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REGULACJA CYKLU KOMORKOWEGO A STARZENIE SIE | SMIERC KOMORKI

WSTEP

Proces starzenia sie organizmu opisany jest
przez bardzo wiele réznych teorii. Jednakze
zadna z nich nie jest uniwersalna (Jazwtnski
1996). Wigze sie to z niezwyklg ztozonoscig
procesu starzenia. Wraz z uptywem czasu kazdy
organizm podlega nieodwracalnym zmianom
prowadzacym do ograniczenia jego mozliwosci
adaptacyjnych, coraz wiekszej niewydolnosci i
wreszcie Smierci. Na starzenie sie organizmu
ludzkiego ma bowiem wptyw funkcjonowanie
uktadu nerwowego, enokrynnego i odporno-
sciowego. Z drugiej strony uwaza sig, ze orga-
nizm starzeje sie, bo starzeja sie jego komorki.
Prawdopodobnie starzenie sie komérek w orga-
nizmie polega na wyczerpaniu limitu ich po-
dziatow.

Prawie czterdziesci lat temu Hayflick po raz
pierwszy wykazat, ze fibroblasty dzielg sie w
hodowli okoto 60 razy, po czym, mimo obecno-
sci w pozywce czynnikow wzrostowych i sub-
stancji odzywczych, wchodzg w bezpodziatowg
faze wzrostu, czyli starzenie. Proces starzenia
sie komoérek w hodowli nazwano starzeniem
replikacyjnym. Nie wszystkie jednak komorki
podlegaja starzeniu replikacyjnemu. Komorki
takie jak nerwowe i miokardialne nie dzielg sie
w hodowli w ogole. Natomiast embrionalne ko-
moérki macierzyste, podobnie jak nowotworowe
i unieSmiertelnione, dzielg sie w hodowli w spo-
s6b nieograniczony i nie wykazujg znamion
procesu starzenia (Smith i Pereira-Smith 1996).
Wiekszos$¢ badaczy uwaza, ze starzenie replika-
cyjne komoérek odzwierciedla proces zachodza-
cy invivo. Swiadczy o tym fakt, ze liczba podzia-
tow jakim ulegajg fibroblasty w hodowli jest
odwrotnie propocjonalna do wieku dawcy i
wprost proporcjonalna do Sredniej dtugosci zy-
cia osobnikéw danego gatunku. Ponadto, fi-

broblasty ludzi z zespotami przyspieszonego
starzenia (zesp6t Wernera, Downa), ulegajg
mniejszej liczbie podziatdw w hodowli niz fi-
broblasty pobrane od ludzi zdrowych (France-
SCHI i wspétaut. 1991). Nastomiast Campisi
(1992) wykazata, ze w starych komérkach, za-
réwno starzejacych sie in vivo jak i in vitro,
pojawia sie aktywnos¢ kwasnej fl-galaktozyda-
zy, enzymu ktérego aktywnosci nie obserwuje
sie w miodych komérkach (Dimri i wspétaut.
1995). Ostatnio jednak zostat podwazony fakt
wystepowania odwrotnej proporcjonalnosci po-
miedzy liczbg podziatéw, jakim ulegng komérki
w hodowli, a wiekiem dawcy. Mianowicie, Cri-
stofalo wykazat, ze ilos¢ podziatow fibrobla-
stéw w hodowli, zalezy nie tyle od wieku metry-
kalnego dawcy, co od jego stanu zdrowotnego
(Cristofalo i wspotaut. 1998). Réwniez nasze
wihasne badania wskazuja, ze fibroblasty oséb
stu- i wiecej letnich dzielg sie w hodowli Srednio
tyle samo, co fibroblasty ludzi mtodych (Fran-
ceschi i wspétaut. 1995, Tesco i wspotaut.
1998). Mimo istnienia tych kontrowersji, samo
zjawisko starzenia replikacyjnego takich komo-
rek, jak fibroblasty, komorki nabtonkowe i lim-
focytyjest niezwykle interesujace i warte szcze-
goétowych badan.

Liczba komoérek w organizmie regulowana
jest przez dwa procesy — proliferacje i Smierc,
jakiekolwiek zachwianie réwnowagi pomiedzy
tymi procesami powoduje patologiczne zmiany
w organizmie. | tak na przyktad przewaga po-
dziatéw nad Smiercig komoérek zwigzana jest z
transformacjg nowotworowg. Natomiast nadu-
mieralnos¢ komorek jest zjawiskiem wystepu-
jacym w chorobach neurodegeneracyjnych i
AIDS. Podziat komoérki nazwany cyklem komoér-
kowym podzielono na fazy G1 (ang. Gapi), S
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(syntezy), G2 i M (mitoza). System regulacji
cyklu komoérkowego opiera sie przede wszy-
stkim na aktywnosci biatek z rodziny cyklino-
zaleznych kinaz (CDKs — cycline dependent
kinases) aktywowanych przez cykliny i hamo-

Ewa Radziszewska

wanych przez inhibitory nalezace do rodziny
INK4 oraz CIP/KIP. Ponadto w regulacji podzia-
tu komodrek uczestniczg geny supresoiy nowo-
tworow p53 i pRb.

REGULACJA CYKLU PODZIALOWEGO KOMORKI

Aby komoérka mogta prawidtowo powieli€ i
podzieli¢ swéj materiat genetyczny na dwie
identyczne i nieuszkodzone kopie, wszystkie
opisane biatka muszg ulec prawidtowej ekspre-
sji i aktywacji w okreslonym czasie (Sherr
1996). Komérka wchodzi w cykl podziatowy po
pobudzeniu jej czynnikiem mitogennym
(Ryc. 1). Czynnik mitogenny, aktywuje specyfi-
czny receptor poprzez fosfoiylacje reszt tyrozy-

Czynnik mitogenny

nowych w jego czgsteczce. To z kolei powoduje
aktywacje innych biatek miedzy innymi Ras i
Raf, ktére réwniez na skutek fosforylacji, w
dalszej kolejnosci aktywujg kaskade kinaz MAP
(ang. mitogen activated protein). MAP kinazy
przemieszczajac sie do jadra komérkowego
przenosza sygnat prowadzacy do ekspresji sze-
regu genoéw zwigzanych z uruchomieniem cyklu
komdrkowego, w tym cykliny DI. Cyklina DI
tworzy aktywne kompleksy z kinazami CDK4 i
CDKS®6, ktore fosforylujg biatko Rb. Fosforylacja
tego biatka jest kluczowa dla przejscia przez
komorke z fazy G1 do S. Ufosforylowane biatko

Rb, uwalnia bedacy z nim w kompleksie czyn-
nik transkrypcyjny E2F, aktywujacy geny nie-
zbedne w fazie S, a wsrdd nich geny cylkin A i
E. Cyklina E tgczy sie z kinazg CDK2 utrzymu-
jac biatko Rb w stanie dalszej fosforylacji. Czyn-
nik transkrypcyjny E2F stymuluje rowniez
wilasng ekspresje, wytwarzajac dodatnie sprze-
zenie zwrotne. W fazie S pojawia sie cyklina B,
ktora tgczy sie w kompleks z CDK1 na granicy

Ryc. 1. Schemat drogi prze-
kazywania sygnatu do proli-
feracji w komorce.

faz G2-M. Aktywnosc¢ tego kompleksu kontro-
luje przebieg replikacji DNA i rozpoczecie mito-
zy, a takze miedzy innymi rozpad otoczkijgdro-
wej. Rozpad otoczki jadrowej pozwala na roz-
dzielenie chromosoméw i przejscie do naste-
pnego etapu mitozy. Po zakoriczeniu mitozy,
komoérka ponownie wchodzi w faze G1 i rozpo-
czyna sie nowy cykl komérkowy lub tez pod
wptywem specyficznych sygnatéw wchodzi w
faze réznicowania albo w przypadku braku syg-
natow, w faze spoczynku (GO) (Jacks iW einberg
1998).

KINAZY CYKLINOZALEZNE | CYKLINY

Cyklinozalezne kinazy (CDK) sg enzymami jest kilka kinaz to jest CDK1, CDK2, CDK4 i
regulujagcymi kolejne fazy cyklu, poprzez fosfo- CDKB6. Ich aktywnos¢ regulowana jest poprzez
rylacie r0znych swoistych substratéw. Znanych biatkowe aktywatory i inhibitory. Do biatko-
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wych aktywatorow kinaz nalezg cykliny. Do
dzisiaj zidentyfikowano kilkanascie cyklin, kt6-
re podzielono na grupy A, B, D, E. Ostatnio
wykryto rowniez cykline zaliczong do grupy G.
Poszczegllne cykliny ulegaja ekspresji przej-
sciowo w kolejnych fazach cyklu komdérkowego
(Ryc. 2). Po pobudzeniu komorki czynnikami
mitogennymi, w trakcie przejscia komorki z fazy
GO do G1 pojawiajg sie cykliny typu D (D1, D2,

Ryc. 2. Kolejnos$¢ pojawiania sie cyklin w cyklu
komérkowym.

D3). Cyklina DI tworzy aktywny kompleks z
kinazami CDK4 lub CDK®6, dalej opisywany
jako kompleks CyklinaD/CDK4/6. Tak zakty-
wowane kinazy fosforyluja biatko Rb, co pozwa-
la komorce wejsé w kolejng faze cyklu — faze S.
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Pozostate cykliny z grupy D sa stabiej poznane.
Jednakze ich oddziatywanie z kinazami CDK4 i
CDK2 swiadczy o tym ze podobnie jak cyklina
D luczestniczaw regulacji cyklu komoérkowego.

Na granicy faz GI/S cyklu komdrkowego
pojawia sie sie kolejna cyklina — E, ktorej
ekspresja jest juz niezalezna od obecnosci syg-
natu mitogennego (snerr 1996). Lgczy sie ona
ze kinaza CDK2 powodujac dalszg fosforylacje
biatka Rb.

Cykliny A i B pozostajagc w kompleksach z
kinazami podtrzymuja biatko Rb w stanie ufo-
sforylowania, umozliwiajgc kontynuacje cyklu
komorkowego i zakonczenie mitozy. Zahamo-
wanie syntezy cylkiny A w po6znej fazie G1 za-
trzymuje cykl komorkowy i uniemozliwia wej-
Scie w faze S, albowiem wiele komoérek wymaga
do swego wzrostu nie tylko fosforylacji Rb, ale
rowniez tak zwanych sygnaldéw adhezyjnych.
Wiadomo, ze ekspresja genu cykliny A jest za-
lezna od tych sygnatéw. Ponadto substratami
dla komplekséw cykliny E/CDK2 i cykliny
A/CDK2 sg miedzy innymi tak zwane biatka
inicjatorowe, ktére wigzg sie ze specyficznymi
sekwencjami w widetkach replikacyjnych i
wspomagajg proces replikacji DNA. Zahamowa-
nie ekspresji cykliny A powoduje rozpad kom-
pleksu biatek inicjatorowych i zatrzymanie syn-
tezy DNA.

INHIBITORY KINAZ ZALEZNYCH OD CYKLIN

Cyklinozalezne kinazy sg negatywnie regu-
lowane przez biatka nalezagce do dwdéch rodzin
INK4 i CIP/KIP (Jacks iWeinberg 1998)

Do rodziny inhibitoréw INK4 naleza biatka
pl5, pl6, pl8ipl9 (Ryc. 3). Biatka z tej rodziny,

maja zdolnos¢ wigzania sie do kinaz CDK4 i
CDKG®6 i hamowania aktywnosci kompleksu Cy-
klinaD/CDK4/6 (Robles i Adami 1998, Serra-
no 1997). Wszystkie biatka z rodziny INK4 cha-
rakteryzuja sie obecnoscig czterech lub pieciu

Ryc. 3. Uproszczony
schemat regulacji fosfo-
rylacji biatka pRb, w cy-
klu komérkowym.
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powtoérzen ankrynowych. Powtérzenia te obec-
ne sg w strukturze wielu biatek i generalnie
odpowiadajg za odziatywanie biatko-biatko. W
przypadku biatek z rodziny INK4, powtdrzenia
te umozliwiajg wigzanie sie z kinazami CDK4 i
hamowanie ich aktywnosci. Doswiadczenia in
vitro wykazaly, ze miejsce wigzania na przykiad
biatka p 16 z CDK4 jest r6zne od miejsca wigza-
nia cykliny D, a wiec mozliwe jest powstanie
kompleksu trzysktadnikowego. Jednak muta-
cje CDK4 w miejscu wigzania pl6, wykazaty
réwniez istotng redukcje wiazania cykliny D do
kinazy, co sugeruje, ze mimo réznych miejsc
wigzania cyliny D i p 16 do CDK4 istotne sg ich
wzajemne oddziatywania konformacyjne. Biat-
ko p 16 moze prawdopodobnie hamowac¢ aktyw-
nos¢ CDK4 przez takg zmiane konformacji ki-
nazy, ktéra uniemozliwia zwigzanie cykliny D.
Poza tym, podwyzszong ekspresje biatka pl6
obserwuje sie w trakcie starzenia replikacyj-
nego (komdérkowego) oraz w odpowiedzi na pew-
ne sygnaly onkogenne, natomiast biatko pl5
jest produkowane gtéwnie w odpowiedzi na
czynnik wzrostu nowotworu TGH3 (Shapiro |
wspotaut. 1998). Natomiast ekspresjap 18ip 19
jest regulowana w trakcie cyklu komoérkowego
z maksimum w fazie S. Ciekawa cecha rodziny
biatek inhibitorowych INK4 jest wystepowanie
dwéch nakiadajgcych sie genéw w tym samym
locus. W promotorze genu INK4a znajdujg sie
dwie rézne, otwarte ramki odczytu, ktére po-
zwalajg na rozpoczecie transkrypcji z dwdch
niezaleznch miejsc (Chin iwspétaut. 1998). Me-
chanizm ten pozwala na zakodowanie wjednym
genie dwodch kompletnie réznych produktéw
biatkowych, jak ma to miejsce w przypadku
biatek p16ip19. W skiad drugiej rodziny inhi-
bitoréw cyklinozaleznych kinaz CIP/KIP wcho-
dzg biatka p21, p27 i p57. W przeciwienstwie
do inhibitoréw z rodziny INK4, biatka z tej
rodziny majg zdolnos¢ hamowania aktywnosci
nie tylko kinaz CDK4 i CDK®6, ale rowniez kina-
zy CDK2. W komoérkach spoczynkowych poziom
biatka p27 jest bardzo wysoki i gwattownie
obniza sie po wejsciu komarki w cykl podziato-
wy. Kontrola ilosci tego biatka w komodrce za-
chodzi na poziomie translacji, jak i obrébki
potranslacyjnej. Poza tym, biatko p27 moze by¢
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inaktywowane przez fosforylacje katalizowang
przez aktywny kompleks cyklina E/ CDK2.
Wptyw biatka p27 na funkcjonowanie komérek
zostat dobrze udokumentowany w opisanych
ponizej doswiadczeniach. Pozbawienie fibrobla-
stow w hodowli zrodta czynnikéw wzrostowych
jakim jest surowica, spowodowato nie tylko
gwattowny wzrost ekspresji biatka p27, ale réw-
niez degradacje cykliny D. Utrata aktywnosci
kinazy CDK4 potaczona ze wzrostem p27 spo-
wodowata zatrzymanie cyklu komérkowego. Z
kolei myszy pozbawione genu p27 znacznie
szybciej rosty wykazujac czesto przerost orga-
néw wewnetrznych, ktore zawieraty zwiekszong
ilos¢ mniejszych komoérek w tkance. Tego typu
fenotyp wskazuje, ze biatko to kontroluje nie
tylko liczbe, ale tez wielko$¢ komodrek. Biatko
p21 jest szczegllnie waznym inhibitorem cyklu
komérkowego, poniewaz jego ekspresjajest re-
gulowana miedzy innymi przez biatko p53. Do
indukcji ekspres;ji biatka p53 dochodzi w odpo-
wiedzi na rézne czynniki wywotujgce stres ko-
morkowy, a zwlaszcza na czynniki uszkadzajg-
ce DNA. Tak wiec, jezeli w komérkach prolife-
rujacych dojdzie do jakichkolwiek uszkodzen
DNA, natychmiast pojawia sie podwyzszona
ekspresja biatka p53 i zatrzymanie podziatow
komérkowych do czasu naprawy uszkodzen.
Biatko p21 zawiera domene umozliwiajaca
zwigzanie czynnika transkiypcyjnego PCNA
(ang. proliferating cell nuclear activator) co po-
woduje zahamowanie syntezy DNA w celu umo-
zliwienia naprawy uszkodzonego miejsca.
Ponadto p21moze bra¢ udziat w samej reperacji
uszkodzen i w regulacji metylacji DNA. Ekspe-
rymentalnie wykazano réwniez mozliwos¢ za-
blokowania fenotypu nowotworowego przez
wprowadzenie biatka p21 do komodrek rako-
wych, co spowodowato zatrzymanie ich prolife-
racji i koricowe réznicowanie tychze. Podobnie
zinaktywowanie genu p21 w fibroblastach ludz-
kich hodowanych in vitro, nie pozwalato tym
komoérkom wejs¢ w faze starzenia, co jasno
wskazuje na kluczowa role tego biatka nie tylko
w koncowym réznicowaniu, ale réwniez w sta-
rzeniu komérkowym (Bariey i wspétaut. 1998,
Brown | wspoOtaut. 1997).

BIALKA PUNKTU RESTRYKCYJNEGO FAZY GI/S

W fazie G1 cyklu komdrkowego miejsce, w
ktorym nastepuje podjecie przez komérke decy-
zji o wejSciu w dalszy etap cyklu, nazwano
punktem restrykcyjnym. W punkcie restrykcyj-
nym decydujacg role odgrywaja biatka genéw
supresorow nowotworow, takie jak p53 i Rb.

Zaobserwowano, ze geny kodujace biatka Rb i
p53, podobnie zreszta, jak geny kodujace biatko
pl6 i cykline DI, ulegaja mutacjom, w tym
delecjom w okoto 80% typow nowotwordéw wy-
stepujacych u ludzi. Wskazuje to, jak wazne sg
wszystkie te biatka dla prawidtowego przebiegu
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cyklu komérkowego. W komdérkach znajduja-
cych sie w fazie GO badz wczesnej fazie Gl,
biatko Rb jest nieufosfoiylowane, badz stabo
ufosforylowane (Juan i wspotaut. 1998). Przej-
scie komorek do dalszych etapow cyklu wymaga
ufosfoiylowanego biatka Rb, ktére uwalnia z
kompleksu czynnik transkrypcyjny E2F nie-
zbedny do aktywacji genéw ktérych produkty
biatkowe sg potrzebne do syntezy DNA. Ufosfo-
rylowane biatko Rb indukuje réwniez ekspresje
genu biatka pl6, ktore hamujac aktywnosc¢ Ki-
naz CDK4/6 prowadzi do zahamowania fosfo-
rylacji Rb, gdy przestajejuz by¢ potrzebna (Bar-
tek i wspoétaut. 1997). W komorkach, ktore
zakonczyly podziat nastepuje defosfoiylacja Rb
przez fosfataze PP1 (ang. protein-serin/threoni-
ne phosphatase type 1). W komérkach, ktore sg
pozbawione funkcjonalnego biatka Rb, aktyw-
nos¢ kinaz zaleznych od cyklin D nie ma zad-
nego znaczenia dla pokonania przez komoérke
punktu restrykcyjnego. Dlatego, jak juz wspo-
mniano powyzej, w wielu komoérkach nowotwo-
rowych dochodzi do takich mutacji, ktére w
efekcie prowadza nie tylko do bezposredniego
unieczynnienia biatka Rb, ale takze posrednio
przez na przyktad nadekspresjie cykliny D, am-
plifikacjie genu CDK4, czy delecje genu pi 6 lub
delecje samego biatka Rb. Biatko Rb petni istot-
na role nie tylko jako regulator cyklu, ale row-
niez odgrywa zasadnicza role w procesach roz-
nicowania. | tak, na przyktad u myszy pozba-
wionych genu biatka Rb, dochodzi do powaz-
nych zaburzen w rozwoju uktadu nerwowego i
uposledzonej erytropoezy, co stanowi przyczyne
obumierania zarodkoéw tych zwierzatw 15 dniu
rozwoju embrionalnego. Prawdopodobnie tylko
na wczesnym etapie rozwoju embrionalnego,
inne biatka z rodziny Rb, takiejak p 107 i pl30,
sg w stanie rekompensowac¢ brak biatka Rb.
Zresztg myszy pozbawione biatek pl07 i pl30,
z zachowanym biatkiem Rb, umierajg tuz po
urodzeniu z powodu powaznych defektéw w
rozwoju chrzastek i kosci. Obydwa te przyktady
jednoznacznie wskazuja na zasadniczg role bia-
tek z rodziny Rb w réznicowaniu tkanek i na-
rzadow (Yee i wspotaut. 1998). Drugim bial-
kiem, odgrywajacym istotng role w kontroli
przejscia GI/S cyklu komdrkowego, jest biatko
p53. Gen kodujacy to biatko jest genem ulega-
jacym mutacjom w 50% nowotworow ludzkich.
I chociaz calkowita delecja tego genu nie wpty-
wa nha rozwo6j zarodkowy myszy, to czestosé z
jaka te zwierzeta zapadajg na nowotwory wska-
zuje na kluczowg role tego biatka w kontroli
normalnego wzrostu komoérek i ich przezywa-
nia. Podobnie u ludzi z synromem Li-Fraumeni,
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obserwuje sie wielokrotnie wzmozong zapadal-
nos¢ na rézne rodzaje nowotworéwjuz w bardzo
miodym wieku, na skutek wielomiejscowych
mutacji w obrebie genu biatka p53 (Barley i
wspoétaut. 1998).

Biatko p53 jest czynnikiem transkrypcyj-
nym, ktory wigze sie do swoistych sekwencji w
promotorach wielu genéw zwigzanych z cyklem
komorkowym, wptywajc na ich aktywacje. Sa to
miedzy innymi takie geny jak: p21, GADDA45,
IGF-BP-3, Bax, Fas oraz rézne blizej niezidenty-
fikowane geny zwigzane z komérkowymi proce-
sami oksydacyjnymi.

Biatko p53 posiada szereg domen, z ktérych
kazda odpowiada za jedna lub wiecej funkgciji.
Domena N-koncowa odziatywuje z podstawowy-
mi czynnikami transkrypcyjnymi TFIID i TFIIH
i dziata jako aktywator transkrypcji (Dynlacht
1997). Domena ta wigze rowniez biatko MDM2,
ktére jest produktem jednego z gendéw trans-
aktywowanych przez p53 i bedgce negatywnym
regulatorem p53 (Pomerantz i wspotaut. 1998,
Zhang i wspétaut. 1998). Domena Srodkowa
odpowiada za specyficzne wigzanie sie do DNA.
Pomiedzy tymi dwoma domenami znajduje sie
region bogaty w proling, ktérego funkcja wigze
sie z realizacjg programowanej Smierci komérki
zaleznej od p53. Na C-koncu jest domena odpo-
wiadajgca za niespecyficzne wigzanie sie do
DNA i dobudowywanie komplementarnej poje-
dynczej nici DNA. Na samym koncu zas znajdu-
je sie region niezbedny do oligomeryzaji biatka
p53 (Wiman 1997). W wiekszosci komorek w
normalnych warunkach ekspresja p53 jest na
niskim poziomie. Jezeli w komérkach proliferu-
jacych dojdzie do jakichkolwiek uszkodzen
DNA, natychmiast pojawia sie podwyzszona
ekspresja tego biatka i zatrzymanie podziatu
komoérkowego do czasu naprawy uszkodzen
(Butz i wspétaut. 1998). Ekspresja biatka p53
wplywa na aktywacje transkrypcji genéw, ktore
zapobiegajg wejsciu przez komoérke w faze S.
Miedzy innymi sg to wspomniane wczesniej
biatka p21i GADDA45. Biatko GADDA45 wigze sie
z czynnikiem transkypcyjnym PCNA, niezbed-
nym do replikacji DNA. Poziom ekspresji p53
jest proporcjonalny do wielkosci uszkodzen
DNA i decyduje o tym czy komoérka podejmie
naprawe uszkodzonego DNA, czy tez uruchomi
program apoptozy. Jezeli uszkodzenia sg zbyt
rozlegte, poziom ekspresji biatka p53 jest bar-
dzo wysoki, komoérka wilgcza program smierci.
Natomiast niski, bgdz podprogowy poziom biat-
ka p53 powoduje wzrost ekspresji biatka p21 i
zahamowanie cyklu komérkowego.
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BIALKA CYKLU KOMORKOWEGO A APOPTOZA

Apoptoza, podobnie jak proliferacjia i rézni-
cowanie, odgrywa istotng role w procesach fi-
zjologicznych, zachodzacych w zywym organi-
zmie. Poprzez apoptoze usuwane sg z organi-
zmu komorki niepotrzebne, to znaczy takie,
ktore spetnity juz swojg role na pewnym etapie
rozwoju lub tez wypetnity swoja funkcje. Apo-
ptoza jest procesem genetycznie kontrolowa-
nym, charakteiyzujgcym sie szeregiem zmian
biochemicznych i morfologicznych. Opisano to
szczegbtowo w pismiennictwie polskim, w pra-
cach przegladowych (Grzelakowska-Sztabert
1998; sikora 1994, 1996).

Ostatnie lata przyniosty rowniez wiele dowo-
déw na to ze te same sygnaty, ktére zaangazo-
wane sgw regulacje proliferacji i kontrole cyklu
biorg réwniez udziat w apoptozie.

W trakcie apoptozy dochodzi do aktywacji
szeregu specyficznych, cysternowych proteaz —
kaspaz. Uruchomienie kaskady kaspaz prowa-
dzi do degradacji wielu istotnych biatek komor-
kowych, a posrednio réowniez do fragmentacji
DNA. Wykazano, ze w trakcie apoptozy ludzkich
komoérek biataczkowych, wywotanej lekami
przeciwnowotworowymi, dochodzi do defosfoiy-
lacji biatka Rb, a nastepnie do jego proteolizy
przez kaspaze 3 (Dou i An 1998). Co wiecej,
zablokowanie mozliwosci ciecia biatka Rb przez
kaspaze 3w komoérkach nowotworowych, moze
by¢ jedng z przyczyn opornosci lekowej tych
komoérek. W eksperymentach, w ktérych ko-
morki rakowe pozbawione biatka Rb, transfeko-
wano formg nieufosforylowang tego biatka, a
nastepnie traktowano INF-y, nie obserwowano
fragmentacji DNA charakterystycznej dla apo-

ptozy. Potwierdza to hipoteze o inhibitorowym
dziataniu nieufosforylowanego biatka Rb na
proces apoptozy (Tan i Wang 1998).

Innym biatkiem odgrywajgcym istotng role
w apoptozie jest p53. Jak zostato to juz wspo-
mniane, poziom ekspresji tego biatkajest decy-
dujacy dla uruchomienia programu Smierci, a
to z kolei zalezy zaréwno od czynnika induku-
jacego smier¢, jak i od rodzaju komérki. Jednak
mechanizm molekularny z udziatem p53 w szla-
ku sygnatowym prowadzacym do apoptozy jest
stabo poznany. Wiadomo, ze p53 prowadzi do
transaktywacji proapoptotycznego biatka Bax,
ktore tworzy heterodimery z antyapoptotycz-
nym biatkiem Bcl-2 i w ten spos6b moze prowa-
dzi¢ do apoptozy. Jednakze, jak wykazano na
tymocytach pozbawionych biatka Bax, nie jest
on konieczny do zajscia apoptozy indukowanej
przez p53. Biatko p53 moze wplywac takze na
indukcje receptora Fas (receptor z rodziny TNF,
ktérego aktywacja uruchamia program smierci)
oraz transaktywowacé calg serie genéw zwigza-
nych z kontrolg stanu red-ox komérki i tym
samym wptywac na aktywacje apoptozy (Suzuki
i wspétaut. 1998). Jak juz wspomniano, bardzo
istotny jest region prolinowy wystepujacy w
biatku p53, gdyz jego delecja catkowicie znosi
apoptoze zalezng od p53, ale zachowana jest
mozliwos¢ zablokowania komérek w cyklu. Co
wiecej, transaktywacja innych gendéw regulowa-
nych przez p53, w tym genu dla Bax, nie jest
zniesiona po delecji tego regionu. Stanowi to
kolejny dowdd na to, ze Bax nie jest wystarcza-
jacy do indukcji apoptozy przez p53.

CYKL PODZIALOWY A STARZENIE SIE KOMORKI

Ludzkie fibroblasty ulegajace starzeniu re-
plikacyjnemu przestajg sie dzieli¢ i zatrzymujg
sie w fazie GI, pomimo obecnosci czynnikéw
wzrostowych. W fazie bezpodziatlowej moga
przezy¢ w hodowlijeszcze okoto roku. Usuniecie
na okres dwdch tygodni z pozywki hodowlanej
surowicy, jako zrodta czynnikéw wzrostowych,
nie powodowato Smierci programowanej tych
komérek. Tak wiec, nie mozna powiedzie¢, ze
starzenie sie fibroblastéw zwigzane z zatrzyma-
niem ich w fazie GI, réwnoznaczne jest z umie-
raniem ich przez apopotoze. Bowiem starzenie
sie komorek nie jest, jak niestusznie sie czesto
uwaza, tozsame ze Smiercig programowana.
Problem mechanizmu $mierci starych komo-
rek, w tym podatnosci ich na $mier¢ indukowa-

na kontrolowanymi czynnikami zewnetrznymi,
pozostaje ciggle otwarty.

Podzialy starych fibroblastéow sa zatrzyma-
ne, gdyz jak wykazano biatko Rb w tych komor-
kachjestw formie nieufosforylowanej. W zwigz-
ku z tym pozostaje w kompleksie E2F, uniemo-
zliwiajgc temu ostatniemu transaktywacje ge-
néw niezbednych w kolejnej fazie cyklu komor-
kowego. Za brak fosforylacji biatka Rb odpowie-
dzialnyjest wielokrotny wzrost poziomu inhibi-
torow cyklinozaleznych kinaz, to jest bialek
p 16, p21 Natomiast brak w komérce aktywno-
Sci biatka p 16, spowodowany mutacjami w tym
delecjag, stanowi przyczyne niekontrolowanyego
podziatu wielu komérek nowotworowych (Kato
i wspotaut. 1998, serrano i wspélaut. 1997).
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Zwierzeta catkowicie pozbawione genu plé6, juz
w bardzo mtodym wieku, spontanicznie rozwi-
jaja wiele typow nowotworéw. Natomiast ko-
morki nowotworowe, ktore utracity funkcjonal-
ne biatko Rb, nawet przy podwyzszonym pozio-
mie biatka pl6, nie wchodza w stan starzenia
replikacyjnego (Hara i wspétaut. 1996). Dzieje
sie tak, poniewaz: 1) szlak od pl6 do pRb
zachowuje sie jak pojedynczy cel mutagenezy i
wzajemnie sie wyklucza (Serrano 1997),
2) biatka pRb i pl6 wzajemnie wpltywajg na
regulacje swojej transkrypcji (Fang i wspoétaut.
1998, Palmero i wspétaut. 1997). W doswiad-
czeniach, w ktérych do komoérek ludzkiego gle-
jaka ze zmutowanym genem biatka p 16 (i fun-
kcjonalnym biatkiem Rb) wprowadzono prawid-
towg forme pl6, zaobserwowano zatrzymanie
podziatdéw i starzenie tych komoérek (Uhrbom i
wspotaut. 1997). W prawidtowych komorkach
poziom p 16 wzrasta systematycznie wraz z kaz-
dym kolejnym podziatem, az do momentu wy-
czerpania limitu podziatéw. W starych, niedzie-
lacych sie komdérkach obserwowany jest nawet
40 razy wyzszy poziom tego biatka (Alcorta i
wspétaut. 1996). W zwigzku z tym, uwaza sie,
ze wzrost poziomu biatka pl6 jest czescia pro-
gramu, ktéry ,wigcza” sie w starych komor-
kach, po poprzedzajacym go czasowo wzroscie
poziomu biatka p21 ijest niezbedny do perma-
mentnego zatrzymania podziatéw (Stein i
wspoétaut. 1999). Natomiastw eksperymentach,
w ktérych prébowano odwrdcié fenotyp starych
komorek i przywréci¢ im mozliwosé podziatdw,
konieczne jest przywrocenie funkcji zaréwno
biatka Rb, jak i p53. Na przyktad podanie prze-
ciwciat skierowanych przeciwko domenie N-
koricowej p53 umozliwia reinicjacje syntezy
DNA w ludzkich fibroblastach (Gire iwWynford-
Thomas 1998).

W starych komérkach dochodzi réwniez do
zmian aktywnosci czynnikow transkrypcyjnych
takich jak na przyktad: AP-1, CRE, NF-B, czy
NF-AT. Szczegolnie interesujgcym czynnikiem
transkrypcyjnym indukowanym zaréwno w ko-
moérkach dzielagcych sie, jak i umierajgcych
przez apoptoze jest AP-1. AP-1 jest dimerem
sktadajacym sie z produktéw biatkowych pro-
toonkogendéw c-jun i c-fos. Prootonkogeny te
naleza do rodziny genéw tak zwanej szybkiej
odpowiedzi komdérkowej. Ich natychmiastowg
ekspresje obserwuje sie miedzy innymi w ko-
moérkach stymulowanych do proliferacji ré6zny-
mi czynnikami wzrostowymi, jak réwniez wiru-
sami onkogennymi. Rodzina biatek mogacych
wchodzi¢ w skiad czynnika transkrypcyjnego
AP-1 jest bardzo liczna, ale tylko biatka c-Jun
moga tworzy¢ homodimer budujacy czynnik
transkrypcyjny AP-1. Istnieje wiele danych wy-
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kazujacych albo obnizong aktywnosé AP-1 lub
jej catkowity brak, jak rowniez preferencyjne
tworzenie sie homodimeru Jun-Jun w komoér-
kach starzejacych sie in vitro, jak tez in vivo
(Campisi 1992, Choi i wspétaut. 1995, Dimri i
Campisi 1994). Badania innych czynnikow
transkrypcyjnych rowniez wskazujg na obnizo-
na aktywnos¢ ich wigzania w komoérkach po-
chodzacych ze starych organizmow, jak i strze-
jacych sie in vitro w hodowli.

Za zatrzymanie starych komoérek w fazie G 1
i wyczerpanie limitu podziatéw, odpowiadajg
nie tylko biatka regulujace przebieg cyklu ko-
moérkowego, ale réwniez skracanie telomerow.
Kazdemu podziatowi komorki towarzyszy utra-
ta niewielkiego fragmentu konca chromosomu
— telomeru. Zaobserwowano, ze dtugosc telo-
merow jest odwrotnie proporcjonalna do ilosci
przebytych podziatéw. Zwigzane jest to z bra-
kiem aktywnosci enzymu, telomerazy, odpowie-
dzialnego za replikacje telomerow z matrycowe-
go RNA. Enzym ten jest nieaktywny w wiekszo-
sci prawidtowych komérek somatycznych (ale
nie rozrodczych i nowotworowych). Wyjgtkowe
pod tym wzgledem okazaly sie limfocyty ludz-
kie, w ktorych telomeraza jest aktywna nawet
w komoérkach spoczynkowych, ajej aktywnos¢
gwattownie rosnie po stymulacji mitogenami.
Poniewaz jednak wzrost aktywnosci tego enzy-
mu w limfocytach jest przejsciowy, nie zapobie-
ga to skracaniu telomerdw i limfocyty podobnie
jak inne komérki somatyczne ulegajg w hodowli
starzeniu replikacyjnemu. Znane sg rézne hi-
potezy wyjasniajace jak skracanie telomeréw
moze wigczyé program starzenia i zatrzymac
podziaty komérkowe. Jedna z nich méwi miedzy
innymi o tym, ze skracanie telomeréw moze
zostac odczytane przez komoérke jako nienapra-
wialne uszkodzenie DNA indukcjgce ekspresje
gendéw p53 i p21. Wzrost poziomu obydwu tych
biatek réwniez odpowiada za nieodwracalne za-
trzymanie komérki w fazie G1 (Sugrue i wspot-
aut. 1997, Xu i wspoétaut. 1997). Wiecej infor-
macji na ten temat znajdzie czytelnik w artykule
autorstwa E. Jarugi w tym numerze KOSMO-
SuU.

Dotychczas najpowszechniej stosowany
model starzenia replikacyjnego stanowity ludz-
kie i mysie fibroblasty. Obecnie pojawily sie
réwniez prace, w ktérych bada sie starzenie in
vitro ludzkich limfocytéw interleukino-2-zalez-
nych. Komorki te, podobniejak fibroblasty, ule-
gaja okreslonej liczbie podziatéw, a nastepnie
wchodzg w bezpodziatowg faze starzenia. W
zaleznos$ci od sposobu prowadzenia hodowli li-
czba podziatéw waha sie srednio od 20 do 40,
ale tez obserwowano klony limfocytéw, ktore
ulegaly wiecej niz 60 podziatom. Pomimo tych
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znaczacych roznic, wszystkie klony limfocytéw
po pewnym czasie zaprzestawaly podziatéw, po-
mimo obecnosci w pozywce czynnika wzrosto-
wego, jakim dla limfocytéw jest interleukina-2,
czy tez dodatkowej restymulacji poprzez TCR
(ang. T-cell receptor). Stare limfocyty, podobnie
jak fibroblasty, zatrzymane sa w fazie G1 cyklu
komorkowego. Wykazujg obecnos$é, nieufo-
sforylowanego biatka Rb, wysoki poziom biatek
inhibitorow kinaz cyklinozaleznych, takich jak
pl5, pl6 i p21, aktywnos¢ kwasnej (3-galakto-
zydazy, a takze skrécone telomery (Erickson |
wspotaut. 1998). Badania prowadzone na lim-
focytach sg istotne nie tylko dlatego, ze stano-
wig inny model badawczy niz fibroblasty, ale
réwniez ze wzgledu na fizjologie tych komorek.
Limfocyty T, jedne z gtéwnych komorek uktadu
odpornosciowego odpowiadajgce na antygeny
bedace zagrozeniem dla catego organizmu, aby
moéc efektywnie je niszczy¢ musza zachowac
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swoj potencjat proliferacyjny i funkcje efektoro-
we przez cale zycie osobnicze. Ponadto wszy-
stkie zmiany, jakie zachodzg w komoérkachwraz
z ich starzeniem replikacyjnym maja niezwykle
istotne znaczenie dla terapii antynowotworowej
(Brenner i wspétaut. 1998). U ludzi w pode-
sztym wieku funkcje ukitadu odpornosciowego
sa zmienione. Dotyczy to zaréwno zmian w
obrebie poszczegblnych populacji limfocytow,
jak na przyktad wzrost liczby komérek pamieci
i zmniejszenie sie puli komorek naiwnych, jak
tez defektéw w przesylaniu sygnatu do wnetrza
komoérki. Generalnie, obserwuje sie obnizenie
zdolnosci proliferacyjnej limfocytéw mierzonej
w testach in vitro, jak i in vivo. Spada takze
produkcja kluczowej dla tych komoérek cytoki-
ny, interleukiny-2. Wszystkie te zmiany zwigza-
ne ze starzeniem, zar6wno na poziomie organi-
zmu, jak i komorkowym, prowadza do uposle-
dzenia funkcji uktadu odpornosciowego.

REGULATION OF THE CELL CYCLE, AGEING AND CELL DEATH

Summary

The number of cells in a multicellular organism is
regulated by two processes — proliferation and cell death.
Any dysregulation of this balance leads to pathological
changes such as cancer or tissue atrophy. Control of cell
cycle progression is based on cycline dependent kinases
(CDKs) which are positively regulated by cyclines and ne-
gatively by protein inhibitors belonging to INK4 and Cip/Kip

families. Moreover, tumor supressor proteins pRb and p53
are also involved in this control system. Senescent cells are
blocked in the G1 phase of the cell cycle and are not able
to enter the S phase, therefore it is not suprising that the
proteins invovled in control of the cell cycle undergo func-
tional changes. The role of cell cycle regulation in senes-
cence and cell death is discussed.
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