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„Są rzeczy, które się dostrzega tylko dlatego, 
że do niczego nie pasują ” 

Canetti

UDZIAŁ TELOMERÓW W REGULACJI PODZIAŁÓW KOMÓRKOWYCH I STARZENIU

Naukowcy tworzą teorię stawiając i weryfi
kując doświadczalnie kolejne hipotezy. Z niepo
kojem spodziewają się odkrycia czegoś, co zu
pełnie do tej teorii nie pasuje. Bywa, że wierni 
do końca posuwają się wręcz do paradoksal
nych wyjaśnień istnienia wyjątków. Czasem 
jednak, te zaskakujące odkrycia stymulują tak 
bardzo, że odważają się wyznaczać nowe kie
runki badań.

Tak było w 1961 roku, kiedy H ayflick  i 
M oorhead  obalili mit o nieśmiertelności pra
widłowych komórek hodowanych in vitro. Wy
kazali, że komórki w hodowli starzeją się, czego 
odzwierciedleniem jest zanik ich zdolności re- 
plikacyjnych. Co ciekawsze, długość życia ko
mórki w hodowli nie zależy od rzeczywistego 
czasu prowadzenia hodowli, lecz najwyraźniej 
jest odmierzana liczbą podziałów komórkowych 
(H ayflick  i M oorhead  1961, H ayflick  1965)! 
Jakiż więc mechanizm odpowiada za liczenie 
podziałów w komórce?

W 1973 roku, O lovn ikov zwrócił uwagę na 
problem replikacji końca w liniowym DNA. Za
uważył, że każda potomna cząsteczka DNA ma 
niekompletny koniec 5’. Wynika to z właściwo
ści polimerazy DNA, która syntetyzując wyłącz
nie w kierunku 5-3’ nie może wypełniać luki po 
usuniętym starterze RNA (Ryc. 1). Prowadzi to 
do obserwowanego w komórkach somatycz
nych zjawiska skracania terminalnych frag
mentów chromosomów (tzw. telomerów) i to w 
tempie 50-150 par zasad na rundę replikacyjną 
(G re id er i H a rley  1996)!

Jednakże, założenie przekazywania zygocie 
pełnej informacji genetycznej w komórkach roz
rodczych wykluczało możliwość skracania tam 
telomerów. Zasugerowano więc istnienie me

chanizmu przeciwdziałającego systematycznej 
utracie DNA. Spodziewano się go znaleźć nie 
tylko w komórkach rozrodczych, ale także w

Ryc. 1. Zjawisko niepełnej replikacji liniowego DNA.

A. Synteza potomnego DNA (szary) w kierunku 5’-3’ zacho
dzi równocześnie na obu niciach macierzystego DNA (czar
ny). Widełki replikacyjne rozchodzą się w przeciwnych 
kierunkach od miejsca rozpoczęcia replikacji, co oznacza, 
że każda nić potomna jest syntetyzowana po części w sposób 
ciągły i po części za pomocą fragmentów Okazaki. B. Roz
poczynanie syntezy DNA od krótkich fragmentów RNA (star
ter) i jej przebieg wyłącznie w kierunku 5 -3 ’ uniemożliwia 
wypełnienie luki po usunięciu końcowych starterów z nici 
potomnych.
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tych, gdzie nie obserwuje się skracania telome- 
rów na przykład w drożdżach czy orzęskach. W 
1985 roku G r e id e r  i B l a c k b u r n  zidentyfikowa
ły u jednego z gatunków orzęska, Tetrahymena 
thermophila, terminalną transferazę telomero- 
wą, w skrócie — telomerazę. Enzym o aktywno
ści odwrotnej transkiyptazy specyficznie wy
dłuża wystający koniec 3’ DNA na podstawie 
wewnętrznej matrycy RNA (Ryc. 2). Aktywność 
telomerazową stwierdzono także w komórkach 
nowotworowych wiążąc z tym ich cechę nie
śmiertelności, czyli zdolności do nieograniczo
nych podziałów w  hodowli (S h a y  1997).

podziałów (limit Hayflicka) powoduje zatrzyma
nie proliferacji. Oczywiście możliwe jest prze
kroczenie limitu podziałów na drodze mutacji 
czy ekspresji genów białek onkogennych lub 
genów supresorów nowotworu. Jednak bez wy
łączenia licznika podziałów przez aktywację te
lomerazy, prowadziłoby to do dalszego skraca
nia telomerów, a w następstwie do kolejnej 
blokady podziałów i śmierci. Immortalizacja 
(unieśmiertelnienie) komórek wymaga więc sta
łego sygnału do proliferacji, zatrzymania sygna
łu do kontrolowanej śmierci komórki (apoptozy) 
oraz aktywacji telomerazy.

Ryc. 2. Mechanizm przeciwdziała
nia skracaniu telomerów.

W 1992 roku H a r l e y  i współautorzy sformu
łowali telomerową hipotezę starzenia komórek 
somatycznych. Założyli oni, że aktywna w ko
mórkach płciowych telomeraza utrzymuje stałą 
długość telomerów i zapewnia przekazanie zy
gocie pełnej informacji genetycznej. Represja 
aktywności telomerazy w komórkach somatycz
nych przyczynia się do skracania telomerów z 
każdą rundą replikacyjną. Uzyskanie krytycz
nej długości telomerów po określonej liczbie

A. Przed replikacją, do końca 3’ macie
rzystego DNA dołącza telomeraza — en
zym o aktywności odwrotnej 
transkryptazy z wbudowaną matrycą 
RNA. B. Na podstawie wewnętrznej ma
trycy RNA, telomeraza syntetyzuje frag
ment DNA (szara, przerywana linia). C. 
Luka po usuniętym starterze znajduje 
się na wysokości fragmentu DNA syn
tetyzowanego przez telomerazę, nie zaś 
macierzystego DNA.

Nadal bez odpowiedzi pozostają pytania do
tyczące mechanizmów kontroli długości telome
rów, ich udziału w regulacji cyklu komórkowego 
podczas starzenia in vitro i immortalizacji. Arty
kuł ten ma na celu przybliżenie molekularnych 
podstaw telomerowej teorii starzenia ze szcze
gólnym uwzględnieniem możliwości przekazy
wania sygnałów od skracanych telomerów do 
białek regulujących cykl komórkowy.

CYKL CYKLOWI NIERÓWNY?

W świetle telomerowej teorii starzenia wyda
je się, że metabolizm telomerów wyznacza etapy 
życia komórki przez określenie tempa prolifera

cji, limitu podziałów czy możliwości immortali
zacji. W jaki sposób systematyczne skracanie 
telomerów mogłoby wpływać na regulację cyklu
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komórkowego? Możliwe są następujące odpo
wiedzi:

zatrzymanie podziałów stanowi blokadę cy
klu w określonym punkcie kontrolnym (re
strykcyjnym) w odpowiedzi na skrócenie te
lomerów poniżej pewnej krytycznej długości 
(starzenie komórkowe in vitro jako proces 
nieliniowy),
zatrzymanie podziałów jest końcowym eta
pem ciągłego procesu w czasie hodowli, kie
dy molekularne mechanizmy zaangażowane 
w regulację cyklu komórkowego ulegają 
zmianie z cyklu na cykl wraz ze skracający
mi się telomerami (starzenie komórkowe in 
vitro jako proces liniowy).
Podstawą w rozwiązaniu tego problemu jest 

ustalenie modelu cyklu komórkowego. Po
wszechnie akceptowany model Pardee zakłada, 
że komórki zwykle są w fazie spoczynkowej Go, 
a proliferacja jest zjawiskiem przejściowym, in
dukowanym mitogenem i zachodzącym po 
przejściu punktów restrykcyjnych cyklu. Sta
rzenie komórkowe w świetle tego modelu, pole
ga na zatrzymaniu cyklu w punkcie restrykcyj
nym Gi/S mimo obecności w pożywce mitoge-

nów. Konkurencyjny model cyklu przedstawił 
Baisch. Uważa on, że proliferacja jest ciągłym 
procesem modyfikowanym w czasie w ten spo
sób, że poszczególne fazy cyklu to znaczy Gi, S, 
G2 ulegają wydłużaniu, a komórki starzejąc się 
„przechodzą” z wydłużonej fazy Gi do fazy spo
czynkowej Go (Shackney i Shankey 1999).

Dzięki analizie cytometrycznej tempa proli
feracji wykazano, że komórka starzejąc się in 
vitro rzeczywiście zmniejsza szybkość syntezy 
DNA. Obserwowano, bowiem heterogenną, pod 
względem długości poszczególnych faz cyklu, 
pulę komórek w hodowli. Odpowiadałoby to 
modelowi cyklu komórkowego Baisch’a, w któ
rym utrata zdolności do proliferacji jest końco
wym etapem wydłużania faz cyklu, nie zaś rap
townym zatrzymaniem podziałów (Baisch i O t
t o  1993). W związku z tym rodzą się pytania:
-  Co powoduje wydłużanie poszczególnych faz 

cyklu wraz z kolejnymi podziałami?
-  Czy te same mechanizmy odpowiadają za 

wydłużanie faz i zatrzymanie proliferacji?
- Czy są to mechanizmy odwracalne i w związ

ku z tym prowadzą do immortalizacji komó
rek?

REGULACJA TEMPA PROLIFERACJI

Na „decyzję” komórki o proliferacji ma 
wpływ szereg czynników, które można uporząd
kować w podstawowe trzy szlaki: (1) szlak prze
kazywania sygnału do proliferacji, (2) szlak 
przekazywania sygnału wyłączającego prolife
rację, (3) szlak do apoptozy.

Centralnym punktem podejmowania decy
zji jest białko Rb będące produktem genu su- 
presoru nowotworu (recesywna mutacja Rb od
powiada za powstawanie nowotworu siatkówki 
oka — retinoblastomy). Z jednej strony, Rb leży 
na drodze przekazywania sygnału do prolifera
cji przez oddziaływanie z niezbędnym dla syn

tezy DNA czynnikiem transkrypcyjnym E2F, a 
z drugiej strony niesie informację o wyłączeniu 
sygnału do proliferacji za pośrednictwem białka 
p l6 INK4a (kompetycyjnego inhibitora kinaz 
CDK4 i CDK6 zależnych od cyklin D). Ten układ 
(Ryc. 3), jeśli działa poprawnie, gwarantuje 
przekazanie sygnału od mitogenu przez białka 
Ras/Raf, kompleks cykliny D z kinazami CDK4 
lub CDK6 (CDK4/6) i prowadzi do zależnej od 
mitogenu fosforylacji białka Rb. Ufosforylowane 
białko Rb przestaje już być aktywnym inhibito
rem czynnika transkrypcyjnego E2F. Uwolnio
ny czynnik E2F uruchamia transkrypcję genów

Ryc. 3. Schemat regulacji proliferacji.

Sygnał od mitogenu przekazywany jest na 
drodze Ras/Raf i kinaz zależnych od cykliny 
D do czynnika transkrypcyjnego E2F. Z 
chwilą aktywacji transkrypcji genu dla cykli
ny E, sygnał do proliferacji uniezależnia się 
od mitogenu. Jednocześnie, w obecności ufo- 
sforylowanego białka Rb wzrasta poziom 
transkryptów dla białka pl6, które jest inhi
bitorem cyklino-zależnych kinaz CDK4/6. 
Dodatkowo, w sytuacji uszkodzenia DNA, 
sygnał do proliferacji może być zatrzymany 
przez białko p21 zależne od p53.
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niezbędnych dla syntezy DNA. E2F powoduje 
także wzrost poziomu cykliny E, która w kom
pleksie z kinazą CDK2 wspomaga kompleksy 
cykliny D z CDK4/6 w fosforylacji (inaktywacji) 
Rb. Tym razem jednak, fosforylacja Rb jest 
niezależna od mitogenu, a sygnał do proliferacji 
zostaje spotęgowany. Z drugiej strony, w obe
cności ufosforylowanej formy Rb obserwuje się 
wzrost poziomu białka pl6 K4a, będącego in
hibitorem kinaz CDK4/6. Następuje sprzężenie 
zwrotne - hamowanie fosforylacji białka Rb, co 
przerywa sygnał do proliferacji. Jednocześnie, 
zachodzi defosforylacja białka Rb przywracają
ca stan wyjściowy komórce i umożliwiająca po
nowne odebranie sygnału do proliferacji w obe
cności mitogenu.

W regulacji cyklu komórkowego, prócz węz
ła Rb, istotną rolę odgrywa także system p53. 
Stanowi on strażnicę genomu, gdyż w obecności 
uszkodzonego DNA zatrzymuje proliferację, 
uruchamia mechanizmy naprawcze, a w przy
padku niemożliwości naprawy — przekazuje 
sygnał włączający apoptozę. Białka zaangażo
wane w te procesy są koordynowane właśnie 
przez czynnik transkrypcyjny p53. Jego poziom 
w normalnych warunkach jest bardzo niski. 
Pod wpływem uszkodzenia DNA, wzrasta ilość 
białka p53 oraz jego zdolność wiązania DNA i 
aktywacji transkrypcji genów. Białko p53 zwię
ksza ekspresję między innymi białka p21Cipl 
będącego produktem genu WAF1 /Cipi. Białko 
p21Cip jest inhibitorem cyklino-zależnych ki
naz między innymi CDK4/6 i należy do grupy 
negatywnych regulatorów proliferacji,podobnie 
jak wcześniej opisywane białko pl6 (do
kładny opis regulacji cyklu komórkowego pod
czas starzenia znaleźć można w artykule Ewy 
Radziszewskiej w  tym numerze KOSMOSU).

Warto zauważyć, że ten sam efekt zatrzyma
nia podziałów może nastąpić zarówno w wyniku 
braku czynników wzrostowych, uszkodzenia, 
jak i starzenia komórki. Jednak mechanizmy 
wywołujące ten efekt wydają się być różne. Ob
serwuje się bowiem podstawowe różnice w od- 
wracalności blokad proliferacyjnych i możliwo
ści wywołania programu apoptozy (o apoptozie: 
patrz Cummings i współaut. 1997).

1. Molekularnym podłożem zatrzymania po
działów komórek głodzonych jest aktywne (nie- 
ufosforylowane) białko Rb. Dostarczenie czyn
ników wzrostowych prowadzące do inaktywacji

(fosforylacji) Rb zwalnia blokadę. Generalnie, 
włączenie sygnału do proliferacji przez mitogen, 
a więc aktywacja drogi Ras/Raf, chroni komór
kę przed apoptozą. Aktywowane są bowiem 
antyapoptotyczne białka z rodziny Bcl-2 (Kele- 
kar i Thompson 1998). Brak czynników wzro
stowych często prowadzi natomiast do progra
mowanej śmierci komórki (S ikora 1994, Pandey 
i W ang 1995, Evan i współaut. 1995).

2. Zatrzymanie proliferacji komórek w wyni
ku uszkodzenia DNA odbywa się przez wzrost 
poziomu i aktywności czynnika transkrypcyj- 
nego p53 oraz indukowany przezeń wzrost po
ziomu białka p21Cipl. Jednocześnie, przekazy
wany jest sygnał do apoptozy między innymi 
przez inaktywację antyapoptotycznych białek z 
rodziny Bcl-2 (H arris 1996, Kouzarides 1995).

3. W starych komórkach obserwuje się pod
wyższony poziom i aktywność białka p53 oraz

J • • u■ i i o i Cip 1 • L 1cINK4apodwyższony poziom białek p21  ̂ i p 16
(Bond i współaut. 1996, Sekiguchi i H unter 
1998, R ob les  i Adami 1998). Co ciekawe, zwię
kszanie poziomu tych białek nie zachodzi rów
nocześnie! Komórki w stadium tuż przed zatrzy
maniem podziałów (ang. pre-senescence) wyka
zują wysoki poziom białka p53 o wysokiej zdol
ności wiązania DNA i transaktywacji genu 
WAF/Cipl. Aktywność ta zaczyna spadać po 
wejściu komórek w etap blokady proliferacji 
(ang. senescence). W tym czasie obserwuje się 
także przejściowy wzrost poziomu białka 
p21Cipl. Dopiero gdy ten ostatni zaczyna spa
dać, jako trzeci w kolejności wzrasta poziom 
białka pl6INK4a. W przeciwieństwie do p53 i 
p21Cipl, białko pl6* 4a utrzymuje wysoki po
ziom podczas trwania nieproliferacyjnej fazy 
hodowli komórek (R ob les i Adami 1998). Cieka
we, że komórki stare, w porównaniu z młodymi, 
mniej chętnie włączają program apoptozy (Siko
ra  1993, 1994).

W świetle tych wyników, starzenie replika- 
cyjne prawidłowych komórek w hodowli jest 
nieodwracalnym zatrzymaniem podziałów, cze
mu towarzyszy między innymi wzrost poziomu 
białek p53, p21Cipl i p l6 IN 4a. To rodzi kolejne 
pytania:
-  Co powoduje wzrost poziomu białek p53,

p21 pl i p l6INK4a w późnej fazie replikacyj-
nego życia komórek?
_ , . c o m  Cip 1 . c INK4a-  Czy wzrost poziomu p53, p21 H ip l6
ma związek ze skracaniem telomerów?

PIERWOTNA PRZYCZYNA MOLEKULARNYCH OBJAWÓW STARZENIA — USZKODZENIE DNA CZY
ZMIANA STRUKTURY CHROMATYNY?

Niewątpliwie niedoskonałość procesu repli
kacji DNA sugestywnie wskazuje na skracanie

telomerów, jako pierwotną przyczynę procesu 
starzenia komórek. Wiemy, że telomery pełnią
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istotne funkcje w życiu komórki takie jak ochro
na przed fuzją i degradacją chromosomów, za
kotwiczenie ich w otoczce jądrowej, udział w 
segregacji chromosomów podczas mitozy i re
gulacja aktywności genów (M cC l in t o c k  1940, 
B l a c k b u r n  1991, K u r e n o w a  i M a s o n  1997). O 
ile pierwsze trzy zadania sugerują jedynie me
chaniczne znaczenie zakończeń chromosomów, 
o tyle ostatnie podnosi sprawę ich aktywnego 
wpływu na geny. W jaki sposób komórka odbie
ra informację o długości telomerów? Czy me
chanizm „wyczuwający” zmiany długości może 
także przekazać sygnał do wzrostu aktywności 
białka p53? Czy na „poinformowaniu” jedynie 
się kończy, czy też ten sam mechanizm potrafi 
przeciwdziałać skracaniu telomerów (np. przez 
aktywację telomerazy)? Odpowiedź na te pyta
nia określiłaby udział telomerów w zjawiskach 
zarówno prawidłowego zatrzymania proliferacji 
po czasie wyliczonym podziałami jak i w niepra
widłowym przekroczeniu limitu Hayflicka i 
unieśmiertelnianiu komórek.

Dane literaturowe wskazują na dwa sposo
by zatrzymywania proliferacji przez skracające 
się telomery: (1) na drodze przekazywania syg
nału o uszkodzeniu DNA oraz (2) poprzez zmia

nę stanu funkcjonalnego chromatyny z trans- 
kiypcyjnie nieaktywnego w aktywny (W r ig h t  i 
S h a y  1995). Nie jest wykluczone, że oba te 
mechanizmy w rzeczywistości współdziałają ze 
sobą (Ryc. 4).

W pierwszym przypadku, mechanizm „wy
czuwający” zmianę długości telomerów genero
wałby sygnał o uszkodzeniu DNA, który prowa
dziłby do aktywacji czynnika transkrypcyjnego 
p53. Ekspresja zależnego od p53 białka p2 l Cipl 
uniemożliwiłaby przeprowadzenie fosforylacji 
białka Rb, a tym samym zablokowałaby syntezę 
DNA (Ryc. 3). Cykl komórkowy zatrzymałby się 
w fazie Gi. Tymczasem, p53 powodowałoby tak
że wzrost ekspresji białek uczestniczących w 
procesach naprawczych DNA (np. GADD45, 
ang. growth arrest and DNA damage inducible) 
(M a r x  1994, H a r r is  1996). O ile wydarzenia 
zależne od p53 są dość znane, nadal otwartym 
pozostaje pytanie, co znajduje się pomiędzy 
uszkodzeniem DNA (tu: skróconym telomerem) 
a białkiem p53? Poszukiwane białko powinno 
mieć domenę rozpoznającą uszkodzony frag
ment DNA oraz domenę wiążącą DNA. Powinno 
także wykazywać aktywność katalityczną umo
żliwiającą post-translacyjną modyfikację na

Rys. 4. Molekularne podstawy telomero- 
wej hipotezy starzenia komórek.

Skracanie telomerów w wyniku niepełnej re
plikacji liniowego DNA może być odbierane 
jako sygnał o uszkodzeniu DNA lub jako syg
nał o zmianie struktury chromatyny. Elemen
ty obu tych szlaków oddziaływują na siebie, 
przy czym białkiem „na rozdrożu” jest Ku.
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przykład fosforylację, rozpoczynającą kaskadę 
sygnałów do efektora (np. p53, Rb).

Sądzi się, że w rozpoznawaniu uszkodzeń 
DNA i przekazywaniu sygnału do p53 biorą 
udział co najmniej dwa białka: ATM (ang. AT 
mutated, produkt genu ATM, którego mutacja 
prowadzi do zespołu ataxia telangiectasia) oraz 
PARP (ang. poły ADP-ribose polymerase, enzym 
przenoszący grupę ADP-iybozy z NAD+ na sub- 
strat). Oba występują w jądrach komórkowych 
u większości Eukaiyota, z wyjątkiem drożdży, 
które nie posiadają PARP.

Produkt genu ATM wykazuje aktywność ki
nazy białkowej zależnej od DNA. W komórkach 
ssaczych, stanowi katalityczną podjednostkę 
dużego kompleksu enzymatycznego, w skład 
którego wchodzi białko Ku, rozpoznające w DNA 
miejsca podwójnych pęknięć. Za sprawą białka 
Ku, kompleks wiąże się z tępymi lub wystający
mi końcami DNA oraz ze strukturami szpilki do 
włosów. Uczestniczy w procesach naprawy i 
rekombinacji DNA chroniąc je przed nukleolity- 
czną degradacją (Jackson i J e g g o  1995, S h ore  
1998, B ertu ch  i Lundblad 1997). ATM, będąc 
kinazą białkową, może fosforylować substrat 
związany z DNA na przykład czynnik transkiy- 
pcyjny czy polimerazę. Niestety, brak bezpo
średnich dowodów na to, że p53 jest dlań sub- 
stratem.

O regulacyjnej funkcji ATM względem p53 
wnosi się zatem na podstawie doświadczeń 
przeprowadzonych na fibroblastach ze zmuto
wanym genem ATM (w skrócie: fibroblasty AT). 
Fibroblasty AT wykazują upośledzenie mecha
nizmów naprawczych, niestabilność genomu, 
nadwrażliwość na promieniowanie jonizujące, 
przyśpieszony proces starzenia komórkowego i 
równie przyśpieszone tempo skracania telome
rów! Nie wykazano w nich typowej odpowiedzi 
na podwójne pęknięcia DNA— zamiast szybkie
go wzrostu poziomu i aktywności białka p53, 
obserwowano opóźnioną i zredukowaną re
akcję. Wyniki te sugerują, że uszkodzenie genu 
ATM wpływa na upośledzenie punktu kontrol
nego cyklu, w którym p53 odgrywa kluczową 
rolę (Enoch i N orbu ry  1995).

Z drugiej strony, starzejące się fibroblasty 
AT wykazują podwyższoną aktywność trans- 
krypcyjną p53, mimo niskiego poziomu tego 
białka. Powodem wzrostu aktywności bez aku
mulacji p53 może być jego post-translacyjna 
modyfikacja. Zwiększony okres półtrwania wy
kazuj e także białko p21 ip 1. Oba te fakty wska
zują na nieprawidłową regulację białek p53 i 
p21Cipl przyśpieszającą starzenie komórek ze 
zmutowanym genem ATM. O zależności białek 
p53 i p21 ipl od ATM podczas starzenia in vitro 
świadczy także to, że fibroblasty AT pozbawione

ekspresji białek p53 lub p21Cipl nie wykazują 
cech przyśpieszonego starzenia i proliferują w 
tym samym tempie, co normalne fibroblasty 
(Vaziri i współaut. 1997, Xu i współaut. 1998).

Drugim z proponowanych białek uczestni
czących w przekazywaniu informacji o uszko
dzeniu DNA jest PARP. Występuje ono w ją
drach większości komórek eukaryotycznych z 
wyjątkiem drożdży. PARP wiąże się z uszkodzo
nym DNA i przeprowadza syntezę polimerów 
ADP-rybozy. Tworzą one ujemnie naładowane 
łańcuchy, które rozpychają nici DNA i eksponu
ją miejsca przeznaczone do naprawy (Lindahl i 
współaut. 1995). Rola PARP nie ogranicza się 
tylko do zmian struktury chromatyny. Pokaza
no, że zarówno in vitro jak i in vivo możliwe jest 
tworzenie kompleksów p53 z PARP. Zasugero
wano, że poli ADP-rybozylacja zwiększa aktyw
ność p53 w odpowiedzi na uszkodzenia DNA i 
przyczynia się do zahamowania proliferacji. Po
twierdzeniem tej hipotezy był fakt, że inhibitory 
PARP znosiły zależną od p53 ekspresję białka 
p21Cipl, czemu towarzyszyło zwiększenie liczby 
podziałów komórki (Vaziri i współaut. 1997).

Drugim wspomnianym sposobem zatrzymy
wania proliferacji przez skracający się telomer 
jest, jak się sugeruje, aktywacja genów leżących 
w subtelomerowym obszarze chromosomu 
(Ryc. 4). Obszar ten stanowi część wysoce skon
densowanej, a więc transkiypcyjnie nieaktyw
nej struktury zwanej heterochromatyną, która 
ulega replikacji pod koniec fazy S (upakowanie 
DNA w komórce: K łysze jko -S ta fan ow icz  
1995a). Wywołane skracaniem telomeru 
rozluźnienie chromatyny prowadziłoby do akty
wacji wyciszonych genów kodujących na przy
kład kinazy czy fosfatazy białek regulatorowych 
cyklu komórkowego.

Poparcie tej hipotezy znaleziono obserwując 
drożdże Saccharomyces cerevisiae. Okołote- 
lomerowy obszar ich genomu utrzymywany jest 
w stanie transkrypcyjnie nieaktywnym dzięki 
współdziałaniu histonów i białek Sir (ang. silent 
information regulatory proteins), które wiążą 
dwuniciowy obszar telomerowego DNA (Kure- 
NOWAiMASON 1997). Histony H4, H3, PI2A i H2B 
tworzą oktamer, przypominający dodatnio na
ładowaną szpulkę, na którą nawinięta jest 
ujemnie naładowana nić DNA. Za upakowanie 
chromatyny w struktury wyższego rzędu odpo
wiada kompleks białek Sir. Zaobserwowano, że 
represja aktywności genów nie zależy od rodza
ju, ale od położenia tych genów (ang telomere 
position effect). Gen wprowadzony w subtelo- 
merowy obszar DNA ulega wyciszaniu, a najcie
kawsze jest to, że zasięg wyciszania (obszar 
heterochromatynowy) zależy od długości telo
meru (G o ttsch lin g  i współaut. 1990)!
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Warto zwrócić uwagę na fakt, że białka Sir 
nie posiadają domeny wiążącej DNA (Grunstein 
1997). Wymagają więc platformy, na której mo
głyby spełniać swoje funkcje. Histony wiążąc 
DNA i tworząc kompleksy z białkami Sir stano
wią miejsce regulacji struktury chromatyny. Na 
przykład acetylacja histonu H4, neutralizuje 
pozytywny ładunek białka, przyczyniając się do 
odłączenia par H2A z H2B z oktameru i osłabie
nia wiązania histon-DNA, co w rezultacie 
rozluźnia chromatynę odsłaniając miejsca 
regulatorowe dla czynników transkrypcyjnych 
(Grunstein 1992). Ale histony nie są jedynymi 
białkami, z którymi białka Sir tworzą komple
ksy. Rolę platformy mogą bowiem spełniać czą
steczki białka Raplp (ang. repressor-activator 
protein 1) uznane za podstawowy element me
chanizmu określającego długość telomerów 
(Marcand i współaut. 1997). Oznacza to, że 
istnieje związek między „wyczuwaniem” długo
ści telomeru a kontrolą aktywności genów po
łożonych w subtelomerowym obszarze. Uważa 
się, że właśnie białko Raplp warunkuje istnie
nie heterochromatyny na terenie telomeru, 
gdyż na platformie Raplp budowany jest wielo- 
białkowy kompleks białek Sir (Sir2, Sir 3, Sir4) 
stabilizowany histonami (H4, H3) (Grunstein 
1997). Wraz ze skracaniem telomerów, obser
wuje się zmniejszanie liczby związanych z DNA 
cząsteczek białka Raplp, co ogranicza możli
wość wiązania cząsteczek białka Sir, a tym sa
mym wpływa na rozluźnianie struktury chro
matyny.

Chyba najbardziej zaskakującym odkry
ciem z dziedziny metabolizmu telomerów było 
pokazanie możliwości powstawania kompleksu 
między białkami Sir i Ku (Tsukamoto i współ
aut. 1997)! Znaleziono więc wspólne elementy 
szlaku wiodącego do zmian struktury chroma
tyny i szlaku naprawy podwójnych pęknięć 
DNA (Jackson 1997). Pokazano, że nie ma peł
nego efektu wyciszania genów przez białka Sir 
bez funkcjonalnego Ku i nie ma optymalnych 
warunków do naprawy podwójnych pęknięć 
DNA przez białko Ku, gdy nie towarzyszą mu 
białka Sir (Tsukamoto i współaut. 1997, B ou l
ton  i Jackson 1998). Zasugerowano, że białko 
Ku rekrutuje białka Sir do telomerowęgo DNA i 
w ten sposób wywołuje lokalną zmianę struktu
ry chromatyny. Wydaje się, że pełny efekt wyci

szania genów przez białka Sir możliwy jest do
piero po upakowaniu końca telomeru w hetero- 
chromatynową strukturę za sprawą kompleksu 
białek Sir i Ku. Z drugiej strony, zlokalizowane 
unieruchomienie DNA w miejscu rozpoznanego 
uszkodzenia ułatwia naprawę, gdyż eksponuje 
pęknięcia na działanie enzymów naprawczych, 
a przy tym hamuje niesprzyjające naprawie 
procesy jak na przykład transkrypcja (Jackson
1997).

U drożdży Saccharomyces cerevisiae, białka 
Raplp, Sir i Ku wydają się być pierwszymi 
efektorami zmian długości telomerów w związ
ku z niepełną replikacją DNA. Na tym poziomie 
rozchodzą się drogi sygnału do naprawy DNA 
lub aktywacji wyciszonych genów. Czy te same 
mechanizmy zaangażowane są w regulację 
aktywności telomerazy? Dzięki zachowaniu 
równowagi między skracaniem telomerów w wy
niku niepełnej replikacji a syntezą nowych od
cinków po aktywacji telomerazy, długość telo
merów drożdży utrzymywana jest na stałym 
poziomie (czego nie można powiedzieć o komór
kach ssaczych!). Informacja o długości telome
rów zawarta jest w liczbie cząsteczek białka 
Raplp związanych z DNA. Te z nich, które nie 
są zaangażowane w tworzenie heterochromaty
ny z białkami Sir, tworzą kompleksy z białkami 
Riflp i Rif2p (ang. Raplp interacting factor 
proteins) pełniąc funkcję inhibitora telomerazy. 
Zmniejszenie liczby cząsteczek Raplp na telo- 
merowym DNA znosi blokadę enzymu. Telome
raza dosyntetyzowuje powtórzenia TG 1-3 ser
wując miejsca dla wiązania brakujących 
Raplp. Pod tym względem, komórka drożdżowa 
jest nieśmiertelna... Ciekawe, czy analogiczny 
proces aktywacji telomerazy można zaobserwo
wać w przypadku unieśmiertelniania komórek 
ssaczych?

W komórkach ssaczych funkcję białka Rap 1 
pełni białko TRF1. Wspomniane wcześniej biał
ko Ku nie działa niezależnie, ale jest podjedno- 
stką dużego kompleksu kinazy białkowej zależ
nej od DNA, będącej produktem genu z rodziny 
ATM. Nie stwierdzono natomiast w komórkach 
ssaczych obecności białek odpowiadających 
kompleksom Sir, choć znaleziono pewną homo- 
logię między białkiem Sir 4 a laminem blaszki 
jądrowej.

MOLEKULARNE PODSTAWY TELOMEROWEJ HIPOTEZY STARZENIA LUDZKICH KOMÓREK —
PODSUMOWANIE

W świetle przedstawionych prac, metabo
lizm telomerów wpływa na regulację proliferacji. 
Dynamiczna równowaga między efektem nie

pełnej replikacji a aktywacją telomerazy określa 
w życiu komórki różne fazy: (1) fazę podziałów 
komórkowych kontrolowanych sprawnymi sy
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stemami Rb/pl6INK4a i p53/p21Cipl (2) fazę 
starzenia replikacyjnego z nadmiernymi aktyw- 
nościami p53, p21Clp , p l6 INK4a oraz (3) fazę 
immortalizacji z zablokowaną drogą Rb/ 
p 16INK4a i aktywną telomerazą.

Długie telomery młodych, prawidłowych ko
mórek somatycznych są miejscem wiązania du
żej liczby cząsteczek TRF1 hamujących aktyw
ność telomerazy (S teen se l i Lange 1997). Ne
gatywnym regulatorem telomerazy jest także 
funkcjonalne białko Rb (Xu i współaut. 1997). 
Rzeczywiście, w prawidłowych komórkach so
matycznych aktywność telomerazy ulega repre
sji lub jest utrzymywana na niskim poziomie 
(Buchkovich i G re id e r  1996, Pan i współaut.
1997), przez co dynamiczna równowaga pomię
dzy niepełną replikacją a syntezą DNA przesu
wa się w stronę skracania telomerów.

Do wystających końców 3’ DNA dołączają 
cząsteczki białka Ku z resztą kompleksu kinazy 
białkowej. Sugeruje się, że białko Ku lokalnie 
wycisza transkrypcję (inaktywacja polimerazy 
RNA II) i uczestniczy w tworzeniu obszarów 
heterochromatynowych unieruchamiających 
uszkodzone fragmenty DNA. Niewykluczone, że 
rolę drożdżowych białek Sir w komórkach ludz
kich odgrywają białka blaszki jądrowej, które 
zakotwiczają domeny chromatynowe i są nie
zbędne do inicjacji replikacji DNA (o laminach 
patrz: K łysze jko -S ta fan ow icz  1995b).

Proliferacja trwa. Swoisty mecz na granicy 
Gi/S rozgrywają acetylazy i deacetylazy histo- 
nowe, których zadaniem jest kontrola upako
wania chromatyny. Aktywne, nieufosforylowa- 
ne białko Rb utrzymuje przy chromatynie de- 
acetylazę histonową, która uszczelnia struktu
rę chromatyny czyniąc ją transkrypcyjnie nie
aktywną (Luo i współaut. 1998). Pod wpływem 
kinaz, Rb ulega inaktywacji i zwalnia deacety- 
lazę. Teraz możliwe jest przeprowadzenie acety- 
lacji histonów przez białka z rodziny p300/CBP 
(Shikama i współaut. 1997, G iles  i współaut.
1998). Niewykluczone, że kinazą aktywującą 
białka p300/CBPjest właśnie ATM. Chromaty- 
na staje się transkrypcyjnie aktywna (Ait-Si-Ali 
i współaut. 1998).

Ale z cyklu na cykl telomery skracają się. 
Towarzyszy temu zmniejszanie liczby związa
nych z DNA cząsteczek białka TRF1. Zmniejsza 
się także zapotrzebowanie na enzymy acetylu- 
jące histony (p300/CBP). Warto w tym miejscu 
zauważyć, że od stężenia dostępnych aktyw
nych cząsteczek p300/CBP zależy efekt akty
wacji p53, a tym samym szybkość proliferacji 
(A it-Si-Ali i współaut. 1998, Avantaggiati i 
współaut. 1997, L i l l  i współaut. 1997). Rzeczy

wiście, obserwuje się zależny od ATM wzrost 
aktywności białka p53, co może odpowiadać za 
wydłużanie fazy syntezy DNA z każdą rundą 
replikacyjną. Dodatkowo, nakłada się efekt 
akumulacji stabilnych transkryptów pl6INK4a 
w obecności ufosforylowanej, nieaktywnej for
my Rb (R ob les i Adami 1998).

Wraz ze skracaniem telomerów zmienia się 
ich oddziaływanie z laminami blaszki jądrowej, 
co prowadzi do zaburzeń struktury heterochro- 
matyny telomerowej, a być może także sposobu 
zakotwiczenia chromosomów. ATM, dzięki 
aktywności kinazy białkowej, hamuje polimera- 
zę RNA wyciszając lokalnie transkrypcję. Białko 
Ku rekrutuje enzymy naprawy podwójnych 
pęknięć DNA. Prawdopodobnie na tym etapie do 
telomerowego DNA dołącza także białko PARP. 
Syntetyzuje polimery ADP-rybozy eksponujące 
uszkodzone miejsca. Równocześnie modyfika
cje post-translacyjne białka p53 (fosforylacja, 
ADP-rybozylacja, kompleksowanie z ko-akty- 
watorem p300) stabilizują je i uaktywniają. 
Wzrasta poziom zależnego od p53 białka 
p21Cipl. Trwa akumulacja białka p l6INK4a. Ko
mórka przestaje się dzielić.

Na starzeniu jednak rola telomerów się nie 
kończy. Wymuszenie dalszych podziałów na ko
mórce przez na przykład inaktywację białka 
p53 za pomocą białka onkogennego HPV E6 
oraz białka Rb za pomocą HPV E7, prowadzi do 
dalszego skracania telomerów, gdyż nadal wy
stępuje efekt niepełnej replikacji. Dochodzi do 
licznych aberracji chromosomowych w związku 
z łączeniem końców skróconych telomerów i ich 
niewłaściwą segregacją podczas mitozy. Znacz
nie wzrasta śmiertelność wśród komórek. Do 
immortalizacji bowiem potrzebna jest oprócz 
inaktywacji drogi Rb/p 16INK4a także aktywacja 
telomerazy (Kiyono i współaut. 1998). A biorąc 
pod uwagę fakt, że pierwszy warunek spełniają 
białka onkogenne czy produkty genów supreso- 
rów nowotworu, a drugi jest możliwy do speł
nienia, gdyż liczba cząsteczek TRF1 określają
cych długość telomeru i blokujących aktywność 
telomerazy istotnie spadła — spełnienie snu o 
nieśmiertelności jest tuż tuż...

Regulacja aktywności telomerazy przez 
zmianę ilości cząsteczek TRF1 związanych z 
DNA, realizowana jest dzięki tankyrazie, enzy
mowi katalizującemu ADP-iybozylację (Pennisi 
1998, Smith i współaut. 1998). Tankyraza wiąże 
TRF1 i przenosi cząsteczkę ADP-rybozy z NAD+ 
na niego i siebie. Wtedy TRF1 po prostu „odpa
da” od DNA umożliwiając telomerazie wydłuże
nie końca 3 telomerowego DNA przed rozpoczę
ciem replikacji (Ryc. 2). Niekontrolowany syg-
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nał do proliferacji przy włączonej ochronie ge
nomu w postaci aktywnej telomerazy sprawia, 
że komórka staje się nieśmiertelna!

I pomyśleć, że przed Barbarą McClintock 
telomery uważano za nikomu niepotrzebne, za 
przeproszeniem, końcówki chromosomów...

TELOMERES IN REGULATION OF PROLIFERATION AND CELL AGEING

Sum mary

Cellular senescence is defined as the limited capacity 
of normal somatic cells to divide beyond a finite number of 
population doublings. The telomere hypothesis of cellular 
ageing provides a model of “molecular clock” that counts 
cell divisions. It is assumed that incomplete replication of 
linear DNA molecules causes progressive loss of chromo
some termini (telomeres) and activates the pathway that 
results in cell exit from the cycle. The p53, p21Cip , Rb, 
p jgiNK4a prcqejns ancj their downstream effectors are likely 
to be involved in the pathway of telomere length response.

The telomere length sensing mechanism has been shown 
to share components that are common with the machinery 
of chromatin organization and DNA repair. The linkage of 
proteins counting telomere length, Raplp (S. cerevisiae) or 
TRF1 (human), to proteins that are upstream of p53 and 
Rb, namely ATM, PARP and Ku, is discussed. The review 
presents a hypothetical transduction of the signal induced 
by shortened telomeres to the cell cycle regulators, pointing 
out the particular role played by chromatin organization 
established by histones.
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