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UDZIAL TELOMEROW W REGULACJI PODZIALOW KOMORKOWYCH

Naukowcy tworzg teorie stawiajgc i weryfi-
kujac doswiadczalnie kolejne hipotezy. Z niepo-
kojem spodziewaja sie odkrycia czegos, co zu-
petnie do tej teorii nie pasuje. Bywa, ze wierni
do konca posuwajg sie wrecz do paradoksal-
nych wyjasnien istnienia wyjatkéw. Czasem
jednak, te zaskakujgce odkrycia stymuluja tak
bardzo, ze odwazajg sie wyznacza¢ nowe kie-
runki badan.

Tak byto w 1961 roku, kiedy Hayflick i
Moorhead obalili mit o nieSmiertelnosci pra-
widtowych komérek hodowanych in vitro. Wy-
kazali, ze komorki w hodowli starzeja sie, czego
odzwierciedleniem jest zanik ich zdolnosci re-
plikacyjnych. Co ciekawsze, dtugos¢ zycia ko-
mérki w hodowli nie zalezy od rzeczywistego
czasu prowadzenia hodowli, lecz najwyrazniej
jest odmierzana liczba podziatéw komoérkowych
(Hayflick i Moorhead 1961, Hayflick 1965)!
Jakiz wiec mechanizm odpowiada za liczenie
podziatéw w komérce?

W 1973 roku, Olovnikov zwrocit uwage na
problem replikacji konca w liniowym DNA. Za-
uwazylt, ze kazda potomna czasteczka DNA ma
niekompletny koniec 5. Wynika to z wkasciwo-
Sci polimerazy DNA, ktéra syntetyzujac wytacz-
nie w kierunku 5-3" nie moze wypetniac¢ luki po
usunietym starterze RNA (Ryc. 1). Prowadzi to
do obserwowanego w komdrkach somatycz-
nych zjawiska skracania terminalnych frag-
mentéw chromosoméw (tzw. telomeréw) i to w
tempie 50-150 par zasad na runde replikacyjng
(Greider i Harley 1996)!

Jednakze, zatozenie przekazywania zygocie
petnej informacji genetycznej w komérkach roz-
rodczych wykluczato mozliwos¢ skracania tam
telomeréw. Zasugerowano wiec istnienie me-

,»Sa rzeczy, ktére sie dostrzega tylko dlatego,
ze do niczego nie pasuja”
Canetti
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chanizmu przeciwdziatajgcego systematycznej
utracie DNA. Spodziewano sie go znalez¢ nie
tylko w komorkach rozrodczych, ale takze w

Ryc. 1 Zjawisko niepetnej replikacji liniowego DNA.

A. Synteza potomnego DNA (szary) w kierunku 5'-3’ zacho-
dzi réwnoczes$nie na obu niciach macierzystego DNA (czar-
ny). Widetki replikacyjne rozchodza sie w przeciwnych
kierunkach od miejsca rozpoczecia replikacji, co oznacza,
ze kazda ni¢ potomnajest syntetyzowana po czesci w sposéb
ciagly i po czesci za pomoca fragmentéw Okazaki. B. Roz-
poczynanie syntezy DNA od krotkich fragmentéw RNA (star-
ter) i jej przebieg wylacznie w kierunku 5-3’ uniemozliwia
wypetnienie luki po usunigciu koricowych starteréw z nici
potomnych.
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tych, gdzie nie obserwuje sie skracania telome-
row na przyktad w drozdzach czy orzeskach. W
1985 roku G reider i Blackburn Zidentyfikowa—
ty ujednego z gatunkéw orzeska, Tetrahymena
thermophila, terminalng transferaze telomero-
wa, w skrdcie — telomeraze. Enzym o aktywno-
sci odwrotnej transkiyptazy specyficznie wy-
diuza wystajacy koniec 3' DNA na podstawie
wewnetrznej matrycy RNA (Ryc. 2). Aktywnos$¢
telomerazowg stwierdzono takze w komorkach
nowotworowych wigzac z tym ich ceche nie-
Smiertelnosci, czyli zdolnosci do nieograniczo-
nych podziatow w hodowli (snhay 1997).

W 1992 roku Har1ey iwspotautorzy sformu-
towali telomerowg hipoteze starzenia komoérek
somatycznych. Zatozyli oni, ze aktywna w ko-
mérkach piciowych telomeraza utrzymuje statg
dtugos¢ telomerow i zapewnia przekazanie zy-
gocie petnej informacji genetycznej. Represja
aktywnosci telomerazy w komoérkach somatycz-
nych przyczynia sie do skracania telomerow z
kazda runda replikacyjna. Uzyskanie krytycz-
nej diugosci telomeréw po okreslonej liczbie
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podziatéw (limit Hayflicka) powoduje zatrzyma-
nie proliferacji. Oczywiscie mozliwe jest prze-
kroczenie limitu podziatbw na drodze mutacji
czy ekspresji gendw biatek onkogennych lub
genow supresoréw nowotworu. Jednak bez wy-
taczenia licznika podziatow przez aktywacje te-
lomerazy, prowadzitoby to do dalszego skraca-
nia telomeréw, a w nastepstwie do kolejnej
blokady podziatow i $mierci. Immortalizacja
(unie$miertelnienie) komoérek wymagawiec sta-
tego sygnatu do proliferacji, zatrzymania sygna-
tu do kontrolowanej Smierci komorki (apoptozy)
oraz aktywacji telomerazy.

Ryc. 2. Mechanizm przeciwdziata-
nia skracaniu telomerow.

A. Przed replikacja, do konca 3’ macie-
rzystego DNA dotacza telomeraza — en-
zym o aktywno$ci odwrotnej
transkryptazy z wbudowana matrycg
RNA. B. Na podstawie wewnetrznej ma-
trycy RNA, telomeraza syntetyzuje frag-
ment DNA (szara, przerywana linia). C.
Luka po usunietym starterze znajduje
sie na wysokosci fragmentu DNA syn-
tetyzowanego przez telomeraze, nie zas
macierzystego DNA.

Nadal bez odpowiedzi pozostajg pytania do-
tyczace mechanizmow kontroli dtugosci telome-
réw, ich udziatu w regulacji cyklu komérkowego
podczas starzenia in vitro i immortalizacji. Arty-
kut ten ma na celu przyblizenie molekularnych
podstaw telomerowej teorii starzenia ze szcze-
gélnym uwzglednieniem mozliwosci przekazy-
wania sygnatéw od skracanych telomerow do
biatek regulujacych cykl komérkowy.

CYKL CYKLOWI NIEROWNY?

W Swietle telomerowej teorii starzeniawyda-
je sie, ze metabolizm telomeréw wyznacza etapy
zycia komorki przez okreslenie tempa prolifera-

cji, limitu podziatéw czy mozliwosci immortali-
zacji. W jaki sposob systematyczne skracanie
telomerdéw mogtoby wptywac na regulacje cyklu
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komorkowego? Mozliwe sa nastepujace odpo-
wiedzi:

zatrzymanie podziatow stanowi blokade cy-

klu w okreslonym punkcie kontrolnym (re-

strykcyjnym) w odpowiedzi na skrocenie te-
lomerdéw ponizej pewnej krytycznej dtugosci

(starzenie komorkowe in vitro jako proces

nieliniowy),

zatrzymanie podziatow jest korncowym eta-

pem ciggtego procesu w czasie hodowli, kie-

dy molekularne mechanizmy zaangazowane

w regulacje cyklu komérkowego ulegaja

zmianie z cyklu na cykl wraz ze skracajacy-

mi sie telomerami (starzenie komoérkowe in

vitro jako proces liniowy).

Podstawg w rozwiazaniu tego problemu jest
ustalenie modelu cyklu komoérkowego. Po-
wszechnie akceptowany model Pardee zaktada,
ze komorki zwykle sa w fazie spoczynkowej Go,
a proliferacjajest zjawiskiem przejsciowym, in-
dukowanym mitogenem i zachodzgcym po
przejsciu punktéw restrykcyjnych cyklu. Sta-
rzenie komérkowe w Swietle tego modelu, pole-
ga na zatrzymaniu cyklu w punkcie restrykcyj-
nym Gi/S mimo obecnosci w pozywce mitoge-
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néw. Konkurencyjny model cyklu przedstawit
Baisch. Uwaza on, ze proliferacja jest ciagtym
procesem modyfikowanym w czasie w ten spo-
sbb, ze poszczegolne fazy cyklu to znaczy Gi, s,
G2 ulegaja wydtuzaniu, a komorki starzejac sie
-przechodza” z wydtuzonej fazy Gi do fazy spo-
czynkowej Go (Shackney i Shankey 1999).
Dzieki analizie cytometrycznej tempa proli-
feracji wykazano, ze komorka starzejgc sie in
vitro rzeczywiscie zmniejsza szybko$¢ syntezy
DNA. Obserwowano, bowiem heterogenng, pod
wzgledem dtugosci poszczegolnych faz cyklu,
pule komorek w hodowli. Odpowiadatoby to
modelowi cyklu komérkowego Baisch’a, w kto-
rym utrata zdolnosci do proliferacji jest konco-
wym etapem wydtuzania faz cyklu, nie za$ rap-
townym zatrzymaniem podziatéw (Baisch i Ot-
to 1993). W zwigzku z tym rodza sie pytania:
- Copowoduje wydtuzanie poszczegdlnych faz
cyklu wraz z kolejnymi podziatami?
- Czy te same mechanizmy odpowiadajg za
wydtuzanie faz i zatrzymanie proliferacji?
- Czy sato mechanizmy odwracalne i w zwigz-
ku z tym prowadzg do immortalizacji komo-
rek?

REGULACJA TEMPA PROLIFERACJI

Na ,decyzje” komorki o proliferacji ma
wptyw szereg czynnikéw, ktére mozna uporzad-
kowaé w podstawowe trzy szlaki: (1) szlak prze-
kazywania sygnatu do proliferacji, (2) szlak
przekazywania sygnatu wylgczajacego prolife-
racje, (3) szlak do apoptozy.

Centralnym punktem podejmowania decy-
zji jest biatko Rb bedgce produktem genu su-
presoru nowotworu (recesywna mutacja Rb od-
powiada za powstawanie nowotworu siatkéwki
oka — retinoblastomy). Z jednej strony, Rb lezy
na drodze przekazywania sygnatu do prolifera-
cji przez oddziatywanie z niezbednym dla syn-

tezy DNA czynnikiem transkrypcyjnym E2F, a
z drugiej strony niesie informacje o wytaczeniu
sygnatu do proliferacji za posrednictwem biatka
pl6INKda (kompetycyjnego inhibitora kinaz
CDK4 i CDK®6 zaleznych od cyklin D). Ten uktad
(Ryc. 3), jesli dziala poprawnie, gwarantuje
przekazanie sygnatu od mitogenu przez biatka
Ras/Raf, kompleks cykliny D z kinazami CDK4
lub CDK6 (CDK4/6) i prowadzi do zaleznej od
mitogenu fosforylacji biatka Rb. Ufosforylowane
biatko Rb przestaje juz by¢ aktywnym inhibito-
rem czynnika transkrypcyjnego E2F. Uwolnio-
ny czynnik E2F uruchamia transkrypcje genéw

Ryc. 3. Schemat regulacji proliferacji.

Sygnat od mitogenu przekazywany jest na
drodze Ras/Rafi kinaz zaleznych od cykliny
D do czynnika transkrypcyjnego E2F. Z
chwilg aktywacji transkrypcji genu dla cykli-
ny E, sygnat do proliferacji uniezaleznia sie
od mitogenu. Jednoczes$nie, w obecnosci ufo-
sforylowanego biatka Rb wzrasta poziom
transkryptéw dla biatka pl6, ktére jest inhi-
bitorem cyklino-zaleznych kinaz CDK4/6.
Dodatkowo, w sytuacji uszkodzenia DNA,
sygnat do proliferacji moze by¢ zatrzymany
przez biatko p21 zalezne od p53.
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niezbednych dla syntezy DNA. E2F powoduje
takze wzrost poziomu cykliny E, ktéra w kom-
pleksie z kinazg CDK2 wspomaga kompleksy
cykliny D z CDK4/6 w fosforylacji (inaktywaciji)
Rb. Tym razem jednak, fosforylacja Rb jest
niezalezna od mitogenu, a sygnat do proliferacji
zostaje spotegowany. Z drugiej strony, w obe-
cnosci ufosforylowanej formy Rb obserwuje sie
wzrost poziomu biatka pl6 Kd4a, bedacego in-
hibitorem kinaz CDK4/6. Nastepuje sprzezenie
zwrotne - hamowanie fosforylacji biatka Rb, co
przerywa sygnat do proliferacji. Jednoczesnie,
zachodzi defosforylacja biatka Rb przywracaja-
ca stan wyjsciowy komadrce i umozliwiajgca po-
nowne odebranie sygnatu do proliferacji w obe-
cnosci mitogenu.

W regulacji cyklu komérkowego, procz wez-
ta Rb, istotng role odgrywa takze system p53.
Stanowi on straznice genomu, gdyzw obecnosci
uszkodzonego DNA zatrzymuje proliferacje,
uruchamia mechanizmy naprawcze, a w przy-
padku niemozliwosci naprawy — przekazuje
sygnat wiaczajacy apoptoze. Biatka zaangazo-
wane w te procesy sa koordynowane wiasnie
przez czynnik transkrypcyjny p53. Jego poziom
w normalnych warunkach jest bardzo niski.
Pod wptywem uszkodzenia DNA, wzrasta ilos¢
biatka p53 oraz jego zdolnos¢ wigzania DNA i
aktywacji transkrypcji genéw. Biatko p53 zwie-
ksza ekspresje miedzy innymi biatka p21Cipl
bedacego produktem genu WAF1 /Cipi. Biatko
p21Cp jest inhibitorem cyklino-zaleznych ki-
naz miedzy innymi CDK4/6 i nalezy do grupy
negatywnych regulatoréw proliferacji,podobnie
jak wczesniej opisywane biatko pl6 (do-
ktadny opis regulacji cyklu komoérkowego pod-
czas starzenia znalez¢ mozna w artykule Ewy
Radziszewskiej w tym numerze KOSMOSU).

Warto zauwazy¢, ze ten sam efekt zatrzyma-
nia podziatéw moze nastgpi¢ zaréwno w wyniku
braku czynnikéw wzrostowych, uszkodzenia,
jak i starzenia komorki. Jednak mechanizmy
wywotujace ten efekt wydaja sie by¢ r6zne. Ob-
serwuje sie bowiem podstawowe réznice w od-
wracalnosci blokad proliferacyjnych i mozliwo-
Sci wywotania programu apoptozy (o apoptozie:
patrz Cummings i wspotaut. 1997).

1 Molekularnym podtozem zatrzymania po-

dziatéw komorek gtodzonych jest aktywne (nie-
ufosforylowane) biatko Rb. Dostarczenie czyn-
nikéw wzrostowych prowadzace do inaktywacji
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(fosforylacji) Rb zwalnia blokade. Generalnie,
wigczenie sygnatu do proliferacji przez mitogen,
a wiec aktywacja drogi Ras/Raf, chroni komoér-
ke przed apoptozg. Aktywowane sa bowiem
antyapoptotyczne biatka z rodziny Bcl-2 (Kele-
kar i Thompson 1998). Brak czynnikéw wzro-
stowych czesto prowadzi natomiast do progra-
mowanej Smierci komorki (Sikora 1994, Pandey
i Wang 1995, Evan i wspélaut. 1995).

2. Zatrzymanie proliferacji komérek w wyni-
ku uszkodzenia DNA odbywa sie przez wzrost
poziomu i aktywnosci czynnika transkrypcyj-
nego p53 oraz indukowany przezen wzrost po-
ziomu biatka p21Cipl. Jednoczes$nie, przekazy-
wany jest sygnat do apoptozy miedzy innymi
przez inaktywacje antyapoptotycznych biatek z
rodziny Bcl-2 (Harris 1996, Kouzarides 1995).

3. W starych komorkach obserwuje sie pod-
wyzszony poziom i aktywnos¢ biatka p53 oraz
podwyZszony poziom Bfhek p2i1CiRl | [ 3gINKaa
(Bond i wspoétaut. 1996, Sekiguchi i Hunter
1998, Robles i Adami 1998). Co ciekawe, zwie-
kszanie poziomu tych biatek nie zachodzi réw-
noczesnie! Komorki w stadium tuz przed zatrzy-
maniem podziatéw (ang. pre-senescence) wyka-
zujg wysoki poziom biatka p53 o wysokiej zdol-
nosci wigzania DNA i transaktywacji genu
WAF/Cipl. Aktywnos$¢ ta zaczyna spadac¢ po
wejsciu komorek w etap blokady proliferacji
(ang. senescence). W tym czasie obserwuje sie
takze przejsciowy wzrost poziomu biatka
p21Cipl. Dopiero gdy ten ostatni zaczyna spa-
dac¢, jako trzeci w kolejnosci wzrasta poziom
biatka pl6INKda. W przeciwieristwie do p53 i
p21Cipl, biatko pl6* 4a utrzymuje wysoki po-
ziom podczas trwania nieproliferacyjnej fazy
hodowli komérek (Robles i Adami 1998). Cieka-
we, ze komoérki stare, w poréwnaniu z mtodymi,
mniej chetnie wigczajg program apoptozy (Siko-
ra 1993, 1994).

W Swietle tych wynikéw, starzenie replika-
cyjne prawidtowych komorek w hodowli jest
nieodwracalnym zatrzymaniem podziatéw, cze-
mu towarzyszy miedzy innymi wzrost poziomu
biatek p53, p21Cipl i pI6IN 4a. To rodzi kolejne
pytania:

- Co powoduje wzrost poziomu biatek p53,

p21 plipl6INKdaw pdznej fazie replikacyj-

nego zycia komoérek? )

- €zywzrost poziomu p&3, P21 CRtip 1§ NK4a
ma zwigzek ze skracaniem telomeréw?

PIERWOTNA PRZYCZYNA MOLEKULARNYCH OBJAWOW STARZENIA — USZKODZENIE DNA CZzY
ZMIANA STRUKTURY CHROMATYNY?

Niewatpliwie niedoskonato$¢ procesu repli-

kacji DNA sugestywnie wskazuje na skracanie

telomeréw, jako pierwotng przyczyne procesu
starzenia komoérek. Wiemy, ze telomery petnig
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istotne funkcje w zyciu komorki takiejak ochro-
na przed fuzjg i degradacjg chromosoméw, za-
kotwiczenie ich w otoczce jadrowej, udziat w
segregacji chromosomow podczas mitozy i re-
gulacja aktywnosci genow (McCrintock 1940,
Blackburn 1991, Kurenowa i Mason 1997) O
ile pierwsze trzy zadania sugerujg jedynie me-
chaniczne znaczenie zakoriczen chromosomoéw,
0 tyle ostatnie podnosi sprawe ich aktywnego
wpltywu na geny. W jaki sposéb komoérka odbie-
ra informacje o dtugosci telomeréow? Czy me-
chanizm ,wyczuwajgacy” zmiany diugosci moze
takze przekazaé sygnat do wzrostu aktywnosci
biatka p53? Czy na ,poinformowaniu” jedynie
sie konczy, czy tez ten sam mechanizm potrafi
przeciwdziata¢ skracaniu telomerdéw (np. przez
aktywacje telomerazy)? Odpowiedz na te pyta-
nia okreslitaby udziat telomeréw w zjawiskach
zaréwno prawidtowego zatrzymania proliferacji
po czasie wyliczonym podziatamijak i w niepra-
widlowym przekroczeniu limitu Hayflicka i
uniesmiertelnianiu komorek.

Dane literaturowe wskazujg na dwa sposo-
by zatrzymywania proliferacji przez skracajace
sie telomery: (1) na drodze przekazywania syg-
natu o uszkodzeniu DNA oraz (2) poprzez zmia-
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ne stanu funkcjonalnego chromatyny z trans-
kiypcyjnie nieaktywnego w aktywny (W right i
Shay 1995). Nie jest wykluczone, ze oba te
mechanizmy w rzeczywistosci wspotdziatajg ze
sobg (Ryc. 4).

W pierwszym przypadku, mechanizm ,wy-
czuwajacy” zmiane dtugosci telomeréw genero-
waitby sygnat o uszkodzeniu DNA, ktéry prowa-
dzitby do aktywacji czynnika transkrypcyjnego
p53. Ekspresja zaleznego od p53 biatka p2 | Cipl
uniemozliwitaby przeprowadzenie fosforylacji
biatka Rb, a tym samym zablokowataby synteze
DNA (Ryc. 3). Cykl komdrkowy zatrzymatby sie
w fazie Gi. Tymczasem, p53 powodowatoby tak-
ze wzrost ekspresji bialek uczestniczagcych w
procesach naprawczych DNA (np. GADDA45,
ang. growth arrest and DNA damage inducible)
(Marx 1994, Harris 1996) O ile Wydarzenia
zalezne od p53 sg dos¢ znane, nadal otwartym
pozostaje pytanie, co znajduje sie pomiedzy
uszkodzeniem DNA (tu: skréconym telomerem)
a biatkiem p53? Poszukiwane biatko powinno
mie¢ domene rozpoznajgca uszkodzony frag-
ment DNA oraz domene wigzgcg DNA. Powinno
takze wykazywac¢ aktywnos¢ katalityczng umo-
zliwiajaca post-translacyjng modyfikacje na

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

Skracanie telomeréw w wyniku niepetnej re-
plikacji liniowego DNA moze by¢ odbierane
jako sygnat o uszkodzeniu DNA lub jako syg-
nat o zmianie struktury chromatyny. Elemen-
ty obu tych szlakéw oddzialywujg na siebie,
przy czym biatkiem ,na rozdrozu”jest Ku.
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przykiad fosforylacje, rozpoczynajacg kaskade
sygnatdéw do efektora (np. p53, Rb).

Sadzi sie, ze w rozpoznawahiu uszkodzen
DNA i przekazywaniu sygnatu do p53 biorg
udziat co najmniej dwa biatka: ATM (ang. AT
mutated, produkt genu ATM, ktérego mutacja
prowadzi do zespotu ataxia telangiectasia) oraz
PARP (ang. poty ADP-ribose polymerase, enzym
przenoszacy grupe ADP-iybozy z NAD+ na sub-
strat). Oba wystepuja w jadrach komdérkowych
u wiekszosci Eukaiyota, z wyjatkiem drozdzy,
ktore nie posiadaja PARP.

Produkt genu ATM wykazuje aktywnos¢ Ki-
nazy biatkowej zaleznej od DNA. W komdrkach
ssaczych, stanowi katalityczng podjednostke
duzego kompleksu enzymatycznego, w skiad
ktérego wchodzi biatko Ku, rozpoznajagce w DNA
miejsca podwojnych peknie€. Za sprawag biatka
Ku, kompleks wiaze sie z tepymi lub wystajgcy-
mi kor\cami DNA oraz ze strukturami szpilki do
wloséw. Uczestniczy w procesach naprawy i
rekombinacji DNA chronigcje przed nukleolity-
czng degradacjag (Jackson iJeggo 1995, Shore
1998, Bertuch i Lundblad 1997). ATM, bedac
kinazg biatkowa, moze fosforylowa¢ substrat
zwigzany z DNA na przyktad czynnik transkiy-
pcyjny czy polimeraze. Niestety, brak bezpo-
Srednich dowodéw na to, ze p53 jest dlan sub-
stratem.

O regulacyjnej funkcji ATM wzgledem p53
wnosi sie zatem na podstawie doswiadczen
przeprowadzonych na fibroblastach ze zmuto-
wanym genem ATM (w skrécie: fibroblasty AT).
Fibroblasty AT wykazujg uposledzenie mecha-
nizmow naprawczych, niestabilnos¢ genomu,
nadwrazliwo$¢ na promieniowanie jonizujace,
przyspieszony proces starzenia komoérkowego i
rownie przyspieszone tempo skracania telome-
row! Nie wykazano w nich typowej odpowiedzi
na podwojne pekniecia DNA— zamiast szybkie-
go wzrostu poziomu i aktywnosci biatka p53,
obserwowano opézniong i zredukowang re-
akcje. Wyniki te sugeruja, ze uszkodzenie genu
ATM wptywa na upos$ledzenie punktu kontrol-
nego cyklu, w ktérym p53 odgrywa kluczowa
role (Enoch i Norbury 1995).

Z drugiej strony, starzejgce sie fibroblasty
AT wykazuja podwyzszong aktywnos¢ trans-
krypcyjng p53, mimo niskiego poziomu tego
biatka. Powodem wzrostu aktywnosci bez aku-
mulacji p53 moze by¢ jego post-translacyjna
modyfikacja. Zwigekszony okres pottrwania wy-
kazuje takze biatko p21 ipl Oba te fakty wska-
zuja na nieprawidtowa regulacje biatek p53 i
p21Cipl przyspieszajaca starzenie komorek ze
zmutowanym genem ATM. O zaleznosci biatek
p53 i p21 ipl od ATM podczas starzenia in vitro
Swiadczy takze to, ze fibroblasty AT pozbawione
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ekspresji biatek p53 lub p21Cipl nie wykazuja
cech przys$pieszonego starzenia i proliferujg w
tym samym tempie, co normalne fibroblasty
(Vaziri i wspotaut. 1997, Xu i wspoétaut. 1998).

Drugim z proponowanych biatek uczestni-
czacych w przekazywaniu informacji o uszko-
dzeniu DNA jest PARP. Wystepuje ono w ja-
drach wigkszosci komorek eukaryotycznych z
wyjatkiem drozdzy. PARP wigze sie z uszkodzo-
nym DNA i przeprowadza synteze polimeréw
ADP-rybozy. Tworzg one ujemnie natadowane
taricuchy, ktére rozpychajg nici DNA i eksponu-
ja miejsca przeznaczone do naprawy (Lindahl i
wspotaut. 1995). Rola PARP nie ogranicza sie
tylko do zmian struktury chromatyny. Pokaza-
no, ze zaréwno in vitrojak i in vivo mozliwe jest
tworzenie komplekséw p53 z PARP. Zasugero-
wano, ze poli ADP-rybozylacja zwieksza aktyw-
nos$¢ p53 w odpowiedzi na uszkodzenia DNA i
przyczynia sie do zahamowania proliferacji. Po-
twierdzeniem tej hipotezy byt fakt, ze inhibitory
PARP znosity zalezng od p53 ekspresje biatka
p21Cipl, czemu towarzyszyto zwiekszenie liczby
podziatow komorki (Vaziri i wspotaut. 1997).

Drugim wspomnianym sposobem zatrzymy-
wania proliferacji przez skracajacy sie telomer
jest, jak sie sugeruje, aktywacja gendéw lezacych
w subtelomerowym obszarze chromosomu
(Ryc. 4). Obszar ten stanowi czes¢ wysoce skon-
densowanej, a wiec transkiypcyjnie nieaktyw-
nej struktury zwanej heterochromatyna, ktéra
ulega replikacji pod koniec fazy S (upakowanie
DNA w komdrce: Kilyszejko-Stafanowicz
1995a). Wywotane skracaniem telomeru
rozluznienie chromatyny prowadzitoby do akty-
wacji wyciszonych genéw kodujacych na przy-
ktad kinazy czy fosfatazy biatek regulatorowych
cyklu komérkowego.

Poparcie tej hipotezy znaleziono obserwujac
drozdze Saccharomyces cerevisiae. Okotote-
lomerowy obszar ich genomu utrzymywanyjest
w stanie transkrypcyjnie nieaktywnym dzieki
wspoétdziataniu histonéw i biatek Sir (ang. silent
information regulatory proteins), ktére wigzg
dwuniciowy obszar telomerowego DNA (Kure-
NOWAIMASON 1997). Histony H4, H3, PI2Ai H2B
tworzg oktamer, przypominajacy dodatnio na-
tadowang szpulke, na ktoérg nawinieta jest
ujemnie natadowana ni¢ DNA. Za upakowanie
chromatyny w struktury wyzszego rzedu odpo-
wiada kompleks biatek Sir. Zaobserwowano, ze
represja aktywnosci genéw nie zalezy od rodza-
ju, ale od potozenia tych genéw (ang telomere
position effect). Gen wprowadzony w subtelo-
merowy obszar DNA ulega wyciszaniu, a najcie-
kawsze jest to, ze zasieg wyciszania (obszar
heterochromatynowy) zalezy od dtugosci telo-
meru (Gottschling i wsp6taut. 1990)!
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Warto zwréci¢ uwage na fakt, ze biatka Sir
nie posiadaja domeny wigzacej DNA (Grunstein
1997). Wymagaja wiec platformy, na ktérej mo-
gtyby spetnia¢ swoje funkcje. Histony wigzac
DNA i tworzac kompleksy z biatkami Sir stano-
wig miejsce regulacji struktury chromatyny. Na
przyktad acetylacja histonu H4, neutralizuje
pozytywny tadunek biatka, przyczyniajac sie do
odtgczenia par H2A z H2B z oktameru i ostabie-
nia wigzania histon-DNA, co w rezultacie
rozluznia chromatyne odstaniajgc miejsca
regulatorowe dla czynnikéw transkrypcyjnych
(Grunstein 1992). Ale histony nie sg jedynymi
biatkami, z ktérymi biatka Sir tworzg komple-
ksy. Role platformy moga bowiem spetniac cza-
steczki biatka Raplp (ang. repressor-activator
protein 1) uznane za podstawowy element me-
chanizmu okreslajgcego dtugos¢ telomerow
(Marcand i wspoélaut. 1997). Oznacza to, ze
istnieje zwigzek miedzy ,wyczuwaniem” diugo-
Sci telomeru a kontrolg aktywnosci genéw po-
tozonych w subtelomerowym obszarze. Uwaza
sie, ze wkasnie biatko Raplp warunkuje istnie-
nie heterochromatyny na terenie telomeru,
gdyz na platformie Raplp budowany jest wielo-
biatkowy kompleks biatek Sir (Sir2, Sir 3, Sir4)
stabilizowany histonami (H4, H3) (Grunstein
1997). Wraz ze skracaniem telomerdéw, obser-
wuje sie zmniejszanie liczby zwigzanych z DNA
czasteczek biatka Raplp, co ogranicza mozli-
wos$¢ wigzania czgsteczek biatka Sir, a tym sa-
mym wptywa na rozluznianie struktury chro-
matyny.

Chyba najbardziej zaskakujacym odkry-
ciem z dziedziny metabolizmu telomeréw byto
pokazanie mozliwosci powstawania kompleksu
miedzy biatkami Sir i Ku (Tsukamoto i wspot-
aut. 1997)! Znaleziono wiec wspoélne elementy
szlaku wiodacego do zmian struktury chroma-
tyny i szlaku naprawy podwojnych pekniec
DNA (Jackson 1997). Pokazano, ze nie ma pet-
nego efektu wyciszania gendw przez biatka Sir
bez funkcjonalnego Ku i nie ma optymalnych
warunkow do naprawy podwojnych pekniec
DNA przez biatko Ku, gdy nie towarzysza mu
biatka Sir (Tsukamoto i wspétaut. 1997, Boul-
ton i Jackson 1998). Zasugerowano, ze biatko
Ku rekrutuje biatka Sir do telomerowego DNA i
w ten sposob wywotuje lokalng zmiane struktu-
ry chromatyny. Wydaje sie, ze pelny efekt wyci-
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szania gendw przez biatka Sir mozliwy jest do-
piero po upakowaniu konca telomeru w hetero-
chromatynows strukture za sprawg kompleksu
biatek Sir i Ku. Z drugiej strony, zlokalizowane
unieruchomienie DNA w miejscu rozpoznanego
uszkodzenia utatwia naprawe, gdyz eksponuje
pekniecia na dziatanie enzymow naprawczych,
a przy tym hamuje niesprzyjajace naprawie
procesy jak na przykiad transkrypcja (Jackson
1997).

U drozdzy Saccharomyces cerevisiae, biatka
Raplp, Sir i Ku wydajg sie by¢ pierwszymi
efektorami zmian dtugosci telomeréw w zwigz-
ku z niepetng replikacja DNA. Na tym poziomie
rozchodzg sie drogi sygnatu do naprawy DNA
lub aktywacji wyciszonych gendéw. Czy te same
mechanizmy zaangazowane sg w regulacje
aktywnosci telomerazy? Dzigki zachowaniu
réwnowagi miedzy skracaniem telomeréww wy-
niku niepetnej replikacji a syntezg nowych od-
cinkow po aktywacji telomerazy, diugosc telo-
merdéw drozdzy utrzymywana jest na statym
poziomie (czego nie mozna powiedzie¢ o komaor-
kach ssaczych!). Informacja o dtugosci telome-
réw zawarta jest w liczbie czgsteczek biatka
Raplp zwigzanych z DNA. Te z nich, ktére nie
sg zaangazowane w tworzenie heterochromaty-
ny z biatkami Sir, tworzg kompleksy z biatkami
Riflp i Rif2p (ang. Raplp interacting factor
proteins) petnigc funkcje inhibitora telomerazy.
Zmniejszenie liczby czasteczek Raplp na telo-
merowym DNA znosi blokade enzymu. Telome-
raza dosyntetyzowuje powtérzenia TG 1-3 ser-
wujgc miejsca dla wigzania brakujacych
Raplp. Pod tym wzgledem, komoérka drozdzowa
jest nieSmiertelna... Ciekawe, czy analogiczny
proces aktywacji telomerazy mozna zaobserwo-
wac w przypadku uniesmiertelniania komoérek
ssaczych?

W komorkach ssaczych funkcje biatka Rap 1
petni biatko TRF1. Wspomniane wczesniej biat-
ko Ku nie dziata niezaleznie, ale jest podjedno-
stka duzego kompleksu kinazy biatkowej zalez-
nej od DNA, bedacej produktem genu z rodziny
ATM. Nie stwierdzono natomiast w komorkach
ssaczych obecnosci biatek odpowiadajgcych
kompleksom Sir, cho¢ znaleziono pewng homo-
logie miedzy biatkiem Sir 4 a laminem blaszki
jadrowej.

MOLEKULARNE PODSTAWY TELOMEROWEJ HIPOTEZY STARZENIA LUDZKICH KOMOREK —
PODSUMOWANIE

W Swietle przedstawionych prac, metabo-
lizm telomeréw wptywa na regulacje proliferacji.
Dynamiczna réwnowaga miedzy efektem nie-

petnej replikacji a aktywacja telomerazy okresla
w zyciu komoérki rézne fazy: (1) faze podziatow
komérkowych kontrolowanych sprawnymi sy-
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stemami Rb/pl6INKda i p53/p21Cipl (2) faze
starzenia replikacyjnego z nadmiernymi aktyw-
nosciami p53, p21dp , pl6INKda oraz (3) faze
immortalizacji z zablokowang droga Rb/
p 16INKda i aktywna telomeraza.

Dtugie telomery mtodych, prawidtowych ko-
moérek somatycznych sg miejscem wigzania du-
zej liczby czasteczek TRF1 hamujacych aktyw-
nos¢ telomerazy (Steensel i Lange 1997). Ne-
gatywnym regulatorem telomerazy jest takze
funkcjonalne biatko Rb (Xu i wspétaut. 1997).
Rzeczywiscie, w prawidlowych komorkach so-
matycznych aktywnosc¢ telomerazy ulega repre-
sji lub jest utrzymywana na niskim poziomie
(Buchkovich i Greider 1996, Pan i wspétaut.
1997), przez co dynamiczna rownowaga pomie-
dzy niepelng replikacjg a syntezg DNA przesu-
wa sie w strone skracania telomeroéw.

Do wystajacych koricow 3' DNA dotaczajg
czasteczki biatka Ku z resztg kompleksu kinazy
biatkowej. Sugeruje sie, ze biatko Ku lokalnie
wycisza transkrypcje (inaktywacja polimerazy
RNA 1I) i uczestniczy w tworzeniu obszaréw
heterochromatynowych unieruchamiajacych
uszkodzone fragmenty DNA. Niewykluczone, ze
role drozdzowych biatek Sir w komérkach ludz-
kich odgrywaja biatka blaszki jadrowej, ktore
zakotwiczajg domeny chromatynowe i sg nie-
zbedne do inicjacji replikacji DNA (o laminach
patrz: Ktyszejko-Stafanowicz 1995b).

Proliferacja trwa. Swoisty mecz na granicy
Gi/S rozgrywaja acetylazy i deacetylazy histo-
nowe, ktérych zadaniem jest kontrola upako-
wania chromatyny. Aktywne, nieufosforylowa-
ne biatko Rb utrzymuje przy chromatynie de-
acetylaze histonowa, ktéra uszczelnia struktu-
re chromatyny czyniac ja transkrypcyjnie nie-
aktywng (Luo i wspétaut. 1998). Pod wptywem
kinaz, Rb ulega inaktywacji i zwalnia deacety-
laze. Teraz mozliwe jest przeprowadzenie acety-
lacji histonéw przez biatka z rodziny p300/CBP
(Shikama i wspétaut. 1997, Giles i wspétaut.
1998). Niewykluczone, ze kinazg aktywujaca
biatka p300/CBPjest wiasnie ATM. Chromaty-
na staje sie transkrypcyjnie aktywna (Ait-Si-Ali
i wspotaut. 1998).

Ale z cyklu na cykl telomery skracaja sie.
Towarzyszy temu zmniejszanie liczby zwigza-
nych z DNA czasteczek biatka TRF1. Zmniejsza
sie takze zapotrzebowanie na enzymy acetylu-
jace histony (p300/CBP). Warto w tym miejscu
zauwazy¢, ze od stezenia dostepnych aktyw-
nych czasteczek p300/CBP zalezy efekt akty-
wacji p53, a tym samym szybkos¢ proliferacji
(Ait-Si-Ali i wspétaut. 1998, Avantaggiati i
wspotaut. 1997, Lill i wspotaut. 1997). Rzeczy-
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wiscie, obserwuje sie zalezny od ATM wzrost
aktywnosci biatka p53, co moze odpowiadac za
wydtuzanie fazy syntezy DNA z kazda rundag
replikacyjng. Dodatkowo, nakilada sie efekt
akumulacji stabilnych transkryptéw pl6 INKda
w obecnosci ufosforylowanej, nieaktywnej for-
my Rb (Robles i Adami 1998).

Wraz ze skracaniem telomerdéw zmienia sie
ich oddziatywanie z laminami blaszki jadrowej,
co prowadzi do zaburzen struktury heterochro-
matyny telomerowej, a by¢ moze takze sposobu
zakotwiczenia chromosoméw. ATM, dzieki
aktywnosci kinazy biatkowej, hamuje polimera-
ze RNAwyciszajac lokalnie transkrypcje. Biatko
Ku rekrutuje enzymy naprawy podwdjnych
peknie¢ DNA. Prawdopodobnie na tym etapie do
telomerowego DNA dotacza takze biatko PARP.
Syntetyzuje polimery ADP-rybozy eksponujace
uszkodzone miejsca. ROownoczesnie modyfika-
cje post-translacyjne biatka p53 (fosforylacja,
ADP-rybozylacja, kompleksowanie z ko-akty-
watorem p300) stabilizujg je i uaktywniaja.
Wzrasta poziom zaleznego od p53 biatka
p21Cipl. Trwa akumulacja biatka p 16 INK4a. Ko-
morka przestaje sie dzielié.

Na starzeniu jednak rola telomeréw sie nie
konczy. Wymuszenie dalszych podziatéw na ko-
moérce przez na przykiad inaktywacje biatka
p53 za pomoca biatka onkogennego HPV E6
oraz biatka Rb za pomoca HPV E7, prowadzi do
dalszego skracania telomeréw, gdyz nadal wy-
stepuje efekt niepetnej replikacji. Dochodzi do
licznych aberracji chromosomowych w zwigzku
z tgczeniem koncow skroconych telomerow i ich
niewlasciwg segregacja podczas mitozy. Znacz-
nie wzrasta Smiertelnos¢ wsrod komorek. Do
immortalizacji bowiem potrzebna jest oprécz
inaktywacji drogi Rb/p 16INK4atakze aktywacja
telomerazy (Kiyono i wspétaut. 1998). A biorac
pod uwage fakt, ze pierwszy warunek spetniajag
biatka onkogenne czy produkty genéw supreso-
réw nowotworu, a drugi jest mozliwy do spet-
nienia, gdyz liczba czgsteczek TRF1 okreslajg-
cych dtugosé telomeru i blokujacych aktywnosé
telomerazy istotnie spadta — spetnienie snu o
niesmiertelnosci jest tuz tuz...

Regulacja aktywnosci telomerazy przez
zmiane ilosci czgsteczek TRF1 zwigzanych z
DNA, realizowana jest dzieki tankyrazie, enzy-
mowi katalizujgcemu ADP-iybozylacje (Pennisi
1998, smith iwspodtaut. 1998). Tankyraza wigze
TRF1 i przenosi czasteczke ADP-rybozy z NAD+
na niego i siebie. Wtedy TRF1 po prostu ,,odpa-
da” od DNA umozliwiajac telomerazie wydtuze-
nie korica 3 telomerowego DNA przed rozpocze-
ciem replikacji (Ryc. 2). Niekontrolowany syg-
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nat do proliferacji przy wkgczonej ochronie ge-
nomu w postaci aktywnej telomerazy sprawia,
ze komoérka staje sie nieSmiertelnal

TELOMERES
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I pomysle¢, ze przed Barbarg McClintock
telomery uwazano za nikomu niepotrzebne, za
przeproszeniem, koricowki chromosomow...

IN REGULATION OF PROLIFERATION AND CELL AGEING

Summary

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, p21Gp , Rb,
pjgiNK4a pregejns 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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