnienie podstawowych mechanizmoéw dziatania biatka p53 sprawity, ze
gen p53 zostat uznany w 1993 roku za ,,czgsteczke roku” (molecule of the year,
Cullota i Koshland 1993). O genie p53 opublikowano bardzo wiele syntetycz-
nych opracowan tyczacych jego struktury i dziatania w komorce (Levine
i Momand 1990, Levine iwsp(')’raut. 1991, Oren 1992, Levine 1993, Prives 1993,
Selter | Montenarh 1994, Donehover | Bradley 1993, Ullrich i Wspéiaut.
1992, Vogelstein i Kinzter 1992, Berbe¢ 1994). Omdwie wobec tego szczegdto-
wiej osiggniecia z lat 1993-1994, ktdére w znacznym stopniu wyjasniajg moleku-
larny mechanizm jego dziatania.

GEN p53, JEGO TRANSKRYPT | BIALKO p53

Gen p53 skiadajacy sie z okoto 20 kpz (tysiecy par zasad) zawiera 11 eksonéw
(sekwencji kodujacych) ijest usytuowany w chromosomie 17 cztowieka, aw 11
chromosomie myszy. Wystepuje réwniez w chromosomach innych kregowcéw.
Jak dotgd nie znaleziono go w genomie bezkregowcoéw, chociaz przypuszcza sie,
ze i u nich wystepuje gen spetniajacy podobne funkcje (Donehover i Bradley
1993).

W obrebie genu p53 stwierdzono 5 regionéw o wysokiej konserwatywnosci,
a geny p53 réznych zwierzat odznaczaja sie duza homologia. W genie p53
zidentyfikowano tez sekwencje nukleotydowe niewatpliwie uczestniczgace w re-
gulacji jego wlasnej transkrypcji. Obejmujg one miedzy innymi miejsce autore-
gulacji, miejsce podatne na stymulacje przez surowice oraz wigzgace czynnik NF-1
i produkt genu c-jun. Ostatnio wykazano réwniez wptyw protoonkogenu c-myc
(Reisman iwspoétaut. 1993), a nawet samego biatka p53 (Deffie i wspOtaut. 1993)
na ekspresje genu p53. Dokiadne omoéwienie zagadniern kontroli transkrypcji
genu p53 mozna znalezé w artykutach przegladowych (Donehover i Bradiey
1993, Berbe¢ 1994).

Mutacje w genie p53 sg bardzo czeste. Najczesciej sg to mutacje punktowe,
spotykane sg tez insercje i delecje alleli w locus p53. Mutacje te wystepujg
gtéwnie w czesci Srodkowej genu w regionach o wysokiej konserwatywnosci 11-V
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(iyc.1, Harris 1993b), przy czym rézne nowotwory cechuje specyficzne na ogot
spektrum mutacji (Donehover | Bradley 1993, Berbeé¢ 1994, Schlichtholz
i Soussi 1994). Tak na przyktad w komoérkach ludzi cierpiacych na zespoét
Li-Fraumeni (charakteryzujacy sie dziedzicznymi sktonnosciami do zapadania
na choroby nowotworowe w mtodym wieku), stwierdza sie dziedziczenie mutacji
w genie p53 w jednym allelu oraz wystepowanie az 13 mutacji w eksonie 7.
Analiza charakteru mutacji genu p53 w komodrkach jest bardzo istotna, gdyz
okreslony rodzaj mutacji moze stanowi¢ ,molekularny dozymetr” ujawniajacy
rodzaj wywotujacego je karcynogenu i nawet ewentualnie czas trwania ekspozy-
cji. Moze tez pozwala¢ na rozroznienie, czy wywotujacy mutacje czynnik jest
pochodzenia egzo- czy endogennego (Harris 1993b). Przede wszystkim jednak
mutacje w genie p53, w odrdznieniu od mutacji w innych genach supresorowych,
powoduja nie tylko utrate jego funkcji supresorowych, lecz réwniez sprawiaja,
Ze zaczyna on dziata¢ jako onkogen.

Ryc. 1. Wystepowanie
(rozkfad) mutacjiw ludz-
kim genie p53 (wedtug
Harris 1993, zmodyfi-
kowane).

Na osi odcietych przedsta-
wiono kolejne kodony p53,
na osi rzednych liczbe mu-
tacji przypadajacych na
poszczegélny kodon (nu-
mer kodonu oznaczajg li-
czby arabskie). Liczby
rzymskie wyznaczajg poto-
zenie regionéw (fragmen-
téw czasteczki o wysokiej
konserwatywnosci).

Wielkos¢ transkryptu genu p53, zaleznie od gatunku organizmu z ktérego
pochodzi, waha sie od 1.8-3.0 kpz. Biatkowy produkt genu p53 sktada sie z 393
aminokwasoéw, zawiera domeny konserwatywne (lI-Y) oraz szereg funkcjonal-
nych regiondéw. Uczestniczg one w wigzaniu z DNA, w oligomeryzacji czasteczki
biatka p53, a takze w wigzaniu z biatkami komoérkowymi (mdm 2, hsc 70)
i wirusowymi (ryc. 2). N-koncowy fragment czasteczki biatka p53 uczestniczy
w procesach transaktywacji r6znych genéw. W C-koricu czgsteczki sg zawarte
natomiast sekwencje sygnatowe (NLS), odpowiedzialne za translokacje do jadra
komorkowego zsyntetyzowanego w cytoplazmie biatka p53, w momencie rozpo-
czecia cyklu komérkowego (faza Gl). Nalezy podkresli¢, ze obecne w cytoplazmie
biatko p53 nie przejawia swej funkcji biologicznej (Rotter i wspotaut. 1993).

Aminokwasy wystepujgce w centralnej czesci biatka p53 (AA 102-292)
uczestnicza w wigzaniu go z DNA (Bargonetti i wspotaut. 1993, Cho i wspotaut.
1994, prives 1994). Bardzo czesto mutacje w tych wkasnie pozycjach genu p53,
powodujace kodowanie niewtasciwych aminokwaséw, uniemozliwiajg powsta-
wanie kompleksow biatka p53 z DNA, a tym samym pelnienie przez nie funkcji
biologicznej. Olbrzymim osiggnieciem w 1994 roku jest zbadanie tréjwymiarowej
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struktury biatka p53, zaréwno czesci centralnej jego czasteczki (Cho i wspotaut.
1994), jak i C-koncowego fragmentu uczestniczacego w autooligomeryzacji
(Crore i wspétaut. 1994). Znajomos¢ tych struktur moze pozwoli¢ na projekto-
wanie lekéw, ktére po potaczeniu ze zmutowanym biatkiem p53 moglyby przy-
wracac jego prawidtowag konformacje.

kinaza biatkowa aktywowana DNA
kinaza kazeinowa | kinaza p34cdc2 kinaza kazeinowa Il

JL 1393
TRANSAKTYWACJA WIAZANIE Z DNA (AA 102-292) OLIGOMERYZACJA (AA 319-360)
wigzanie mdm2 wigzanie antygenu T

wirusa SV40
wigzanie E1B.E6

wigzanie hsc70

Ryc. 2. Schemat budowy mysiego biatka p53 (wedtug Donehover i Bradley 1993, zmo-
dyfikowany).

Liczbami rzymskimi zaznaczono regiony o wysokiej konserwatywnosci. Zaznaczono fragmenty
czgsteczki uczestniczace w wigzaniu DNA, transaktywacji i oligomeryzacji, a takze w wigzaniu biatek
komoérkowych i wirusowych. Uwidoczniono miejsca fosforylacji przeprowadzanej przez rézne kinazy.

Najwazniejszg potranslacyjna modyfikacja biatka p53 jest jego fosforylacja.
Sa ufosforylowane przede wszystkim reszty serynowe w wyniku dziatania kilku
specyficznych kinaz biatkowych, takich jak kinazy kazeinowe 1 i Il (Hupp
i wspotaut. 1992), kinazy cdk2 (Bischoff i wspotaut. 1990, Segawa i wspotaut.
1993), kinaza aktywowana DNA (Donehover i Bradiley 1993), jak rowniez kinaza
C (Baudier iwspOtaut. 1992, skouv iwspétaut. 1994). Fosforylacji ulegaja takze,
wystepujace w N-koncu czasteczki, reszty treoninowe dziataniem kinazy MAP
aktywowanej przez mitogeny (Miine i wspotaut. 1994). Stopien ufosforylowania
biatka p53 wywotuje jego zmiany konformacyjne i zmiany wiasciwosci,
a w rezultacie zmiany dziatania w komoérce (Uririch i wspdtaut. 1992 i 1993).
Tak na przykiad dlajgdrowej lokalizacji biatka p53 szczeg6lne znaczenie wydaje
sie mie¢ ufosforylowanie seryny znajdujacej sie w pozycji 315 czasteczki (Bi-
schoff i wspotaut. 1990, Addinson i wspolaut. 1990).

Prawidtowe biatko p53 najprawdopodobniej funkcjonuje jako oligomer (te-
trametr, Stenger i wspdlaut. 1992). Jego rézne formy konformacyjne sg wykry-
wane specyficznymi przeciwciatami monoklonalnymi (Mitner 1991). TwWorzy ono
kompleksy z wieloma komérkowymi i wirusowymi biatkami (patrz tabela 2), przy
czym niewatpliwie sktad kompleksdéw moze by¢ rézny w réznych komdrkach,
a takze w poszczegolnych fazach cyklu komérkowego. Funkcjonalne znaczenie
takich komplekséw zostanie omowione w dalszej czesci artykutu.

Zmutowane biatka p53 charakteryzujg sie znacznie dtuzszym okresem pot-
trwania (3-7 h, Levine i wspétaut. 1991, Zambetti i Levine 1993) niz biatko
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prawidtowe (5-20 min). Wykazujg tez zmieniong termowrazliwos¢ i w przeci-
wienstwie do formy prawidtowej wystepujajedynie w cytoplazmie. W zaleznosci
od rodzaju mutacji, biatka zmutowane czesto przybierajg odmienng konformacje
(tak zwana promotorowa) niz biatko prawidtowe (o konfiguracji ,supresorowej”)
(Mitner 1991), moga tez one traci¢ zdolnos¢ do oligomeryzacji a takze do
whnikania do jgdra komoérkowego, zwlaszcza jesli w wyniku mutacji ulegltyskroé-
ceniu od C-korica. Zmutowane biatka nie tworza tez komplekséw, zwlaszcza
z onkogennymi biatkami wirusowymi, co ma olbrzymie znaczenie dla dziatania
tych biatek w komérce. Doktadniejsze poréwnanie wiasciwosci prawidtowego
biatka p53 z whasciwosciami biatlek zmutowanych przedstawiono w pracy prze-
gladowej (Zambetti i Levine 1993). W komérkach moga tez wystepowaé hetero-
oligomeiy zmutowanego i prawidtowego biatka p53, co wiecej w takich komple-
ksach w biatku prawidlowym moze zosta¢ ,wymuszona” konformacja biatka
zmutowanego (Donehover i Bradiey 1993, Milner i Medcalf 1991).

Komérkowe i wirusowe biatka zdolne do tworzenia komplekséw z biatkiem p53Tabe|a 2
Biatka komérkowe Biatka onkogenne kodowane przez

Czynniki transkrypcyjne adenowirusy

SP-1 biatko EI-B

WT-1

TBF papowawirusy

CBF duzy antygen T wirusa SV40
Produkty onkogenéw wirusy Papilloma

mdm2 biatko E6
Biatko uczestniczace w replikacji DNA

RPA

Biatko posredniczace w interakcji p53 z biatkiem
wirusowym E6

E6-AP
Kinaza cdc 2
Kinaza kazeinowa 2

Z danych: Donehover i Bradley 1993, D uttai wsp6taut. 1993, Haines i wspétaut. 1994, Levine 1993, M aheswara
iwspotaut. 1993.

BIOLOGICZNE | MOLEKULARNE MECHANIZMY DZIALANIA BIALKA p53
Biologiczne efekty dziatania prawidtowego biatka p53 w komérce przejawiajg
sie przede wszystkim jako:

— zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie G1 i zahamowanie wzrostu
komorek,

— utrzymanie stabilnosci genomu,
— zahamowanie transformacji nowotworowej i wzrostu nowotworéw,

— indukowanie programowanej Smierci komoérek, zwlaszcza po uszkodze-
niach DNA.
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Produkty biatkowe zmutowanego genu p53, przeciwnie, nie wywotujgwymie-
nionych wyzej efektow i w konsekwencji mogg powodowac transformacje nowo-
tworowg komorek.

Mechanizmy molekularne lezgce u podstaw dziatania produktu genu p53
przedstawia tabela 3.

Przyczyne bezposredniej regulacji replikacji DNA przez biatko p53 upatrywa-
no od dawnawjego interakcji z blizej nieokreslonym, wdwczas nie rozpoznanym,
biatkiem replikacyjnym, odpowiedzialnym za inicjacje syntezy DNA, dzieki cze-
mu mogtoby nastepowaé¢ zahamowanie syntezy DNA. Wydaje sie, ze biatkiem
tym moze by¢ tréjsktadnikowy kompleks biatkowy, nazwany RPA (replication
protein A), niezbedny do odmaskowania miejsca startu w syntezie DNA. Aktyw-
nos¢ biatka RPA jest znoszona po skompleksowaniu z biatkiem p53 (Dutta
i wspotaut. 1993).

Tabela 3
Molekularne mechanizmy dziatania biatka p53

— Wiazanie z okreslonymi sekwencjami DNA

— Aktywacja transkrypcji z promotoréw w DNA nie zawierajgcych miejsca wigzania p53
— Hamowanie transkrypcji z promotoréw w DNA nie zawierajacych miejsca wigzania p53
— Stymulacja wigzania z jednoniciowym DNA

— Hamowanie aktywnosci helikazy

— Hamowanie replikacji DNA

— Indukcja syntezy biatkowego inhibitora p21 kinaz zaleznych od cyklin

Z danych Pietenpol i Vogelstein 1993, 533-536, uzupetnione.

Jako posredni wplyw biatka p53 na replikacje DNA mozna traktowac jego
udziat w transaktywacji transkrypcji genéw (Donehover i Bradiey 1993, Za-
mbetti i Levine 1993). W réznych genach zidentyfikowano specyficzne sekwencje
nukleotydowe wybibérczo wigzace dimeiyczne lub tetrameryczne biatko p53
(Hupp i wspoOtaut. 1992, Shautian i wspotaut. 1993, Butcher i wspélaut. 1994).
Biatko p53 moze modulowac ekspresje wielu genéw poprzez hamowanie lub
stymulowanie aktywnosci ich promotoréw. Mowigc najogélniej, prawidtowe
biatko p53 moze wptywa¢ stymulujaco (pobudzajaco) na aktywnos¢ transkiy-
pcyjna genow przyczyniajacych sie do hamowaniawzrostu komarek (na przyktad
GADDA45), lub do ich intensywniejszego roznicowania (na przyktad gen kodujacy
miesniowg kinaze kreatynowa, MCK). Moze tez by¢é negatywnym regulatorem
(wptywa¢ hamujaco) aktywnosci genéw promujacych proliferacje komérek (na
przykiad c-fos, c-jun, c-myb, PCNA, B-aktyna, R; Zambetti iLevine 1993, Shiio
i wspétaut. 1992, Vogelstein | Kinzier 1992). Ostatnio w obrebie czasteczki
biatka p53 wyr6zniono nawet odrebne regiony uczestniczace w aktywacji lub
represji transkrypcji (Sang i wspotaut. 1994).

Efektywnos¢ wigzania biatka p53 z DNA moze by¢ modyfikowana przez wiele
czynnikéw oddziatywujacych z C-koncem czasteczki, wywotujacych na przyktad
delecje aminokwasowe lub maskowanie konca (na przykiad poprzez wigzanie
przeciwciat monoklonalnych), a takze przez czynniki zmieniajace stopien ufosfo-
rylowania reszt serynowych w czgsteczce. Co wiecej, niektére zwigzki o dziataniu
terapeutycznym, zwitaszcza rozne leki przeciwnowotworowe i zwigzki uszkadza-
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jace DNA (Tishier i wspoOtaut. 1993) oraz zwigzki utleniajgce i chelatoiy (Hainaut
i Mitner 1993) moga intensyfikowac wigzanie biatka p53 z DNA.

Aktywacja transkrypcji genéw przez biatko p53 w promotorach, ktére nie
zawieraja sekwencji nukleotydowej uczestniczacej w wigzaniu tego biatka, za-
chodzi najprawdopodobniej za posrednictwem innych biatek, takichjak podsta-
wowe czynniki transkrypcyjne (SP1), czy tez biatka CBF i TBF, wiazace sie
odpowiednio z wystepujgcymi w DNA sekwencjami CCAAT i TATA (Seto
i wspotaut. 1992). Aktywacja promotora genu kodujacego biatko szoku cieplne-
go, HSP70, przez bialtko p53, przebiegajaca z udzialem biatka CBF (Agoff
i wspétaut. 1993), jest bardzo istotna ze wzgledu na postulowany udziat HSP70
w regulowaniu transkrypcji genu p53 (Lane | wspotaut. 1993).

Biatko p53 bedace produktem zmutowanego genu p53 (Kern i wspoétaut.
1992, Farmer i wspOtaut. 1992) oraz biatkowe produkty onkogendéw wirusowych
(Farmer | wspOtaut. 1992) hamujg regulowang przez prawidiowe biatko p53
transkrypcje gendéw. Dlatego tez o rzeczywistej efektywnosci transkrypcji decy-
duje wewnatrzkomorkowy poziom wolnego, prawidlowego biatka p53.

REGULACJA WEWNATRZKOMORKOWEGO POZIOMU BIALKA p53

Biatko mdm2

W komérce tylko wolne, prawidtowe biatko p53 petni funkcje supresorowe,
za$ skompleksowanie go z innymi biatkami unieczynniaje (tabela 2). Jednym
z najwazniejszych komorkowych biatek ,wytgczajgcych” funkcjonowanie biatka
p53 jest produkt dziatania onkogenu mdm2, biatko odznaczajgce sie wysoka
aktywnoscig transformacyjng (Momand i wspotaut. 1992). W stransformowa-
nych komérkach mysich gen mdm2 znaleziono w chromosomach minutowych
(mouse double minute, Fakharzadeh i wspétaut. 1991), w komérkach ludzkich
zas wystepuje on w chromosomie 12 (Oriner i wspélaut. 1992). W licznych
komodrkach nowotworowych (Otiner i wspotaut. 1992) gen mdm2 ulega amplifi-
kacji, co prowadzi do hagromadzania sie biatka mdm2. Biatko mdm2 wystepuje
w Kilku (co najmniej 5) formach molekularnych (Oi1son iwspétaut. 1993),
z ktérych tylko formy z nieuszkodzonym N-koncem tworzg kompleksy z biatkiem
P53 (Haines i wspotaut. 1994). W N-koncu biatka mdm2 znajduje sie bowiem
domena uczestniczgca w interakcji z biatkiem p53 (Chen i wspoOtaut. 1993,
Brown 1 wspoOtaut. 1993). Dotgczone do biatka p53 biatko mdm2 przestania
w nim domene uczestniczacg w aktywacji transkrypcji i w efekcie kompleks
mdm2-p53 nie wigze sie z DNA (Zauberman iwspétaut. 1993, Oriner i wspotaut.
1993). Dlatego tez powstanie komplekséw tych bialek ma duze znaczenie
W przezwyciezaniu supresorowego dziatania p53 na wzrost komorek (Fintay
1993, Otiner 1993, Oriner i wspodtaut. 1993). Ostatnio wysunieto hipoteze, ze
komodrkowe poziomy biatek mdm2 i p53 sg regulowane na drodze sprzezenia
zwrotnego (Picksley i Lane 1993). Wydaje sie to tym bardziej prawdopodobne,
gdyz biatko p53 indukuje w komérkach ekspresje genu mdm2 (Barak i wspoétaut.
1993).

Onkogenne biatka wirusowe
Szczegolnie waznag role w ,wytaczaniu” funkcjonowania biatka p53, a takze
biatka kodowanego przez inny gen supresorowy, retinoblastoma, (patrz rozdziat

6 — Kosmos
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Gen p53), grajg biatka produkowane przez wirusy onkogenne, takie jak: adeno-
Wirusy (Moran 1993), wirusy papilloma (Vousden 1993) i papowawirusy (Lud-
1ow 1993). Pomimo, ze w rézny sposéb eliminuja dziatanie biatka p53 tojednakze
wszystkie zdolne sg do wywotywania transformacji nowotworowej komorek.

Jedno z biatek produkowanych przez adenowirusa Ad2, biatko 55 kD E1B,
wigze sie z N-koncowym fragmentem czasteczki biatka p53, niezbednym dlajego
funkcjonowania, jako transaktywatora transkrypcji. Rezultatem pojawienia sie
takiego kompleksu w komadrce jest zahamowanie transkrypcji genéw regulowa-
nych bezposrednio przez biatko p53 (Yew i Berk 1992, Yew i wspétaut. 1994).
Skompleksowanie biatka p53 z duzym antygenem T wirusa SV40 takze powoduje
obnizenie efektywnos$ci regulowanej przez p53 transkrypcji gendéw (Jiang i
wspoétaut. 1993, Segawa i wspdtaut. 1993, Ludiow 1993, Mietz i wspélaut.
1992), moduluje tez niektére funkcje antygenu T (aktywnos¢ ATP-azy, helikazy
czy intensywnosci wigzania z DNA), ktére sg niezbedne dlajego petnej aktywno-
Sci transformacyjnej (Ludiow 1993, Tack i wspétaut. 1989).

Biatko E6 produkowane przez wirusy papilloma typu 16 i 18, podobnie jak
biatka E1B i duzy antygen T SV40, po skompleksowaniu z p53, znosi jego
regulacyjne dziatanie w promowaniu lub hamowaniu transkrypcji genéw (Mietz
i wspétaut. 1992, Lechner i wspétaut. 1992). Jednakze gtéwna funkcjg biatka
E6 wydaje sie by¢ udziat w usuwaniu z komaérki biatka p53, poprzez skierowanie
go na droge degradacji zachodzacej przy udziale systemu ubikwitynowego
(Scheffner iwspotaut. 1990, Medcalf i Mitner 1993). W czasteczce biatka E6
wyréznia sie dwie podstawowe domeny uczestniczace w interakcji z p53: jedna
zwigzang z hamowaniem aktywnosci transkrypcyjnej p53, druga odpowiedzialng
za degradacje tego biatka (Crook i wspétaut. 1991). W wigzaniu p53 z tg ostatnig
domeng biatka E6 uczestniczy 100 kD biatko E6-AP (E6-associated protein),
bedace najprawdopodobniej enzymem (ligaza) odpowiedzialnym za dotaczanie
czasteczki ubikwityny do kompleksu p53-biatko : E6 (Huibregtse i wspo6taut.
1993, Scheffner i wspOtaut. 1993). Obnizenie wewngtrzkomoérkowego poziomu
biatka p53 w komérkach transformowanych wirusami onkogennymi z grupy
Papovirus moze mie¢ kluczowe znaczenie dla przebiegu wywotanej przez nie
immortalizacji komoérek (Band i wspétaut. 1993), jak réwniez powodowac, ze
komorki takie nie ,odpowiadajg” zatrzymaniem wzrostu na uszkodzenia DNA
(Kessis i wspOtaut. 1993).

UDZIAL BIALKA p53 W REGULACJI PRZEJSCIA }l(OMOREK PRZEZ PUNKT RESTRYKCYJNY GI-S CYKLU
KOMORKOWEGO

Pytanie, wjaki sposob prawidtowe biatko p53 moze hamowacé wzrost komoérek
intryguje badaczy od momentu udowodnieniajego supresorowych wtasciwosci.
Komoérki bowiem, w ktorych wystepuje nadekspresja genu p53 — wywotana
metodami transfekcji, dziataniem czynnikéw uszkadzajagcych DNA, zbyt matg
dostepnoscig niezbednych metabolitow czy czynnikéw wzrostowych — zatrzy-
muja sie w fazie G1 cyklu komérkowego (Donehover i Bradiey 1993, Kuerbitz
i wspotaut. 1992, Fritsche i wspOtaut. 1993, zhan iwspotaut. 1993, Merio
i wspotaut. 1994, Dover i wspoOtaut. 1994). Szlaki biochemiczne prowadzace do
zwiekszania ekspresji genu p53 i ilosci prawidtowego biatka p53 nie sajeszcze
w petni poznane (iyc. 3). Przynajmniej w niektorych komérkach postuluje sie
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udziat w nich produktéw genéw AT (Ataksia-telangiektasia), by¢ moze stabilizu-
jacych biatko p53 i aktywujgcych jego synteze (Kastan i wspotaut. 1992, Khana
i Lavin 1993). Fibroblasty i limfoblasty pacjentéw cierpigcych z powodu tego
efektu genetycznego (mutacje w genie recesywnym AT na chromosomie 11q 22),
odznaczajg sie nadwrazliwoscig na dziatanie czynnikdw uszkadzajgcych DNA,
niezdolnoscig do naprawy uszkodzert DNA i niestabilnoscig chromosomalng. Nie
nastepuje tez w nich wzrost poziomu biatka p53 i indukcja pod wpltywem
promieniowaniajonizujacego genu GADDA5 (Karp i Broder 1994). Gen GADD45
(growth-arrest DNA-damage-inducible) koduje biatko wywotujace zatrzymanie
komoérek w fazie G 1 Szlak przekazywania sygnatu AT — p53 — GADD, wzbudza
coraz wieksze zainteresowanie badaczy ze wzgledu na postulowany jego udziat
w powstaniu nowotworu piersi. Prawdopodobnie mechanizmy, poprzez ktére
biatko p53 mogtoby uczestniczy¢ w zatrzymaniu komérek w fazie G1, sg podane
na rycinie 3, niektore z nich (wptyw na replikacje DNA i regulacje ,pozytywnych”
i ,negatywnych” genéw) omowiono juz w poprzednich rozdziatach. Interesujaca
jest réwniez hipoteza sugerujaca, ze prawidtowe biatko p53, wywotujgce obnize-
nie aktywnosci dehydrogenazy inozyno-monofosforanu (IMP), moze posrednio
wpltywaé na obnizenie wewnatrzkomérkowego poziomu GTP, ktéry uczestniczy
w przekazywaniu sygnatéw komérkowych (Sheriey 1991). Naile ten mechanizm
okaze sie uniwersalny pokazg przyszte badania.

Uniwersalnym by¢ moze mechanizmem, ktérego historia zaczeta sie w koricu
1993 roku, jest udziat biatka p53 w indukowaniu w komoérkach syntezy niewiel-
kiego biatka (21 kDa), inhibitora wiekszosci kinaz biatkowych cdk, o aktywnosci
uzaIeZnionej od cyklin (Grzelakowska-Sztabert 1992, 1993, Sherr 1993, Lew
i Reed 1992, Reed 1992). Wykrycie tego biatkowego inhibitora jest zastuga
badaczy zajmujacych sie regulacjg przebiegu cyklu komérkowego oraz regulacjg
procesu starzenia komoérek. Nazywano go biatkiem WAF-1 (wild-type 53-activa~
ted fragment-1, Xiong i wspétaut. 1993, Gu i wspdtaut. 1993, E1-Deiry | WspOt-
aut. 1993), CIP1 (cdk-interacting protein, Harper i wspotaut. 1993) czy tez sdi
(senescent cell derived inhibitor, Noda i wsp&taut. 1994), uzywa sie tez nazwy
PICI. Biatko to znaleziono w komoérkach prawidtowych w formie kompleksu
z kinazami cdk, nie wykryto go natomiast w komdérkach pozbawionych biatka
p53 (Harper i wspoétaut. 1993). Byly to przestanki wskazujace na udziat p53
w regulacji jego syntezy. Badania ostatnich lat potwierdzity to przypuszczenie.
Indukcje przez biatko p53 ekspresji genu kodujgcego inhibitor p21 wykazano
w komorkach wielu linii ludzkich, mysich i szczurzych. W promotorze genu p21
znaleziono sekwencje nukleotydowe wigzace biatko p53. Co wiecej, biatko p21
wprowadzone do komorek droga transfekcji zastepowato supresorowe dziatanie
biatka p53 (E1-Deiry i wspétaut. 1993, 1994). Ostatnio doniesiono takze o nie-
zaleznej od biatka p53 indukcji inhibitora p21 przez surowice i niektére czynniki
wzrostowe w mysich i ludzkich komérkach hodowanych in vitro (Michielti
i wspotaut. 1994).

Udziat biatka p21 w regulacji cyklu komoérkowego w fazie G1 wzbudza
szczegolne zainteresowanie, gdyz znaleziono je takze w napromieniowanych
ludzkich fibroblastach i zatrzymanych w péznej fazie G1 bezposrednio przed
rozpoczeciem fazy syntezy DNA (Duli¢ i wspétaut. 1994). BezposSrednig przyczy-
ng zatrzymania komorek w tej fazie cyklu bylo, jak sie okazato, zahamowanie
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przez inhibitor p2 1 aktywnosci dwéch kinaz cdk, aktywowanych przez dotacze-
nie cykliny E i cykliny A. llos¢ biatka p21 znaczaco wzrastata po napromienio-
waniu komorek, ale tylko takich, ktére zawieraty funkcjonalne biatko p53.
Komorki nie zawierajace go nie ,odpowiadaty” zatrzymaniem nagranicy faz G 1/S
na napromieniowanie, nie obserwowano w nich takze zahamowania aktywnosci
kinazy cdk2 aktywowanej przez cykline E (Duri¢ i wspotaut. 1994). Aktywowane
przez cykliny kinazy cdk przeprowadzajg fosforylacje wielu istotnych, dla prze-
biegu cyklu, substratéw, w tym takze genu supresorowego Rb. Szczego6towiej
zagadnienie to zostanie przedstawione w rozdziale o genie retinoblastoma,
w ktorym zostanie rowniez oméwione wspétdziatanie dwoch genéw supresoro-
wych w regulacji cyklu.

JAKIE KORZYSCI MAJA KOMORKI Z ZATRZYMANIA W FAZIE G1 CYKLU?

Jak juz powiedziano, zatrzymanie to wystepuje najczesciej po uszkodzeniu
w komérkach DNA. Zatrzymanie zas komoérek w fazie G1 przed rozpoczeciem
syntezy DNA, daje czas najego reperacje i nie zezwala na kopiowanie bledéw.
Na tym wiasnie polega rola genu p53jako ,straznika genomu” (Lane 1992). JeSli
naprawa DNA sie nie powiedzie, na przykitad z powodu zbyt duzych uszkodzen
DNA, komorki najczesciej kierujg sie na droge programowanej smierci, to jest
apoptozy. Problem apoptozy komorek jest omawiany w szeregu artykutach
przegladowych (Lane 1993, Yonish-Rouach i wspoOtaut. 1993, Sikora 1994,
1995).

Komdérki zawierajgce zmutowany gen p53 nie zatrzymuja sie w fazie G 1. Stajg
sie genetycznie mniej stabilne, moze sie w nich nagromadza¢ uszkodzone DNA,
jak réwniez moga pojawiac sie w nich liczne anomalie chromosomalne. W efekcie
moze to prowadzi¢ do szybkiej selekcji klonéw komdérek nowotworowych.
Z brakiem funkcjonalnego, niezmutowanego biatka p53 wiagze sie zapewne
genetyczna niestabilnos¢ komorek u 0s6b z zespotami Li-Fraumeni i ich wieksza
wrazliwos$¢ na czynniki uszkadzajgce DNA.

Coraz lepiej zrozumiata staje sie rola prawidtowego biatka p53 w ,,ochronie’
komorek przed wystgpieniem transformacji nowotworowej, a takze jego udziat
w utrzymywaniu integralnosci genomu. Natomiast zagadnienie, naile niezbedny
jest jego udziat w réznicowaniu komorek prawidtowych nie jest dotychczas
w pelni wyjasnione (Rotter | wspdtaut. 1993, Donehover | wspotaut. 1992).
Wydaje sie, ze przynajmniej w niektérych komérkach ukitadu krwiotwdérczego
wiecej prawidtowego biatka p53 wystepuje w komérkach kraricowo zréznicowa-
nych, niz w ich dzielgcych sie komdérkach macierzystych. In vivo podwyzszony
jego poziom wykazano w ,partiach” zarodkéw ulegajacych wyraznemu réznico-
waniu a takze w dojrzewajacych spermatocytach (Rotter i wspotaut. 1993).
Zatozywszy, ze rowniez w komdrkach prawidtowych ekspresja genu p53 podlega
znaczacej regulacji, mozna sadzi¢, ze obnizenie ekspresji (downregulation) sprzy-
jatoby procesom proliferacyjnym. Pomocne w zrozumieniu funkcjonowania biat-
ka p53 okaza sie zapewne rozpoczete ostatnio badania myszy genetycznie
pozbawionych genu p53 [p53-null mice, knocked-out, Donehover i WsSpOt-
aut. 1992). Chociaz ich zarodki rozwijaja sie prawidtowo, tojednak doroste myszy
pozbawione genu p53 bywajq bezptodne, czestejest tezwsroéd nich wystepowanie
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nowotwordw. Moze to sugerowac, ze funkcje biatka p53 w rozwoju embrionalnym
myszy moga petni¢ produkty innych genéw.

GEN RETINOBLASTOMA (Rb)

Retinoblastoma (siatkéwczak), guz gatki ocznej rozwijajacy sie u dzieci,
powodowany przez mutacje recesywna, byt pierwszym ludzkim nowotworem,
w ktorego etiologie udokumentowano. Na przyktadzie genu retinoblastomy (Rb)
wykazano, ze w przypadku rodzinnej postaci tego nowotworu, przekazywanej
jako cecha dominujaca, dziedziczy sie tylko jeden allel genu i dopiero nastepu-
jacaw czasie rozwoju utrata lub mutacja drugiego prawidtowego allelu powoduje
chorobe (Knudson 1993, Hame1 i wspoOtaut. 1993). Zjawisko to, zwane utratg
heterozygotycznosci (loss of heterogeneity lub reduction to homozygosity), od-
grywa olbrzymia role takze w rozwoju i innych nowotworéw. Drugg postacig
retinoblastomy jest posta¢ spontaniczna, bez przesztosci rodzinnej, pojawiajaca
sie jako wynik mutacji obydwu alleli genu Rb.

Mechanizmy dziatania genu Rb sg rownie ztozone, jak mechanizmy dziatania
omawianego juz genu p53. Gra on bezposrednig role w regulacji cyklu komér-
kowego i réznicowaniu komorek, uczestniczy w przekazywaniu wewngtrzkomaor-
kowych sygnatéw, a jego dziatanie pozostaje w scistym zwigzku z dziataniem
genu p53. Genowi Rb, jego funkcjonowaniu w komoérkach poswiecono liczne
opracowania przegladowe (Weinberg 1992, 1993, Marshatt 1991, Lewine 1993,
Wiman 1993, Levine i Momand 1990)

GEN Rb, BIALKO pl05 | JEGO FOSFORYLACJA, JAKO GLOWNA POTRANSLACYJNA MODYFIKACJA

Gen Rb, wyizolowany w 1986 roku, jest zbudowany z 200 kpz i zawiera 27
eksonoéw. W regionie 5’ genu Rb wystepuje wiele reszt GC, cojest charakterysty-
czne dla genéw metabolizmu podstawowego (house-keeping genes), nie ma za$
w nim promotorowych sekwencji TATA i CAAT. W eksonie 20 genu Rb znaleziono
tez sekwencje kodujace motywy strukturalne ,zamka leucynowego” i ,palcéw
cynkowych”, typowych dla domen wigzacych DNA (Weinberg 1992). W obrebie
eksonéw 13-17 genu Rb wystepuja czesto mutacje i delecje. Sprawia to, ze
zmutowane biatko traci zdolno$¢ wigzania biatkowych partneréw i ulegania
fosforylacji (Hiebert 1993, Levine 1993), co moze wptywac najego komdérkowa
lokalizacje (Mittnacht i wspotaut. 1994). Aktywnos¢ promotora genu Rb wydaje
sie przynajmniej czesciowo zaleze¢ od stopnia metylacji wystepujacych w nim
reszt cytozyny (Ontani-Fujita | wspolaut. 1993). Sugeruje sie tez, ze ekspresja
genu Rb moze by¢ hamowana przez biatko Rb na zasadzie autoregulacji prze-
biegajacej z udziatem czynnika transkiypcyjnego E2F-1 (Shan i wspétaut. 1994),
jak réwniez, ze moze by¢ regulowana przez biatko p53 (Osifchin i wspoélaut.
1994).

Obecno$¢ transkiyptu genu Rb stwierdza sie praktycznie we wszystkich
komodrkach, biatkowym za$ produktem genu Rb jest polipeptyd ztozony z 928
aminokwasoéw, o c. cz. 105-110 kDa (réznice ciezaru wynikaja z obecnosci form
o réznym stopniu ufosfoiylowania). Charakteryzuje sie ono dtugim, bo 6-12 h
okresem péttrwania (Goodrich i wspotaut. 1993) i wystepowaniem w formach
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0 ré6znym stopniu ufosforylowania. Na rycinie 4 przedstawiono schematycznie
strukture biatka Rb zaznaczajac regiony czgsteczki uczestniczagce w wigzaniu
z roznymi komoérkowymi i wirusowymi biatkami. Na rycinie 5 pokazano za$
przestrzenne usytuowanie w czasteczce reszt aminokwasowych ulegajgcych
fosforylacji, zaznaczono tez pozycje ,kieszeni”.

Ryc. 4. Schemat budowy biatka p 105 (wedtug Kouzarides 1993, zmodyfikowany).

Literami A i B oznaczono fragmenty czasteczki tworzace w czasteczce biatka tak zwana kieszen.

Zaznaczono tez fragmenty czasteczki uczestniczace w wigzaniu czynnikéw transkrypcyjnych E2F

i MyoD oraz onkogennych biatek wirusowych EIA, E7 i duzego antygenu T wirusa SV40 a takze

miejsca sekwencji zblizonych do sekwencji czynnikéw TBP i TFIIB (a i b). Liczby oznaczajg numery
reszt aminokwasowych w tancuchach polipeptydowych.

SzczegOllne znaczenie w wigzaniu biatka Rb z innymi biatkami majg domeny
A i B, tworzace wraz z tgczacym je peptydem tak zwang kieszern. W tym miejscu
czgsteczki biatka moze nastepowac dotaczanie bgdzZ to czynnikow transkrypcyj-
nych badz tez onkogennych biatek wirusowych oraz cyklin, biatek regulujacych
przebieg cyklu komérkowego (patrz tabela 4, Dowdy i wsp&taut. 1993, Kouzari-
des 1993, Goodrich i Lee 1993). Co wiecej, sekwencje aminokwasowe w regio-
nach A i B przejawiajg istotne podobieristwo do sekwencji znajdowanych
w dwdch, tak zwanych podstawowych, czynnikach transkrypcyjnych TBF i TFIIB
(Kouzarides 1993). To podobienistwo sekwencji moze ttumaczy¢ zdolnos¢ wia-

Ryc. 5. Schemat budowy biatka pl05 (wg Goodrich i Lee 1993). Zaznaczono usytuo-
wanie aminokwaséw ulegajgacych fosforylacji, obszar ,kieszeni” (A, B), jak rowniez re-
giony uczestniczace w wigzaniu biatka z DNA i w oligomeryzacji czasteczki.
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zania supresorowego biatka Rb réwniez z licznymi regulujacymi czynnikami
transkrypcyjnymi (tabela 4). Aminokwasy w obszarze kieszeni biatka pl05
uczestnicza takze w wigzaniu go z DNA.

Tabela 4
Komadrkowe i wirusowe biatka zdolne do tworzenia kompleksow
z biatkiem p 105Rb
Biatka komoérkowe Biatka onkogenne kodowane przez

Czynniki transkrypcyjne adenowirusy

E2F biatko E1A

MyoD

ATF-2 papowawirusy

Ple-1 duzy antygen T wirusa SV40
Produkty protoonkogenéw wirusy Papilloma

C-myc, N-myc biatko E7

C-abl
Kinaza cdk
Cykliny D

Biatko szoku cieplnego
(hsc), 73 kDa
Lamina C

Z danych: K ouzarides 1993, Goodrich i Lee 1993, Dowdy iwspé’raut. 1993, Rustgi iWSpé*aUt. 1991, Welch i
Wang 1993, Ninei i wsp6taut. 1993.

W fazie GO/G1 cyklu komérkowego biatko p 105 niejest lubjestjedynie stabo
ufosforylowane; w kolejnych fazach cyklu coraz wiecej jego reszt serynowych
i treoninowych podlega fosforylacji (mozliwo$¢ fosforylacji 15 reszt), osiagajac
maksimum w fazie G2 i M (Weinberg 1992). Ta postranslacyjna modyfikacja
biatka Rb jest niezmiernie istotna, poniewaz stopien ufosforylowania wptywa na
zdolnos¢ wigzania sie biatka plO5 ze strukturami jadrowymi i decyduje
0 cytoplazmatycznym (biatko hiperfosforylowane) lub jadrowym (biatko nieufo-
sforylowane) wystepowaniu Rb, a tym samym o mozliwosci jego funkcjonowania
(Weinberg 1992).

Fosforylacje plO5 przeprowadzajg biatkowe kinazy cdk, ktorych aktywnosc¢
regulowana poprzez dotaczenie cyklin i stopien ufosforylowania oscyluje podczas
cyklu komérkowego. Poczatkowo sgdzono, ze kinazg tajest kinaza cdc2 (=cdkl)
(Lees | wspoltaut. 1991, Lin i wspétaut. 1991), kluczowy enzym regulujacy
przejscie z fazy S do M (Grzelakowska-Sztabert 1992). Obecnie uwaza sie, ze
in vivo fosforylacje biatka p105 przeprowadzajg przede wszystkim kinazy cdk
wystepujgce jedynie w fazie G1 cyklu, to jest kinaza cdk4 regulowana przez
dotaczenie cyklin D2 i/lub D3 (Kato i wsp&taut. 1993, Matsuschime | WspoOtaut.
1992, snerr 1994) oraz kinaza cdk2, o aktywnosci ktorej decyduje dotaczenie
cykliny E (ryc. 6)(Duti¢ i wspotaut. 1994, snherr 1994). Zaréwno cykliny D, jak
1cyklina E sg cyklinami typowymi tylko dla fazy Gl (Motokura i Arnoitd 1993)
i moznaje traktowacjako ,wielofunkcyjne” biatka regulujgce aktywnos¢ réznych
kinaz cdk i uczestniczace w wigzaniu ich z r6znymi komoérkowymi substratami,
w tym z biatkiem pl05 (Hinds i wspélaut. 1992).
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Aktywnos¢ kinaz cdk, a zwlaszcza kinazy cdk4, moze by¢ hamowana przez
dziatanie endogennego biatkowego inhibitora p21, ktérego synteze stymuluje
prawidtowe biatko p53 (patrz rozdziat: Udziatp53 w regulacji przejscia komérek
przez punkt restrykcyjny GI-S cyklu komérkowego) oraz biatka p 16, bedacego
produktem genu MTS1 (multiple tumor suppressor 1) umiejscowionego na
krotkim ramieniu chromosomu 9 (9p21)(Serrano i wspoOtaut. 1993, Kamb
i wspétaut. 1993). Zmiany chromosomalne w pozycji genu MTS1wystepuja
w komodrkach bardzo licznych linii komoérkowych. Postuluje sie nawet, ze gen
MTS1 moze byé nie rozpoznanym dotad genem supresorowym (Marx 1994a
i b). Biatko p 16, kodowane przez gen MTS1, jest inhibitorem tylko kinazy cdk4.
Jesli okaze sie, ze hamuje on aktywnos¢ kinazy cdk4 takze in vivo, to jego
znaczenie w regulacji cyklu komérkowego poprzez wptyw na poziom ufosforylo-
wania pl05 bedzie wyjatkowe.

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

cyklina O Ryc. 6. Wystepowanie cyklin,
cyklina E kinaz cdk 2/4 i cdc2 w ro6z-
cyklina A nych fazach cyklu komorko-
cyklina B wego. Zaznaczono takze wys-
cdk2/4/5 tepowanie zdefosfoiylowane-
cdc2 go i ufosforylowanego biatka
p105Rb plo5.

Sa odkrywane coraz to nowe endogenne inhibitory kinaz cdk pojawiajace sie
w komodrkach pod wpltywem bardzo réznych czynnikéw (ryc. 7) (Hunter 1993,
Nasmyth I Hunt 1993, Grzelakowska-Sztabert 1995). Tak na przykiad
w ludzkich komaérkach epitelialnych, zahamowanych w fazie G1 po traktowaniu
TGF-B, znaleziono cieptostabilne biatko p27KIP1, hamujace aktywnos¢ kinaz cdk
zaleznych od cykliny E i A (Stingertand i wspotaut. 1994, Poiyak i wspotaut.
1994). W kompleksach z kinazami cdk moga tez wystepowac specyficzne fosfa-
tazy, na przykiad tyrozynowa fosfataza cdii (cyclin-dependent kinase interactor
1), regulujace ich aktywnos$¢ dzieki wptywowi na stopien ich ufosforylowania
(Gyuris i wspolaut. 1993).

Zahamowanie aktywnosci kinaz cdk powoduje, ze w komérkach biatko pl05
pozostaje nieufosforylowane ijako takie oddziatywuje z innymi biatkami, w tym
z czynnikami transkrypcyjnymi, blokujac ich dziatanie i w efekcie synteze DNA
(patrz rozdziat nastepny). Sadzi sie, ze brak fosforylacji biatka Rb jest jednym
z powodéw niemoznosci wejscia starzejacych sie fibroblastow w faze syntezy
DNA, co w konsekwencji pociaga za sobg niepodejmowanie przez nie podziatow
(Dimri 1 wspotaut. 1994). W starych ludzkich fibroblastach wystepuja bowiem
nieaktywne kinazy cdk, w odréznieniu od komérek mtodych, w ktorych aktywne
kinazy cdk fosforyluja plO5 (Duri¢ i wspétaut. 1993).

Defosforylacja plO5 rozpoczyna sie w anafazie, koricowym etapie mitozy.
Najprawdopodobniej przeprowadzajajg serynowo-treoninowe fosfatazy — fosfa-
taza typu 1(PP1, Ludiow iwspotaut. 1933, Ai1berts i wspotaut. 1993) i fosfataza
typu 2 (PP2A, Alberts i wspélaut. 1993). Zahamowanie aktywnosci fosfatazy
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PP1 przez kwas okadajowy (okadaic acid) doprowadza do hiperfosfoiylacji
zaréwno biatka p 105, jak i biatka p53 (Yatsunami i wspétaut. 1993). Fakt ten —
to znaczy unieczynnianie i zmiana subkomorkowej lokalizacji tych biatek supre-
sorowych — moze mie¢ kapitalne znaczenie w promocji nowotworéw wywotanej
przez kwas okadajowy.

starzenie sie TGF-B
komérek o .
uszkodzenia DNA czynniki wywotujace
zatrzymanie sie komoérek

w tazie GO/Gl Ryc. 7. Udziat

biatk 53 ?
etk p biatkowych
BIALKOWE INHIBITORY KINAZ cdk inhibitoréow
kinaz cdk w
regulacji ufo-
sforylowania
cdk 2 | cdk 4 fosforylacja I synteza pl05 i zaha-
cyklina E | j cyklina D p1l05Rb 1 DNA mowaniu

syntezy DNA.

REGULACJA TRANSKRYPCJI GENOW PRZEZ BIALKO pl05 JAKO PODSTAWOWY MOLEKULARNY
MECHANIZM JEGO DZIALANIA

Gen Rb wprowadzony do komérek nowotworowych, nie zawierajacych jego
prawidtowego biatkowego transkryptu, ostabia lub wrecz znosi ich fenotyp
nowotworowy, a przede wszystkim hamuje intensywng proliferacje komorek
(Fung 1 wspotaut. 1993, Goodrich | wspétaut. 1991). Fakt ten, jak rowniez
jadrowa lokalizacja plO5Rb w komérkach zatrzymanych w fazie G1 (Mancini
i wspotaut. 1994) i zdolnos¢ do tworzenia komplekséw z licznymi komorkowymi
i wirusowymi biatkami (tabela 4) silnie sugerowaly, ze biatkowy produkt genu
Rb moze uczestniczy¢ w regulacji wzrostu komorek. To dziatanie pl05 zachodzi
przede wszystkim w komérkach bedgcych w fazie GO/G1l cyklu dzieki jego
wigzaniu sie z czynnikami transkrypcyjnymi DRTFI/ZE2F (Newins 1992, Lees
i wspotaut. 1993, LaTHANGUE 1994) i ATF-2 (Kouzarides 1993). Te heterogenne
biatka bezposrednio uczestnicza w modulacji ekspresji genéw zwigzanych z od-
powiedzig komoérek na sygnaly zewnagtrzkomorkowe (c-fos, c-myc), jak tez i ge-
néw, ktorych produkty niezbedne sa dla prawidtowego przebiegu licznych
proceséw metabolicznych zwigzanych z podjeciem w komérkach syntezy DNA
(Farnham | wspoOtaut. 1993). Mowa tu o genach kodujacych, na przykiad,
reduktazie dihydrofolianowej, kinazie tymidynowej, syntazie tymidylanowej,
polimerazie a, atakze kinazie cdc2 (Newins 1992) i cyklinie D (Mui1er iwspétaut.
1994). Przy udziale czynnika transkrypcyjnego ATF-2 jest regulowana natomiast
przez pl0O5 aktywnos¢ transkrypcyjna genu TGF-B, kdrego produkt wptywa
hamujgco na wzrost komorek (Newins 1992).

Aktywno$¢ czynnika E2F, jako aktywatora transkrypcji, jest hamowana
dzieki utworzeniu kompleksu z pl05 lub takze z pokrewnymi mu biatkami pl07
i pl30 (Fattaey iwspoOtaut. 1993, Hollingsworth I wspétaut. 1993, Hamel
i wspotaut. 1992, Cobrinik i wspotaut. 1992, Helin | Hartow 1993). W efekcie
transkrypcja genéw, w promotorach ktérych wystepuja sekwencje DNA specyfi-
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cznie wigzgce biatka DRTF1/E2F, zostaje zahamowana. Tylko nieufosforylowa-
ne pl0O5 wigze sie z biatkiem E2F, formy ufosfoiylowane badZz zmutowane nie
przejawiaja tej whasciwosci. Fosforylacja plO05, w wyniku dziatania kinaz cdk
zmieniajaca jego tadunek i konformacje, powoduje oddysocjowanie ufosfoiy-
lowanego biatka Rb i umozliwia funkcjonowanie E2F, w tym jego skomplekso-
wanie z podstawowymi czynnikami transkiypcyjnymi. Na rycinie 8 pokazano
schematycznie udziat biatka Rb w regulacji ekspresji genoéw na przyktadzie genu
reduktazy dihydrofolianowej. Zablokowanie przez nieufosfoiylowane biatko
pl05 funkcjonowania czynnika transkrypcyjnego E2F i aktywacji genu dhfr
blokuje komorki w fazie Gl.

Sa jednak dane sugerujace, ze biatko pl05 moze w pewnych warunkach
powodowac zatrzymanie komoérek takze i w fazie G2, czyli po zakonczeniu
syntezy DNA (Karantza | wspoOtaut. 1993). Nalezy zaznaczy¢, ze kompleks
E2F-pl05 jest tylko jednym z licznych komplekséw czynnika E2F z biatkami
regulatorowymi (La Thanque 1994, Hetin | Hartow 1993), pojawiaja sie tez
doniesienia o obecnosci w komdérkach czynnikéw E2F-podobnych, co stwarza
dalsze mozliwosci regulacji.

Ryc. 8. Regulacja ekspre-

sji genéw przez pl05
Sygnat zewnetrzny i czynnik E2F na przykta-
) dzie genu reduktazy dihy-
drofolianowej [dhfr)
(wedtug Hollingsworth

i wspétaut. 1993, zmo-

dyfikowane).

Etapy (a) i (b) to synteza cy-
klin fazy Gl i tworzenie ich
aktywnego enzymatycznie

podstawowe |

czynniki y® kompleksu z kinazami cdk.

Uranskrypeyin p105 - 0 Fosforylacja, etap (c), biatka

* (o) podstanowe Rb wywotuje jego oddysocjo-

plos  fosforylacja transkrypeyine nowanie od kompleksu

U 3 (d) z czynnikiem transkrypcyj-

gen gen nym E2F, do ktérego z kolei
dhfr dhfr

moga dotgczaé sie podstawo-
we czynniki transkrypcyjne
»faza Gl ------eoeooeocoeees faza S i aktywowaé ekspresje genu
DHFR, etap (d).

miejsce wigzania E2F

Nie tylko ufosfoiylowanie plO5 rozbija jego potaczenie z E2F. To samo
dziatanie wywotuje skompleksowanie biatka pl05 z biatkami produkowanymi
przez wirusy onkogenne, jak biatko E1A adenowiruséw (Moran 1993), duzy
antygen T wirusa SV40 (Ludiow 1993) i biatko E7 wirusa HPV16 (Vousden 1993,
tabela 4). Te same bowiem regiony czasteczki p105 uczestniczg w wigzaniu
z E2F, jak i z biatkami wirusowymi (ryc. 4). Stabilno$¢ komplekséw biatka Rb
z biatkami wirusowymi jest nizsza w przypadku biatek wirusowych o stabych
wiasnosciach transformujacych i wyzsza w przypadku silnie transformujgcych
biatek. Biatka wirusowe wigza sie przede wszystkim z nieufosforylowang forma
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plO5 (Goodrich i Lee 1993). Skompleksowanie to uniemozliwia biatku Rb
petnienie ,normalnych”, supresorowych funkcji. Zezwala ono zarazem na ua-
ktywnienie transkrypcji zaréwno wirusowych, jak i komorkowych genéw, co
moze doprowadzi¢ do transformacji komoérek (Hame1 i wspétaut. 1993, Motoku-
ralArnold 1993)

Regulacja ekspresji genéw przez biatko Rb moze zachodzi¢ nie tylko poprzez
jego wspotdziatanie z czynnikami transkrypcyjnymi. Moze réwniez nastepowac
poprzez interakcje biatka pl05 z obecnymi w promotorach niektérych genéw,
tak zwanymi sekwencjami RCE (retinoblastoma controlling elements). Ten
mechanizm regulacji zaobserwowano w przypadku genu c-fos, c-myc i insulino-
podobnego czynnika wzrostu (Kouzarides 1993).

UDZIAL BIALKA pl05 W ROZNICOWANIU KOMOREK

Jak przedstawiono w poprzednim rozdziale, hamujgce dziatanie biatka pl05
na efektywnos$¢ transkrypcji roznych genéw moze zatrzymac komorki w fazie G 1
cyklu komorkowego. Ta ,negatywna” regulacja cyklu komorkowego dokonuje sie
dzieki interakcji biatka plO5 z bardzo réznymi, waznymi dla przebiegu cyklu
biatkami. Czy jednak jego obecnos¢é w komorce jest rzeczywiscie niezbedna do
wystgpienia podziatu komorek. Pytanie to jest tym bardziej zasadne, poniewaz
liczne komoérki, zaréwno nowotworowe jak i prawidtowe (zwtaszcza embrionalne)
moga dzieli¢ sie pomimo braku w nich genu Rb. Spektakularny tego przykiad
stanowi prawidtowy, az do 13 dnia cigzy, rozwéj zarodkéw myszy nie zawieraja-
cych funkcjonalnego biatka Rb (Lee i wspotaut. 1992, Jacks | wspétaut. 1992,
Ciarke i wspoétaut. 1992). Dopiero w nastepnych dniach rozwoju pojawiajg sie
w takich embrionach réznego rodzaju anormalnosci, zwlaszcza w centralnym
uktadzie nerwowym i w uktadzie krwiotwdrczym. Nastepujgca Smier¢ embrionéw
jest konsekwencja powstania zaburzen w procesie réznicowania powyzszych
tkanek i wskazuje na prawdopodobny w nich udziat biatka pl05. Liczne dane
dokumentujg tez wzrost ekspresji genu Rb w komodrkach réznicujacych sie pod
wptywem réznych czynnikéw, zwitaszcza w komérkach nerwowych i miesniowych
(Hame1 iwspotaut. 1993, Goodrich i Lee 1993). Fakty te, jak réwniez brak genu
Rb (lub jego strukturalnego odpowiednika) w komorkach bezkregowcéw suge-
ruja, ze podstawowa rolg biatka pl05 moze by¢ utrzymanie komérek w stanie
spoczynkowym, niezbednym do tego, azeby mogly one wkroczy¢ na droge
réznicowania. Rolg dodatkowa za$ mogtoby by¢ funkcjonowanie jego w komor-
kach organizmoéw dorostych jako czynnika (bariery) zapobiegajgcego powstawa-
niu nowotworu (transformacji nowotworowej). Postuluje sie tez, ze biatko pl05
moze ,stanowi¢ tgcznik” pomiedzy licznymi czynnikami Srodowiska wptywaja-
cymi na przebieg cyklu komoérkowego typu (na przykiad hormonéw czy tez
czynnikéw wzrostowych) a podstawowym cyklem komérkowym (Goodrich i Lee
1993).

Ostatnio zaproponowano nawet hipoteze omawiajgca udziat biatka p 105
w przekazywaniu komoérkom sygnatéw do roznicowania (Hamei i wspoétaut.
1993). Pod wptywem sygnatu do réznicowania obecne w komérkach biatko pl05
pozostawa¢ ma nieufosforylowane, a zatem aktywne, regulujace aktywnos¢, na
przykiad czynnika transkiypcyjnego E2F, co moze wywotywaé¢ hamowanie eks-
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presji genodw, ktérych produkty sg niezbedne dla proliferacji komorek, stymula-
cje zas ekspresji genow, ktérych produkty mogg by¢ istotne w procesach
réznicowania. Przy braku sygnatu do réznicowania, biatko pl05 miatoby ulega¢
inaktywacji wskutek ufosforylowania, a komdérka mogtaby podja¢ synteze DNA
i wkroczy¢ w faze S cyklu komérkowego. Tak wiec obecnos¢ w komorce aktywnej
lub nieaktywnej formy biatka p 105 decydowatoby o tym, czy komérka ,wychodzi”
z cyklu i staje sie komoérkg spoczynkowag i ewentualnie réznicujacy sie, czy tez
pozostaje w cyklu i dzieli sie. Wydaje sie wiec, ze biatko pl05 moze w réznych
komoérkach mie¢ inne dziatanie, zaleznie od rodzajéw otrzymywanych przez nie
sygnatow zewnetrznych. Nalezy podkresli¢, ze w dziataniu biatka pl05, zwlasz-
cza w procesach réznicowania, olbrzymia role wydaje sie odgrywac jego wspét-
dziatanie z biatkowym produktem protoonkogenu c-myc (Yen i wspotaut. 1992,

Goodrich | Lee 1993), jednym z bardziej istotnych regulatoréw proliferacji
komorek.

INNE GENY SUPRESOROWE

Podstawowe mechanizmy dziatania produktéw gendw p53 i Rb sg obecnie
dos¢ dobrze poznane, natomiast stosunkowo mniej wiadomo o mechanizmach
dziatania innych genéw supresorowych. Sklonowanie w latach dziewieédziesia-
tych wielu z nich i poznanie budowy kodowanych przez nie biatek, pozwala na

wysnuwanie przypuszczen, co do ich funkcjonowania i znaczenia w metabo-
lizmie komorek.

GEN WT-1

Najsilniejszg ekspresje genu WT-1 wykrywa sie w komérkach rozwijajacej sie
nerki (co przemawia za udziatem produktu tego genu w procesach réznicowania
nerek), a takze w komorkach grzebienia piciowego, plodowej gonadzie
i w komorkach krwiotworczych. Inaktywacja genu WT-1 wraz z innymi genety-
cznymi zmianami wywotuje u dzieci nowotwoér nerek, guz Wilmsa (Weinberg
1991, Geratd 1994, Rupprecht i wspotaut. 1994). Produktem genu WT-1 jest
jadrowe biatko o c.cz. 52-54 kDa, zaliczane ze wzgledu na swg budowe do grupy
czynnikéw transkiypcyjnych zawierajgcych motyw palcéw cynkowych. Biatko to
jest zdolne do wigzania sie z sekwencjami nukleotydowymi w DNA, z ktérymi
tacza sie réwniez biatka EGR-1 (early growth response zinc-finger protein),
pojawiajgce sie bardzo szybko po zastymulowaniu komoérek do podziatéw, na
przyktad dziataniem surowicy. Ze wzgledu na kompetycje o te same miejsca
wigzania w DNA, biatko WT-1 hamuje ekspresje genéw stymulowang przez
biatko ERG-1. Sg to geny zwigzane przede wszystkim z proliferacjg komorek
i kodujace miedzy innymi takze czynniki wzrostowe, jak insulino-podobny
czynnik wzrostowy Il i faricuch A ptytkowego czynnika wzrostu (Geraitd 1994,
Rupprecht i wspotaut. 1994). Co wiecej, biatko WT-1 moze réwniez hamowac
ekspresje kodujacego je genu (Rupprecht iwspétaut. 1994). Wykazane ostatnio
wspoétdziatanie zarowno ,fizyczne”, jak i funkcjonalne biatka WT-1 z biatkiem
p53 stanowi przyktad wewnatrzkomorkowej regulacji funkcjonowania produ-
ktow réznych gendw supresorowych (Maheswaran i wspotaut. 1993).
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Omowione dotychczas geny p53, Rb i WT-1 koduja biatka jadrowe uczestni-
czgce w regulacji transkrypcji. Produktami genéw supresorowych moga by¢
takze biatka btonowe i cytoplazmatyczne, uczestniczace w adhezji komoérek do
podioza (na przyklad gen APC, 'DDC, VHL), w wiazaniu btony komdérkowej
z cytoszkieletem (gen NF-2), w percepcji przez komorke réznego typu sygnatow
komoérkowych (na przykitad DDC, MEN-2) a takze ich modulacji (gen NF-1).

SzczegOlne znaczenie dla regulacji podziatéw komaérkowych ma produkt genu
supresorowego NF-1, ze wzgledu na wptyw na udziat w regulacji funkcjonowania
onkogenu ras.

GEN NF-1

Gen NF-1 koduje cytoplazmatyczne biatko o c.cz. 330 kDa nazwane neurofi-
bromina. Brak lub inaktywacja genu NF-1 prowadzi do powstawania tagodnych
lub ztosliwych nowotworéw, przede wszystkim w obrebie uktadu nerwowego
(Weinberg 1991). Mechanizm dziatania neurofibrominy niejestjeszcze poznany.
Jednakze obecno$¢ w jej czasteczce domen o sekwencjach aminokwasowych,
homologicznych z wystepujgcymi w biatkach GAP, aktywujacych GTPaze bedacg
produktem onkogenu ras, pozwala przypuszczaé, ze réwniez neurofibromina
mogtaby dziata¢ podobnie jak biatka GAP (Rey i Ha11 1993). Modulacja endo-
gennej aktywnosci GTPazowej biatka p21lrasjest bardzo istotna, gdyz decyduje
o tym, czy wystepuje ono w formie aktywnej (zwigzanej z GTP), czy tez nieaktyw-
nej (zwigzanej z GDP) (Weismuller iWittinghofer 1994). Aktywne biatko p21ras,
zdolne do przekazywania sygnatéw mitogennych i sygnatéw do réznicowania,
wydaje sie by¢ niezbedne przynajmniej dwukrotnie podczas przebiegu cyklu
komadrkowego a takze niezbedne do ,wyjscia” komérek z cyklu (Moodie i Wolf-
man 1994). Wysunieto hipoteze, wedtug ktorej stymulacja przez neurofibromine
lub GAP GTPazy biatka p21lras sprawia, ze ilos¢ jego aktywnej formy spada.
Wydaje sie, ze konsekwencjg braku w komorkach neurofibrominy moze byc¢
zwiekszenie poziomu formy aktywnej p2 lras, zdolnej do przekazywania sygnatéw
mitogennych i stymulowania podziatéw komérkowych, aw koricu do nowotwo-
rzenia. Tak wiec neurofibromine mozna traktowac jako jedno z biatek o dziataniu
antyproliferacyjnym.

WSPOLDZIALANIE PRODUKTOW ONKOGENOW | GENOW SUPRESOROWYCH
W REGULACJI CYKLU

Znajomos¢ podstawowych molekularnych mechanizméw dziataniaw komor-
kach produktéw kodowanych przez poszczegélne onkogeny i geny supresorowe
pozwala wysuwacé przypuszczenia o mozliwosci skoordynowanego dziatania.
Szczegoblnie wazne w regulacji cyklu jest wspotdziatanie biatek supresorowych
z biatkami genéw tak zwanej wczesnej odpowiedzi komorek na sygnaly zewne-
trzne, tojest z biatkami c-ras, c-myc, c-fosic-jun (Marshar1 1991). Przynajmniej
w niektérych komorkach przekazywanie sygnatu do proliferacji poprzez biatka
kodowane przez onkogen c-ras, moze pozostawac pod kontrolg genu supresoro-
wego NF-1. Natomiast zmiany intensywnosci ekspresji genéw c-myc, c-jun i c-fos,
wystepujgce po zadziataniu biatka ras, moglyby wpltywa¢, wedtug ostatnio
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zaproponowanej hipotezy, na aktywnos$¢ kinaz cdk, enzyméw fosfoiylujgcych
produkty genéw supresorowych p53 i Rb (Gewirtz 1993). Zjednej strony wzrost
poziomu i/lub aktywnosci tych bialek supresorowych mogtby na zasadzie
sprezenia zwrotnego regulowaé ekspresje, na przyklad c-myc i c-fos, z drugiej
zas wywotywac¢ — bezposrednio (biatko p53) lub tez posrednio — przy udziale
czynnika E2F (biatko pl05) zatrzymanie komorek w fazie GI. W konsekwencji,
komorki pozostajgc w tej fazie cyklu albo nie dzielityby sig, albo tez mogltyby
gingc¢ przede wszystkim w procesie apoptozy. O intensywnosci apoptozy komorek
decydowatby takze poziom produktu onkogenu bel -2, ktérego ekspresja podlega
regulacji przez biatko p53.

W tym szalenie uproszczonym opisie wspoétdziatania produktéow onkogendw
i gendw supresorowych mato uwagi poswiecono mechanizmom wywotujgcym
zatrzymanie komoérek na granicy faz G2 — M, bloku powodowanym przez wiele
zwigzkow terapeutycznych. Ten etap réwniez wydaje sie pozostawacé pod kon-
trola produktéw gendw supresorowych, zwtaszcza genu MTS1 i p53, poprzez ich
wplyw na synteze biatkowych inhibitoréw kinaz cdk, w tym kinazy cdc2, ktérej
aktywnos¢ jest niezbedna do rozpoczecia podziatéw mitotycznych.

UWAGI KONCOWE

W artykule przedstawiono podstawowe mechanizmy funkcjonowania niekt6-
rych gendéw supresorowych, istotnych dla przebiegu cyklu komérkowego. Szereg
innych aspektéw ich dziatania wymaga dalszych badan. Nie wyjasnione jest
w petni, na przykiad zagadnienie tak zwanej specyficznosci tkankowej poszcze-
go6lnych genéw supresorowych, ktéra sprawia, ze brak ich powoduje powstanie
nowotworow tylko w okreslonych narzadach. Niewiele jest tez informacji, poza
informacjami o genach p53 i Rb, o wspétdziataniu w komoérce innych genéw
supresorowych, a takze o mechanizmach prowadzacych do ich inaktywacji.
Wymaga tez dalszych badari problem udziatu biatka p53 w przerzutowaniu
komoérek nowotworowych.

Zrozumienie mechanizmoéw dziatania przynajmniej niektérych genéw supre-
sorowych, chociaz z pewnoscig jeszcze nie pelne, stwarza tez nowe mozliwosci
terapeutyczne. Czynione sg udane préby hamowania wzrostu komérek nowo-
tworowych poprzez wprowadzanie do nich, metodami inzynierii genetycznej,
genow p53 i Rb. Mysli sie tez o syntezie zwigzkow, ktore mogtyby symulowac
dziatanie prawidtowych biatek supresorowych w komodrkach zawierajgcych ich
zmienione formy. Na ile tytutjednego z artykutéw Geny supresorowe — nadzieja
okaze sie prawda, pokaza najblizsze lata.

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

Summary

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
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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 ofexpression of differentgenes is described
and a hypothesis on its involvement in G1 cell cycle arrest is proposed. The action of pi05 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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