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histonu H2A.Z. Moze to by¢ zwiazane z destabilizacja
chromatyny, z ekspansja regionéw heterochromaty-

nowych i moze powodowaé wyciszenie genow supre-
sorowych.

E. KOMORKI NOWOTWOROWE STEM (CSC)

1. WLASNOSCI KOMOREK CSC
a. Komorki nowotworu

Nowotwor stanowi zazwyczaj heterogenna pod
wzgledem sktadu komorkowego tkanke, ktora zawiera
zaré6wno komorki nowotworowe, jak i nienowotworo-
we — komorki uktadu naczyn krwiono$nych, komoérki
systemu immunologicznego i tkanki tacznej (ktore
zazwyczaj r6znig si¢ funkcjonalnie od takich komorek
w zdrowych tkankach).

Cechami charakterystycznymi dla komorek nowo-
tworowych s3:

— samowystarczalno$¢ w produkcji czynnikéw wzrostu
z nadmierng stymulacja proliferacji,

— brak reakcji na faktory hamujace wzrost,

— zdolnos$¢ do nieskonczonej samoodnowy (immorta-
lizacja),

— aktywna neoangiogeneza,

— reprogramowanie metaboliczne, zwlaszcza aktywacja
glikolizy nawet w normalnych warunkach tlenowych
(glikoliza aerobowa),

— uwolnienie si¢ od nadzoru immunologicznego,

— utrata lub ograniczenie stanu zréznicowania,

— uszkodzenie mechanizmu apoptozy,

— zdolno$¢ do inwazji sasiednich tkanek i do tworzenia
odlegtych przerzutow,

— zdolno$¢ do tworzenia przeszczepéw do immunonie-
kompetentnych zwierzat.

Komorki nowotworowe nie sa jednorodne i dziela
si¢ na komorki podobne do komoérek stem prawidto-
wych tkanek dorostych (CSC) i komorki ,,nowotwo-
rowe czesciowo zroznicowane” (nowotworowe niebe-
dace komoérkami stem).

Istnienie komorek nowotworowych typu stem byto
postulowane przez istniejaca od ponad stu lat teorig
hierarchiczng nowotworéw, ktéra zaktada, ze nowo-
twor jest karykatura prawidtowej tkanki i tak jak kazda
prawidlowa tkanka sktada si¢ z komorek stem, z pro-
liferujacych komorek uwarunkowanych i z komoérek
zroznicowanych, z tym ze wszystkie te komorki sa
nieprawidtowe.

Wiele badan potwierdza istnienie i przedstawia
pewna charakterystyke komorek CSC:

— W tkankach nowotworowych opisano komorki mato
aktywne proliferacyjnie i posiadajace zdolnos¢ do
podziatow asymetrycznych.

— Te spoczynkowe komorki sa stosunkowo odporne
na chemioterapig¢ i radioterapig.

— Komorki CSC po uszkodzeniu genotoksycznym
inicjuja autofagi¢ lub wchodza w stan senescencji,
moga przetrwac stres i naprawia¢ uszkodzenia DNA.

— Liczba i morfologia komoérek CSC zalezy od typu
nowotworu. W raku piersi nabtonkowe komorki
typu stem (Ep-CSC) stanowia okoto 6% komorek
nowotworowych.

— Immunofenotyp komoérek CSC zalezy od rodzaju
komorek. Komorki epitelialne stem (Ep-CSC) sa:
CD49f* (integryna), EpCAM?*, Aldh1A3*/Aldh1™ (de-
hydrogenaza aldehydowa) dodatnie.

Komorki mezenchymalne stem (Mes-CSC) sa: Ep-
CAM, CD49f", CD44" i CD24"".

— Komoérki CSC wykazuja ekspresjge genéow stanu
stem, genow embrionalnych, w tym tez genow ko-
moérek ESC, pewnych genéw mejotycznych i CTA
(antygenow nowotworowo-jadrowych).

— Komorki CSC maja duza zdolno$¢ repopulacji nowo-
tworu w organizmach immunoniekompetentnych
myszy. Do przeszczepu nowotworu wystarcza okoto
100 komoérek EpCAM?*, CD44*, CD24""° ludzkiego
raka piersi, ale az 50 000 niesegregowanych komorek
nowotworu. Te eksperymenty bardzo silnie potwier-
dzaja istnienie komorek macierzystych nowotworu.

Podobne komorki opisano w biataczkach, rakach
jajnika, ptuc, jelita grubego, tarczycy, w migsakach

i glejakach. Liczba komdrek CSC i ich wlasnosci zaleza

od rodzaju nowotworu, od jego stanu czynnosciowego

i od warunkéw $rodowiska (w tym od ci$nienia par-

cjalnego tlenu).

b. Metabolizm energetyczny komorek
CSC

Poczatkowo sadzono, ze charakterystyczna cecha
metabolizmu komodrek nowotworowych jest bardzo
aktywna glikoliza przy bardzo silnym zahamowaniu
oksydatywnej fosforylacji (efekt Warburga).

Komorki nowotworowe zuzywaja duze ilosci glu-
kozy i syntetyzuja bardzo duzo kwasu mlekowego.
Jednak pozniejsze badania Weinhousa wykazaty, ze
komorki nowotworowe wykazuja aktywna oksyda-
tywna fosforylacje, ale tylko przy wysokim pozio-
mie NAD™ i przy zwigkszonej ilosci glukozy w érodo-
wisku. W zwyktych warunkach tkankowych komorki
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Rys. 26. Metabolizm energetyczny komorek nowotworowych. (CK) — cykl Krebsa, (CP) — cykl pentozowy,
(GLI) — glikoliza, (L. TE) — tancuch transportu elektronéw, (AcCoA) — acetylokoenzym A, (ALD)

— aldolaza, (A-KEG) — a-ketoglutaran, (BUR) —

bursztynian, (CYT) — cytrynian, (F6P) — fruktozo 6

P, (FUM) — fumaran, (FH) — hydroksylaza fumaranu, (G6P) — glukozo 6P, (GA3P) gliceraldehydo
3 P, (GLU) — glutamina, (GLN) — glutaminian, (GLUK) — glukoza, (HK) — heksokinaza, (ICYT)
—izocytrynian, (IDH1/2) — dehydrogenazy izocytrynianu 1 i 2, (JAB) — jabtczan, (MLE) — mle-
czan, (MPC) — kompleks przeno$nikoéw pirogronianu w mitochondriach, (OAA) — szczawiooctan,
(3PG) — 3 P glicerol, (PGI) — fosfoglukoizomeraza, (PhDA) — kwas fosfatydylowy, (PYC) — kar-
boksykinaza pirogronianu, (PYG) — pirogronian, (R6P) — rybulozo 6P, (rN*) — rybonukleotydy, (SDH)
— kompleks dehydrogenazy bursztynianowej, (SER) — seryna.

nowotworowe metabolizuja wiecej glutaminy niz
glukozy.

Glowna komponenta komoérkowsa tkanki nowo-
tworowej sa ,,komorki nowotworowe czesciowo zroz-
nicowane”. Wbrew nazwie sg to komorki zdolne do
dalszych podziatow i by¢ moze zdolne do przemiany
w komorki CSC. Podzialy tych komorek zwykle nie sa
zbyt szybkie, ale nie podlegaja regulacji przez faktory
organizmu gospodarza. Komorki ,,zré6znicowane” uzy-

skuja energie gtownie z glikolizy, maja niewiele funk-
cjonalnych mitochondriéw i niski poziom ROS.
Komorki CSC korzystaja zarowno z glikolizy, jak
z oksydatywnej fosforylacji, typ metabolizmu zalezy od
rodzaju nowotworu. CSC raka piersi sg glikolityczne
nawet w wigkszym stopniu niz komorki ,,zréznicowa-
ne” nowotworu. Natomiast komorki stem melanoma,
raka trzustki czy raka jajnika maja wysoki poziom ok-
sydatywnej fosforylacji. CSC melanoma maja wysoki
poziom Pgcla.p (faktora biogenezy mitochondriow).
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Rys. 27. Kooperacja ,,zr6znicowanych” komoérek nowotworowych (glikolitycznych) i komorek korzystajacych

z oksydatywnej fosforylacji.

(A) — komorki korzystajace z oksydatywnej fosforylacji, (B) — komorki korzystajace z glikolizy,
(GLI) — glikoliza, (MIT) — mitochondria, (NK) — naczynia krwionos$ne. (GLUK) — glukoza, (GT)
— transporter glukozy Slc2A1.p/Glutl.p, (MCT1) — importer mleczanu Mctl.p, (MCT4) — eksporter
mleczanu Mct4.p, (MLE) — mleczan, (PYG) — pirogronian.

Pewna rozbiezno$¢ oceny metabolizmu komorek
CSC moze wynika¢ z réznorodnosci tych komoérek
w jednym nowotworze. W raku piersi obecne sa dwa
typy tych komoérek w zaleznosci od ci$nienia parcjal-
nego tlenu.

Pierwszym typem sg opisane powyzej komorki me-
zenchymalne stem (Mes-CSC). Takie komorki stem
w warunkach tlenowych sg zalezne od oksydatywne;j
fosforylacji, maja bardzo niska glikolizg¢, odwrotny
efekt Warburga i s3 komoérkami spoczynkowymi. Po-
wstaja z komorek nabtonkowych na drodze przejscia
epitelialno-mezenchymalnego (EMT). W warun-
kach hipoksji korzystaja z glikolizy. Staja si¢ komor-
kami migrujacymi i odgrywaja wazna role w two-
rzeniu przerzutow.

Drugim typem sa komorki epitelialne stem (Epi-
-CSC). Sa to silnie proliferujace komorki ze zdolno-
$cig do inwazji miejscowej. Maja ztozony fenotyp,
w warunkach beztlenowych wykazuja wysoka gliko-
lize, w warunkach tlenowych bardzo aktywna oksyda-
tywna fosforylacje. Powstaja z komorek Mes-CSC na

drodze MET (przej$cia mezenchymalno-nabtonkowe-
£0). Sa odporne na dziatanie metforminy.

Metabolizm energetyczny réznych komoérek nowo-
tworowych przedstawia rys. 26.

Jest takze mozliwe, ze w tkance nowotworowej ko-
morki zalezne od oksydatywnej fosforylacji i od gliko-
lizy moga przechodzi¢ w siebie nawzajem zaleznie od
lokalnego ci$nienia parcjalnego tlenu. Komorki te stale
kooperuja ze soba i wspomagaja wzajemnie swoj me-
tabolizm (rys. 27).

Komorki glikolityczne zwigkszaja ekspresje biat-
ka eksportera mleczanu Mct4.p i importera glukozy
Slc2Al.p/Glutl.p. Mitochondria tych komorek ulegaja
redukcji. Komorki zalezne od oksydatywnej fosforyla-
cji maja niska ekspresje importera glukozy, ale bardzo
wysoka importera mleczanu Mctl.p. Komorki te wy-
kazuja fenotyp podobny nieco do komoérek Epi-CSC
raka piersi.
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c. Glikoliza i OXPHOS w CSC

Komorki CSC roznig si¢ takze od komorek stem
tkanek dorostego organizmu (ASC). W warunkach
beztlenowych zarowno komorki ASC, jak i CSC sa
glikolityczne. W warunkach tlenowych komoérki ASC
pozostaja glikolityczne, ale CSC efektywnie inicjuja
oksydatywna fosforylacj¢. Pod tym wzgledem komor-
ki CSC przypominaja wczesne komoérki embrionalne
stem (ESC). Innym podobienstwem jest zdolno$¢ do
nieskonczonej samoodnowy obu typow komoérek ESC
i CSC.

Inna r6znica w metabolizmie energetycznym doty-
czy komorek zréznicowanych w normie i w nowotwo-
rach. Komoérki prawidtowe, nawet immortalizowane,
korzystaja gtownie z oksydatywnej fosforylacji.

»Zroznicowane” komorki nowotworowe sg im-
mortalizowane, nie sa jednak zdolne do repopula-
cji w organizmie immunoniekompetentnych biorcow.
W warunkach tlenowych komorki te sa glikolityczne,
chociaz trudno wyjasnic, jaka korzys¢ z tego odnosza.

Zahamowanie oksydatywnej fosforylacji jest
powodem zwigkszenia glikolizy w komoérkach. Takie
zahamowanie moze by¢ skutkiem inhibicji transportu
pirogronianu do mitochondriow.

Transport pirogronianu zalezy od kompleksu MPC
zawierajacego biatka Mpcl.p i Mpc2.p. Inhibitorem
kompleksu MPC jest acyano-(1-phenylindol-3-yl)
akrylan (UK5099). Skutkiem dzialania tego inhibitora
(w stezeniach mikromolowych) jest glikoliza aerobo-
wa, reprogramowanie chromatyny komorek i ekspre-
sja biatek stanu stem, zwtaszcza biatek PouSF1.p/
Oct4.p i Nanog.p. Synteza biatek MPC jest niska w no-
wotworach.

Zahamowanie OXPHOS obniza ROS w CSC, stabi-
lizuje stan spoczynkowy i samoodnowe.

Zachowanie nieuszkodzonej oksydatywnej fosfo-
rylacji jest tak samo wazne dla zachowania stanu stem
komoérek CSC. Inhibitory OXPHOS, jak metformina
czy menadion, hamujg wzrost komoérek nowotworo-
wych i obnizaja samoodnowe komoérek CSC. Réwniez
farmakologiczny blok podziatéw mitochondriow
hamuje samoodnowe komorek CSC.

Aktywacja glikolizy moze by¢ tez skutkiem wa-
runkow hodowli. Komorki CSC sg zazwyczaj hodowa-
ne w wielkim nadmiarze tlenu (normoksja to 21% tlenu
wobec 5-10% w tkankach) i w nadmiarze glukozy, co
promuje glikolize.

Zréznicowane komorki nowotworowe moga spon-
tanicznie nabywac¢ witasno$ci komorek CSC. Zalezy to
(zwlaszcza w raku piersi) od stabilizacji faktora hipoksji
Hiflao.p:

Mutacje IDH1 genu powoduja obnizenie poziomu
Idhl.p i brak syntezy a-ketoglutaranu, co zwieksza
poziom faktora Hifla.p. Mutacje genu IDH1 sa ob-
serwowane w glejakach, AML i rakach drog z61-
ciowych
— Mutacje genow kompleksu SDH powoduja blok
przemiany bursztynianu na fumaran i ogromny
wzrost poziomu bursztynianu. Jest to powodem
stabilizacji faktora Hifla.p. Mutacje genéw SDH sa
opisywane w nowotworach przewodu pokarmowego,
w rakach nerki i tarczycy, paraganglioma, feochro-
mocytoma, neuroblastoma.
— Mutacje genu FH (hydratazy fumaranu) powoduja
nagromadzenie fumaranu. To uszkadza dioksyge-
nazy zalezne od a-ketoglutaranu, jak Egln2.p/Phdl.p,
i zwigksza poziom Hifla.p. Mutacje genu FH po-
woduja raki nerek, raki jajnika, guzy z komorek
Leydiga, mig$niaki.

2. DDR W KOMORKACH
NOWOTWOROWYCH STEM

Nieodwracalne uszkodzenia DNA powoduja glow-
nie $mier¢ tych komorek nowotworowych, ktére nie sa
komorkami stem. Powoduje to zwickszenie procentowe;j
liczby komoérek CSC w populacji.

Podwyzszenie poziomu reaktywnych form tlenu
(ROS) w stresie przy$piesza réznicowanie komorek
CSC i obniza ich zdolno$¢ do tworzenia przerzutow.
Dlatego antyoksydanty jak N-acetylocysteina utatwiaja
tworzenie przerzutow.

Mniej powazne uszkodzenia DNA indukujg zaha-
mowanie cyklu komoérkowego, ktore jest odwracalne
i krotkotrwate — powoduja stan spoczynkowy (quie-
scent state). Powazniejsze uszkodzenia DNA indukuja
trwatle i nieodwracalne uszkodzenie proliferacji — powo-
duja senescencje komorek.

Decyzja o wejsSciu w senescencje zapada bardzo
wczesnie, gdyz inicjacja senescencji rozpoczyna si¢
dopiero w trzeciej dobie po uszkodzeniu, a naprawa
trwa nie dtuzej niz kilkadziesiat godzin.

a. DDR w fazie G1 cyklu
ZAHAMOWANIE CYKLU W STRESIE

Natychmiastowym skutkiem stresu komorkowego
w fazie G1 cyklu jest blok inicjacji fazy S.

Po wykryciu DSB (przez biatko Mdcl.p i kompleks
MRN) jest przytaczana kinaza Atm.p, ktéra fosforyluje
(w T68) i aktywuje kinazg Chek2.p/Chk2.p.

Po wykryciu SSB przez kompleks 9-1-1 (Rad9.p
— Radl.p — Husl.p) i kompleks klaspina (Clspn.p)



— Topbpl.p wigzana jest kinaza Atr.p i biatko Atrip.p,
ktore fosforyluja (w S345) i aktywuja kinazg Chekl.p/
Chkl.p w (rys. 28).

Ekspresja Atm.p zalezy od syntezy i akumula-
cji miR-15b 1 miR-16-2. Aktywacja Atm.p polega na
jej dimeryzacji i autofosforylacji. Kinaza Atm.p fosfo-
ryluje histon H2AX w S139. Tworzace si¢ ,,ognisko”
YH2AX wigze biatko Mdcl.p, ktore po ufosforylowaniu
przez Csnk2Al.p (kinaze kazeinowa II) przytacza E3
ligaze ubikwityny Rnf8.p.

Atm.p kinaza moze by¢ zahamowana inhibitorem
—Ku55933 (10 uM).

Kinaza Chek2.p/Chk2.p oligomeryzuje i ulega dal-
szej aktywacji przez autofosforylacje w treoninach
3791383 oraz w serynach 456 i 516. Kinaza Chek1.p/
Chkl.p rowniez oligomeryzuje i ulega autofosforylacji
w S296. Aktywowane kinazy CHEK fosforyluja wiele
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biatek, w tym fosfatazy Cdc25.p aktywujace przejscie
GI-S.

Aktywacja kinaz CHEK przez Atm.p i Atr.p jest
krotkotrwata, gdyz stymuluje takze ich poliubikwity-
nacje¢ i degradacje (utatwia to wyjscie komorki z blo-
ku w punkcie kontrolnym). Deubikwitynaza biatka
Chek2.p/ Chk2.p jest Usp7.p, ktorej aktywnos¢ zwiek-
sza napraw¢ typu HRR.

Cdc25A.p jest podwojnie specyficzng fosfataza
(defosforylujaca tyrozyny i seryny), ktéra we wczesnej
fazie G1 defosforyluje Cdk4Y17 i Cdk6Y24, a przed
faza S defosforyluje Cdk2T14 i Cdk2Y15. Aktywuje to
kinazy CDK fazy Gl, zwicksza fosforylacje pRb
iumozliwia transkrypcje mRNA biatek fazy S (zalezna
od faktorow transkrypcji E2F).
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Rys. 28. Zahamowanie cyklu komoérkowego i indukcja apoptozy jako najwczesniejsza odpowiedz komorki

na stres genotoksyczny.

(SSB) — przerwa jednotancuchowa DNA, (DSB) — dwutancuchowa przerwa DNA, (C) — Clspn.p
(klaspina), (m) — Mdm2.p, (MRN) — kompleks Mrell.p — Rad50.p — Nbn.p/ Nbs.p, (NU) — jaderko,

(NUK) — nukleosom, (Pa) —
(G1-S-M-G2) — fazy cyklu komérkowego.
(1) — Chekl1.p/Chkl.p, (2) —

Gltscr2.p/Pictl.p, (11) — Rpl11.p.

izoforma p53a, (pR) — pRb, (R) — kompleks RPA, (T) — Topbpl1.p,

Atr.p, (3) — Atrip.p, (4) — Nbs.p/Nbn.p, (5) — Csnk2A1.p/Ck2.p, (6) — Atm.p,
(7) — Chek2.p/Chkl.p, (8) — Cdc25A.p, (9a) —

Cdk4/6.p, (9b) — Cdk2.p, (10) — biatko jaderkowe

Aktywacja pRb oznacza jego defosforylacje zwigkszajaca wigzanie E2F.
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Kinaza Chekl.p/Chkl.p fosforyluje Cdc25A.p
w S76, co ulatwia jej dalsza fosforylacje w S79
1 S82 przez kinaze kazeinowa Csnk1Al.p. Po fosfo-
rylacji Cdc25A.p jest ubikwitynowana przez E3 ligazg
SCF i inaktywowana.

Kinaza Chek2.p/Chk2.p fosforyluje Cdc25A.p
w S123.

Ekspresja genu CDC25A zalezy takze od bial-
ka E2F1.p. Promotor genu CDC25A zawiera sekwen-
cje A wigzaca pRb (w fazie GO i wezesnej fazie Gl)
i sekwencje B wiazaca E2F1.p po rozpadzie kompleksu
pRb — E2F1.p. Cdc25A.p zwigksza aktywnos¢ ki-
nazy Cdk2.p, ale kompleks cyklina E1 — Cdk2.p fos-
foryluje Cdc25A.p w N-terminalnej domenie i zwigk-
sza jej aktywno$¢. To dodatnie sprzgzenie zwrotne ma
znaczenie w przej$ciu komorki przez punkt restrykceyj-
ny R fazy Gl.

Ekspresja genu CDC25 jest tez stymulowana przez
faktory transkrypcji Atf3.p, Stat3.p i dimer Myc.p —
Max.p. Translacja mRNA CDC254 jest stymulowana
przez biatko Boll.p (podobne do biatka mejotycznego
Boule.p).

Do faktoréw, ktore hamuja ekspresje Cdc25A.p,
zalicza si¢ p53 (ale p53 nie wigze bezposrednio promo-
tora CDC25A), hipoksje¢ i szok termiczny. W hipoksji
blok ekspresji Cdc25A.p zalezy od CdknlA.p/p21 i od
miR-21 RNA. Mutacje genu p53 w nowotworach skut-
kuja zwykle wysokim poziomem Cdc25A. W raku
piersi podobny skutek ma nadmierna aktywno$¢ de-
ubikwitynazy Uspl7L2.p/Dub3.p.

Bialtko p53 jest waznym inhibitorem cyklu ko-
morkowego w DDR. W przypadku braku stresu po-
ziom p53 pozostaje niski, gdyz jest ono skompleksowa-
ne z Mdm?2.p — E3 ligaza ubikwityny.

Ponadto p53 jest defosforylowane przez Wipl.p/
Ppml1D.p fosfatazg, ktorej ekspresja jest hamowana
przez miR-15b i miR-16-2.

Wipl.p reguluje tez reakcje DDR przez defosfory-
lacje YH2AX, kinaz Atm.p, Atr.p i CHEK. Wipl.p ha-
muje izoforme¢ ARF biatka Cdkn2A.p, ktore aktywuje
biatko Mdm2.p.

Aktywno$¢ p53 mozna zahamowac¢ drobnocza-
steczkowym inhibitorem Pifithrin o (S0uM).

We wczesnym okresie po detekcji uszkodzenia
DNA i po aktywacji kinaz Atm.p i Atr.p regulacja po-
ziomu p53 nie zachodzi na poziomie transkrypcji, ale
przez stabilizacje istniejacego biatka, zwiekszenie
translacji i jego uwolnienie z komplekséw w jadrach
komorkowych.

Stabilizacja p53 polega na zahamowaniu aktyw-
no$ci E3 ligazy ubikwityny Mdm?2 p i na jej separacji
od p53. Stabilizacja zalezy takze od wtérnych mody-

fikacji p53 — acetylacji i deacetylacji (przez Sirtl.p),
fosforylacji i defosforylacji przez fosfatazg Ppm1D.p/
Wipl.p.

Aktywacja translacji p53 zalezy od bialek wia-
zacych mRNA. ElavL1.p/Hur.p wiagze mRNA p53
(1 mRNA apoptotycznego faktora Bax.p) oraz zwick-
sza ich stabilno$¢. W stresie ElavL1.p/HuR.p jest fos-
forylowany przez Chek2.p/Chk2.p, co zwigksza jego
aktywno$¢ i stabilnos¢.

Ekspresja p53 jest takze zwigkszana przez Nutlin
3a (drobnoczasteczkowy analog cis-imidazolu), ktory
hamuje Mdm?2.p.

W jadrach komoérkowych istnieje kompleks p53a
(izoforma o) z biatkiem Mdm2.p. Ten kompleks de-
stabilizuje p53a. W jaderkach znajduje si¢ kompleks
biatek Gltscr2.p/Pictl.p i Rplll.p. W stresie genotok-
sycznym biatko Gltscr.p/Pictl.p jest fosforylowane
przez kinaze Atm.p (w S233 i w T289) i uwalnia biatko
Rplll.p z kompleksu. Biatko Rplll.p wiaze silnie
Mdm2.p i uwalnia biatko p53a. Wzrost aktywnosci
izoformy p53a obserwowany w pierwszych godzinach
po irradiacji jest gtdwnie spowodowany uwolnieniem
p53a z jader komorkowych (rys. 28).

P53a raczej hamuje ekspresje biatek naprawy DNA
(Rad51.p, biatka kompleksu RPA, biatka Wrn.p
i RecqlL4.p), a transaktywuje ekspresje gendw apopto-
zy (BAX i BAK).

Ekspresja ta jest silnie aktywowana przez izoforme
p33 biatka supresorowego Inglb.p, ktéra stymuluje
synteze niekodujacego linc-RNA-p21. To RNA w obec-
nosci biatek Inglb.p i p53 tworzy kompleks w pro-
motorach genow BAX i BAK (i w promotorze genu
CDKNI1A/p21).

Ponadto kompleks Inglb.p, p53, Bax.p i Bak.p uwal-
nia cytochrom c z mitochondriéw i inicjuje wewnetrzng
drogg apoptozy.

Translacja p53 (i Rad51.p) jest bezposrednio ha-
mowana przez miR-34a, ktérego poziom rosnie po irra-
diacji. Takze MALATI RNA (metastasis associated
long non coding RNA adenocarcinoma transcript 1)
hamuje ekspresje biatek MybL2.p i p53. Deacetylaza
Sirtl.p tez hamuje p53, natomiast kaweolina zwigksza
aktywnos$¢ p53.

NAPRAWA DNA W FAZIE G1

Zahamowanie cyklu komoérkowego pozwala na
inicjacje naprawy DNA. Biatko p53a silnie stymulu-
je ekspresje Mdm2.p i po osiagnieciu maksymalnego
poziomu w okoto 4 godziny po irradiacji jego ilos¢ za-
czyna male¢. Zwieksza si¢ natomiast ekspresja izofor-
my A133p53, ktorej transkrypcje inicjuje wewnetrzny
promotor. A133p53 nie posiada domeny transakty-
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wacji i regionu bogatego w proling i nie ma zdolno$ci
aktywacji genéw apoptotycznych. D133p53 izoforma
nie moze wigza¢ biatka Mdm?2.p, co zwieksza jej sta-
bilnos¢.

Maksymalny poziom izoformy A133p53 w ko-
morkach jest obserwowany 24 godziny po irradiacji.
Biatko wchodzi w kompleksy stymulujace ekspresje
genow RADSI, LIG4, RADS2 i innych genow waz-
nych dla naprawy HRR, SSA i NHEJ. Brak A133p53
obniza efektywnos$¢ naprawy DNA i zwigksza ilo$¢
DSB (rys. 29).

Bialka naprawy w fazie G1

Kinazy CHEK (gtownie Chek2.p/Chk2.p) fos-
foryluja wiele innych biatek (poza p53 lub Cdc25A),
w tym: histon H3 w T11 i regulatory DDR i cyklu ko-
moérkowego p73, MdmX2.p, Pml.p i biatka E2F.

E3 ligazy ubikwityny Rnf8.p i Rnf168.p sa
przytaczane przez ufosforylowane biatko Mdcl.p
i dzialajac wspolnie, poliubikwitynujg histony H2A
1 H2AX w K119. Lancuchy poliubikwityny wigza biat-
ka Uimcl.p/ Rap80.p, Fam175A.p/Abral.p i Brcal.p.

Parpl.p — polimeraza poli (ADP-rybozy) jest fak-
torem zwickszajacym wigzanie komplekséw naprawy
DNA: MRN i NHEJ. Odgrywa role w ALT-NHEJ,
w reperacji peknig¢ jednotancuchowych i w bloku
przesuwania si¢ widetek replikacyjnych. Poli ADP-ry-
boza (PAR) przylacza sie do bialek wiazacych RNA
(Rbm14.p, RbmX.p, Ewrsl.p/Ews.p i do biatka Fus.p
koniecznego do tworzenia ,,ognisk” YH2AX w regio-
nach peknig¢ dwutancuchowych DNA).

Bialko Bmil.p w kompleksie z E3 ligazg ubikwi-
tyny Rnf2.p/Ringl.p monoubikwitynuje histon H2A
w lizynie 119. W DDR ubikwitynacja H2A-K119 ak-
tywuje naprawe DNA typu HR i NHEJ.

Ektopiczna ekspresja Bmil.p hamuje tworze-
nie ognisk YH2AX w komoérkach MCF7 raka piersi
1 zmniejsza aktywno$¢ kinazy Atm.p (podobnie w ko-
morkach prawidtowych nablonkéw gruczotu piersio-
wego — MCF10A).

To obnizenie aktywno$ci Atm.p wynika gtownie
z konkurencji o wigzanie Nbsl.p z kompleksu NMR.
Punkt kontrolny DDR zalezny od Atm.p jest glowna
bariera transformacji nowotworowej. W komorkach
MCF7 biatko Bmil.p zwigksza ponadto aktywno$¢
kinazy Aktl.p.

Nadekspresja Bmil.p powoduje uszkodzenie
funkcji mitochondriéw i znacznie podwyzsza poziom
komoérkowego ROS. Bmil.p jest najprawdopodobnie;j
markerem jelitowych komorek stem.

Biatko Bmil.p promuje transformacje nowotwo-
rowa i wspotdziata z biatkiem Myc.p (ktore jest ak-
tywatorem ekspresji genu BMII). Biatko Bmil.p jest

dodatkowo aktywatorem telomerazy w komoérkach
nablonkéw gruczotu piersiowego.

Kinaza mTor.p stymuluje biatko FancD2.p, co
aktywuje kinazy Atm.p i Atr.p, przy$piesza reperacje
DNA i podwyzsza odporno$¢ komoérek nowotworo-
wych na faktory genotoksyczne.

Bialka wigzace RNA (RBP)

Biatka wiazace RNA sg czesto bezposrednimi
substratami kinaz Atm.p i Atr.p. Do bialek RBP od-
grywajacych wazna role w DDR zalicza sig:

— Rbml4.p. Biatko to ma domen¢ PRL (prion like
domain), ktéra obecna jest takze w innych biatkach
RBP (jak Ewsrl.p/Ews.p i Fus.p/Tls.p — biatko
stwardnienia zanikowego bocznego).

Amplifikacja i wysoka ekspresja genu EWSRI jest
obserwowana w komorkach nowotworowych, a takze
w komorkach embrionalnych i komérkach stem.
Domena PRL wiaze biatko Tarbp2.p/Trbp.p (thyro-
id hormone receptor binding protein), jak rowniez
acetyltransferazg p300, synaptotagming (Sytl.p),
Runx2.p/Aml3.p i Taf15.p (biatko RBP z kompleksu
TFIID).

Biatko Rbm14.p wigze tez biatko Xrcc5.p/KUS80.p
(uczestniczace w naprawie typu NHEJ), biatko
Parpl.p i niekodujacy RNA NEAT] (faktor stabilizu-
jacy Rbm14.p w jadrowych ,,paraspeckles”).
Zupeltny brak Rbm14.p destabilizuje komorki CSC
i czyni je wrazliwymi na promieniowanie jonizuja-
ce, obniza autofosforylacje Prkdc.p/Dnapkdc.p (co
hamuje naprawe typu NHEJ).

— RbmX.p wiaze regiony DSB i SSB przez PAR.
Brak RbmX.p obniza wigzanie Brca2.p i naprawe
DNA typu rekombinacji homologiczne;.

— Prpl9.p/Pso4.p jest E3 ligaza ubikwityny, ktora re-
guluje dojrzewanie pre-mRNA, ubikwitynuje biatka
U4SnRNP, wigze tez RNA polimeraze 11 i helika-
ze Wrn.p. W kompleksie z Prpl19.p jest takze biatko
Cdc5L.p — aktywator punktu kontrolnego Atr.pire-
gulator przejscia faz G2-M.

— Brecal.p wigze liczne mRNA (jak: ATRIP, BACHI,
BCLAFI i EXOI). Biatko jadrowe Bclafl.p (Bc/2.p
associated factor) odgrywa role w wycinaniu intro-
néw i stymulacji apoptozy.

— HnRNP-ULL1.p jest sensorem DSB. Wiaze ono
biatko Mrell.p, stymuluje wycinanie konca 5> DSB
i naprawe typu HRR, stabilizuje helikaze Blm.p.

Rola MikroRNA

— nadekspresja miR-29b-3p, miR-197, miR-494 1 miR-
-428b zwigksza odpornos¢ komorek na doksorubicy-
ne,
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— miR-138 dziala na mRNA H24X i ERCCI i obniza
reperacje DSB,

— miR-513-3p dziala na mRNA GSTPI, ktory koduje
S-transferaze glutaminy zwickszajaca odpornosé na
cisplatyne (tak jak miR-513-3p).

Rola LncRNA (dtugiego niekodujacego RNA).

— IncRNA DDSRI. Ekspresja tego RNA zwigksza si¢
w obecnosci DSB i odgrywa role w systemie napra-
wy HR.

— Ekspresja IncRNA bc06912 jest regulowana przez
biatko p53. Obecno$¢ tego IncRNA hamuje apoptoze,
wiaze biatka Parpl.p i Nmpl.p (nukleofosming).

— IncRNA FALEC (focally amplified long non coding
RNA in epithelial cancer). Czgsto obserwowana
jest amplifikacja genu i nadekspresja tego IncRNA
w nowotworach nabtonkowych. Wyciszenie eks-
presji IncRNA FALEC hamuje wzrost komorek
niezalezny od podtoza i zwigksza senescencje.
IncRNA FALEC stabilizuje takze helikazg Bmil.p.

— IncRNA MEG3 kontroluje ekspresje bialek p53
i Bel2L1.p/BelXL.p. IncRNA MEG3 wptywa tez
na odpornos¢ komorek na cisplatyne,

DDR W POZNEJ FAZIE G1

Po 48 godzinach od stresu genotoksycznego, gdy
reperacja uszkodzen nie jest skutecznie przeprowa-
dzona, komoérki wchodza w stan wyciszenia wzro-
stu (quiescent state) lub w stan statego zahamowania
wzrostu (stan senescencji), aby unikna¢ §mierci w fazie
syntezy DNA.

Szlak p53 — CdknlA.p/p21

W poznej fazie G1 ponownie wzrasta poziom izo-
formy p53a. Stymuluje to ekspresje bialek senescenc;i,
réznicowania, angiogenezy i autofagii. Ponownie po-
jawia sie blok ekspresji genéw naprawy DNA. Stale
utrzymywane jest zahamowanie inicjacji fazy S cyklu
komorkowego (rys. 29).

P53a wiaze promotory aktywowanych genow
jako tetramer. Obecno$¢ zmutowanych biatek p53a
(zwlaszcza R248Q) powoduje powstanie toksycznych,
a by¢ moze karcynogennych oligomerow p53.

Zahamowanie cyklu przed inicjacja fazy S chroni
komorki przed katastrofa syntetyczng i przed wejsciem
w faze G2 cyklu z uszkodzonym DNA. To zahamowa-
nie pozwala na zachowanie zdolnosci do proliferacji
(jedynie w przypadku wyciszenia cyklu — uzyskania
stanu kwiescencji).

Cdkn1A.p/p21 jest waznym biatkiem, ktorego syn-
teza jest stymulowana przez p53. Biatko to spetnia wie-
le funkcji:

— Aktywuje synteze biatka Ppmid.p/Wipl.p, ktore ha-
muje p53 i Chekl-2.p, ale stymuluje Atm.p — kinaze
aktywujaca p53.

— Hamuje kompleksy kinaz zaleznych od cyklin:
Cdk2.p — CenE.p, Cdk4.p — CenD.p i Cdk6.p — Ce-
nD.p, hamujac fosforylacje pRb.

— Hamuje apoptoze przez zahamowanie kaspaz: 3, 8,
9, 10, kinaz stresu, jak: Mapk9.p/Sapk.p i Askl.p/
Map3kS5.p (aktywujacej Mapk9.p i Mapk8.p/Ink.p).

— Hamuje apoptoze przez blok uwalniania cytochro-
mu ¢ z mitochondrioéw.

— Fragment 15 kDa biatka Cdkn1A.p/p21 (wynik cigcia
biatka p21 przez kaspaze 3) jest silnym aktywatorem
apoptozy.

— Hamuje ekspresje gendéw cyklu komorkowego.

— Stymuluje ekspresje genow antyapoptotycznych.

— Stymuluje ekspresje genow senescencji.

— Aktywuje ekspresje kinazy Atm.p.

Regulatorami ekspresji CdknlA.p/p21 sa:

— Linc-RNA-21, aktywuje transkrypcje genu p21/
CDKNIA.

— FALECI IncRNA/FALI IncRNA (focally amplified
IncRNA chromosome 1), hamuje syntezg Cdkn2A.p/
p21 i stablilizuje biatko Bmil.p.

— BANCR IncRNA aktywuje CdknlA.p/p21 i hamuje
przejscie faz Gl — S cyklu komorkowego.

— PANDAR IncRNA wiaze CdknlA.p/p21 w stresie
genotoksycznym. W proliferujacych komorkach jest
blokowany przez Hnrnp-U.p/Safa.p, z ktéorym two-
rzy kompleks blokujacy ekspresje genu CDKNI1A.
Wyciszenie genow PANDAR i HNRNP-U.p
zwigksza ekspresje genu CDKNI1A i hamuje prolife-
racje.

Szlak sygnalizacji: cytokiny — Mapk — Ingla.p —
pl6 — pRB - E2F

Ta droga transmisji sygnalu w fazie G1 takze pro-
wadzi do zahamowania cyklu zyciowego. Jej stymu-
latorami sg najczgsciej brak produktow odzywczych,
obecnos¢ cytokin (na przyktad Wnt.p), stres oksyda-
cyjny i mitochondrialny.

Nastepuje aktywacja kinaz stresu (Mapkl.p/p.38-
Mapk.p), duzej izoformy biatka InglA.p i inhibitorow
kinaz Cdk2.p, Cdk4.p i Cdko6.p — (Cdkn2A.p/pl6 i p57/
Cdkn1C.p). Inhibicja kinaz zaleznych od cyklin unie-
mozliwia fosforylacje¢ biatka pRb, uwolnienie faktora
transkrypcji E2F1.p, inicjacje syntezy DNA i postep
cyklu komorkowego.

Bialko p53 metylowane w lizynach 370 i 372
tworzy kompleks z biatkiem Fbx022.p i hamuje eks-
presje genu CDKN2A. Stabilizacja dimetylowanego



pS3 zalezy od biatka Phf20.p. Wigzanie demetylazy
Kdm4A.p i E3 ligazy ubikwityny (kompleksu SCF)
do FoxO22.p powoduje demetylacjg, ubikwitynacje
1 w efekcie zniszczenie biatka p53. To zwicksza synte-
z¢ biatka Cdkn2A.p/pl6 i zatrzymuje cykl komorkowy
w fazie G1.

Bialko Bmil.p znajduje si¢ w kompleksie biatek
Polycomb (PRC1). Z E3 ligazg ubikwityny Rnf2.p/
Ringl.p tworzy kompleks monoubikwitynujacy histon
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H2A w lizynie 119. Hamuje to ekspresj¢ licznych ge-
now (w tym genu CDKN2A/pl6).

Lnc-RNA. Ekspresja genu CDKN2A zalezy tez od

obecnosci dtugich niekodujacych RNA:

— VAD IncRNA reguluje strukture chromatyny w lokus
CDKN2A i aktywuje jego transkrypcje.

— CDKN2BASI-IncRNA antysensowny RNA do lokus
CDKN2A.

— IncRNA HOTAIR wiaze biatko Ezh2.p/Kmt6.p (me-
tylotransferaz¢ H3K27me3) represor transkrypcji

Geny WRN, Geny WRN,
RPA, RADS51 RPA, RADS1
RECQ4 RECQ4
Geny HR Geny autofagii,
Geny NHEJ angiogenezy,
Geny SSA réznicowania

,, |
g s O
Il

REPLIKACJA @

Geny sene-
scencji

STRES
9
— 10
plé6

Rys. 29. DDR w fazie Glcyklu komoérek nowotworowych.

(A) — Izoforma Arf.p, (BR) — Brcal.p, (GFR)

— receptory faktoréw wzrostu (M) — Mdm?2.p,

(MRN) — kompleks Mrell.p — Rad50.p — Nbsl.p, (NU) — nukleosom, (R1) — miR16b i miR-16-2,

(P) — reszta fosforanowa, (SPOCZ) — faza spoczynkowa, (U) — ubikwityna,

(1) — biatko Nbsl1.p z kompleksu MRN, (2) — Mdcl.p. (3) — E3 ligaza ubikwityny Rnf8.p,(4) — Uimc1.p/
Rap80.p, (5) — kinazy Chek2.p i Chekl.p, (6a) — izoforma biatka p53a, (6b) — izoforma A133p53a,
(7) — fosfataza Ppm1D.p/Wipl.p, (8) — biatko Fam175A.p/Abraxas.p, (9) — Mapk1.p/p38-Mapk, (10) —

Bmil.p, (11) — kompleks cyklina E — Cdk2.p, (1

biatka E2F, (14) — kinaza Akt1.p, (15) — Tscl.p —

2) — kompleksy cyklin D z Cdk4.p i Cdké6.p, (13) —
Tsc2.p, (16) — Rheb.p.

Zahamowanie aktywnosci biatka pRb oznacza jego fosforylacje.
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w kompleksie Polycomb. Zmniejsza ekspresje genu
CDKNI1A ireguluje odpornos¢ komorek na cispla-

tyng.

STAN WYCISZENIA PROLIFERACJI
W G1

Uszkodzenia DNA moga powodowaé zatrzyma-
nie cyklu komérkowego i przejscie komdrek nowotwo-
ru w stan braku aktywnosci z fenotypem mezenchymal-
nym (typ przejscia EMT). Takie komorki sg podobne
do komorek CSC (CSC-L). Przejscie EMT zalezy od
akumulacji biatka p53a, od zwigkszenia ekspresji biat-
ka CdknlA.p/p21, a takze od dzialania faktora wzrostu
TgfB.p, stymulujacego regulator transkrypcji Snai2.p/
Slug.p i fosfataze PtpN14.p/Pez.p. Fosfataza ta zwrot-
nie aktywuje Tgf.p i nasila proces EMT.

W fazie G1 reperacje DNA typu HRR, c-NHEJ,
SSA, BER lub NER sa mato aktywne (poza naprawa
alt-NHEJ). Przyczyng zahamowania jest wysoka eks-
presja Cdkn1B.p/Kipl.p.

Przyczynami wyciszenia komoérek CSC-L sa:

— Zahamowanie aktywnosci kinaz zaleznych od cy-
klin przez aktywacj¢ inhibitorow CdknlA.p/p21,
CdknlC.p/p57 i Cdkn2A.p/pl6.

— Ekspresja inhibitora Cdk2.p — biatka Cdk2apl.p.
Obok hamowania fosforylacji pRb Cdk2apl.p hamu-
je inicjacje syntezy DNA przez wigzanie DNA poli-
merazy o. Brak Cdk2apl.p obserwowany jest czgsto
w nowotworach, ale w fibroblastach brak ekspres;ji
prowadzi do zahamowania cyklu komérkowego i blo-
ku proliferacji.

— Ekspresja miR-15b i miR-16-2 po ekspozycji komorek
na promieniowanie reguluje poziom sygnalizacji
Atm.p — Chek?2.p — p53.

— IncRNA-p21 wptywa na ekspresje CdknlA.p/p21
1 wielu innych genow, ktorych ekspresja jest regulo-
wana przez p53. Hamuje proliferacje.

— Ekspresja bialek Zabl.p, Smail-2.p i Twist.p.

— Hipoksja spowodowana brakiem unaczynienia.

— Brak koordynacji dziatania faktoré6w wzrostu i biatek
adhezji komorkowe;.

— Obnizenie sygnalizacji szlaku Mapk1.p/Erk.p.

b. Senescencja w fazie G1 cyklu

Senescencja wydaje si¢ by¢ mechanizmem ochron-
nym przeciw transformacji spowodowanej niestabil-
noscig chromosomow (przez skracanie telomerow),
niestabilno$cia genomowa (przez pekniecia dwutan-
cuchowe DNA) lub mutacjami onkogenéw (rys. 30).

Osiagnigcie stanu senescencji trwa okoto 3 dni od
jej inicjacji. W ciagu pierwszej doby tego procesu
obserwuje si¢ gwattowng inicjacje syntezy DNA.

Biatko Cdc6.p znajduje si¢ w miejscu ORI od kon-
ca poprzedzajacej mitozy i blokuje ekspresje genu
CDKN2A/ARF (ORI replikacji znajduje si¢ w promo-
torze ARF). Inicjacja Pre-RC uwalnia Cdc6.p i umozli-
wia transkrypcje genu ARF.

W czasie nastepnych dwoch dni trwa proces auto-
fagii z przebudowa struktury komorki. Proces inicjacji
senescencji jest zalezny gtownie od szlaku metabolicz-
nego Arf.p — p5S3 — CdknlA.p.

Wieloletnia obecnos¢ stabo funkcjonalnych komo-
rek, produkujacych szkodliwe substancje (zapalne
cytokiny), wydaje si¢ by¢ niebezpieczna. Komorki
w stanie senescencji mozna poréwnac do ,,0swojo-
nych” komoérek przednowotworowych.

Nalezy przy tym pamigtaé, ze ,,dobra komoérka no-
wotworowa jest martwa komorka nowotworowa”. Jak
zatem mozna by wyjasni¢ akumulacje senescentnych
komorek?

— Senescencja moze by¢ tylko artefaktem doswiad-
czalnym (Rene Bernards). Nabtonkowe komorki ho-
dowane in vitro na plastikowych podtozach ulegaja
senescencji, podczas gdy te same komorki hodowane
na warstwie odzywczej komorek zachowuja zdolno$é
do proliferacji. Markery senescencji (SAPgal pH-6)
sa tez obecne w stanie immortalizacji.

— Senescencja moze by¢ mechanizmem antywiruso-
wym. W czasie autofagii komoérka usuwa struktury
i produkuje prozapalne cytokiny, ktére powoduja
senescencj¢ komorek sasiednich.

Apoptoza mogtaby by¢ niebezpieczna ze wzgledu na
mozliwo$¢ uwolnienia wirusow.

— Akumulacja komoérek w stanie senescencji jest
wazniejsza od ubytku ASC dla starzenia si¢ tkanek
i dla procesu transformacji. Senescencja chroni przed
transformacja komoérki organizmu mlodego, ale po-
woduje nowotwory w starym organizmie (,,anta-
gonistyczna plejotropia” — teoria Judith Campisi).
Istotnie w tkankach dzieci jest tylko 1% komorek
w stanie senescencji, podczas gdy u ludzi starych do
20%.

— By¢ moze komoérki w stanie senescencji sa szybko
usuwane z tkanek (u ludzi mtodych) przez fagocytoze
i inne mechanizmy. To nie moze by¢ obserwowane
w hodowli komoérkowej in vitro. U ludzi starych
ten mechanizm usuwania komoérek moze by¢ niewy-
dolny.

— Gromadzenie komorek w senescencji moze odgry-
wacé rolg w zaprogramowanym starzeniu i §mierci
organizmu (co jest ewolucyjnie korzystne).



Sa korelacje migdzy senescencja komorek a starze-
niem si¢ organizmu. U starych ssakow obserwuje sig¢
utrate aktywnosci Kmt6.p/Ezh2.p, mata metylacje hi-
stonow H3K9mel/me3 i H3K27me3. To zwicksza eks-
presje elementow powtarzalnych i ich rekombinacje.

Calkowita ilo$¢ 5-metylocytozyny w DNA komo-
rek w stanie senescencji jest obnizona, ale promotory
pewnych gendow sa nadmiernie metylowane. Podobne
zmiany metylacji DNA s3 obserwowane w komorkach
nowotworowych.

Inhibitory HDAC powoduja zwykle senescencje
komorek. Myszy Sirt5” starzejg sie, a resweratrol (ak-
tywator sirtuiny) wydtuza zycie.

Defekty samoodnowy i zmniejszenie liczby ASC
powoduje przedwczesne starzenie (jest to argument
przeciw teorii Campisi). Szczegdlnie nadekspresja
p53 zmniejsza liczbe Hem-ASC u myszy i powoduje
starzenie. Nadmiar p53 zmniejsza podatno$¢ myszy na
nowotwory.

Starzenie si¢ moze takze wynikac ze zmniejsze-
nia liczby zréznicowanych, funkcjonalnych komo-
rek tkanek. Defektywna ekspresja Pcgf2.p/Mell8.p
lub hipomorficzne mutanty BRCA1 (jak na przyktad
myszy BRCA"H) wykazujg matg zdolnos¢ do samo-
odnowy ASC, przedwczesne starzenie i sktonnos¢ do
NOWOtWOorow.

Wazna role w regulacji czasu zycia i procesu sta-
rzenia si¢ organizmu (a takze podatnosci na nowotwo-
ry) grajg biatka rodziny p53. Poziom aktywnego p53
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zalezy od syntezy de novo, od modyfikacji biatka, jak
fosforylacja, acetylacja i ubikwitynacja i od jego de-
gradacji. [lo$¢ biatka p53 w ludzkich ASC jest mala,
w mysich ASC p53 jest obecny, ale nieaktywny.
W komorkach w stanie senescencji obecna jest izofor-
ma p53p (izoformy A133p53 jest bardzo mato).

Pacjenci p53* (z zespolem Li-Fraumeni) sa
wysoce podatni na nowotwory, a czas ich zycia
ulega skroceniu. Myszy p53*™ ze skrocong izoforma
pS3 (allel ,,m” zawiera tylko eksony 7 do 11, produkt
biatkowy jest bardziej stabilny i aktywny) sa odporne
na nowotwory, ale dlugos¢ ich zycia ulega skréceniu
0 30%, ekspresja allela m u heterozygot jest niska.

»Super p53” myszy maja dodatkowe kopie pra-
widlowego genu kodujacego p53. Ekspresja biatka p53
jest niska w warunkach prawidtowych, ale bardzo wy-
soka po uszkodzeniach DNA. Te super p53 myszy sa
oporne na nowotwory, ale nie wykazuja zadnych ob-
jawow przedwczesnego starzenia si¢. Podwojne super
pS3/super Arf.p/pl9 myszy sa oporne na nowotwory
i sprawnie usuwajg komoérki z uszkodzonym DNA
bez objawdw przedwczesnego starzenia sie.

Mysie heterozygoty zawierajace allele zerowe lub
hipomorficzne genu MDM?2 i wykazujace tylko 30%
normalnej aktywnosci Mdm2.p maja wysoki poziom
p53. Sa oporne na powstawanie nowotworow i maja
normalny czas przezycia.

OIS

miRNA

Eﬁts P Il’}afp ErOZJa miR-34a,

p, rten.p, Telomeru R-138
Klf4.p, Runx.p mi

anty-miRNA™*
Dnmt.p*
inhibitory

Glikoliza®

Epigenet.

SIS
stres oksy-
dacyjny

defekt DNA
senescencja
indukowana

DNA met.

Puma.p
14-33c.p
Wigl.p

Rys. 30. Rdozne typy senescencji komorkowej: (OIS) — senescencja indukowana onkogenami, (RS) — sene-
scencja replikacyjna, (SIS) — senescencja indukowana stresem oksydatywnym.

Inhibitory senescencji w lewej kolumnie, gwiazdki —

mozliwe punkty interwencji terapeutyczne;j.

Inhibitory Cdk.p: flawopiridol, roskowityna, UCN-01 (raczej indukuja apoptozg komorek).
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Badania polimorfizmu genu TP53 u ludzi w 72
reszcie aminokwasowej dowodza, ze:
— Genotyp Pro — Pro zwigksza ryzyko nowotworu
2,54 razy, ale tez zwigksza przezycie o 40%.
— Allel Arg aktywuje apoptoze komorek.

AN630.p — dominujaco negatywna izoforma biat-
ka p63 moze tez przyspieszac procesy starzenia sie.

Wiadomosci na temat wplywu biatek rodziny p53
na czas zycia nie sg kompletne.

FENOTYP WCZESNEJ SENESCENCJI

Dawniej powszechny byt poglad, ze komorki w sta-
nie senescencji sa zawsze w fazie Gl cyklu. Fenotyp
takich komorek jest bardzo charakterystyczny:

— komorki powiekszaja sie,

— stajg si¢ plaskie z ziarnista cytoplazma,

— zachodza zmiany sktadu i lokalizacji biatek cyto-
skeletonu i adhezji komorkowe;,

— maleje ekspresja laminy Bl, ktéra wiaze sekwencje
MAR w DNA i domen LAD (lamin associated
chromatin domains),

— maleje ilo$¢ tacznikowego histonu HI,

— ros$nie poziom biatka HmgA?2.p,

— inicjowane sa modyfikacje epigenetyczne chroma-
tyny z reorganizacja subdomen TAD (topologically
associated domains), podobnie jak w czasie roznico-
wania,

— maleje ekspresja biatek grupy Policomb (PCG) i licz-
ba komplekséw tych biatek,

— aktywuje si¢ system autofagii (gtéwnie w czasie
dwoch pierwszych dni senescencji), potem autofagia
hamuje senescencje,

— wysoki jest poziom cyklin fazy Gl1 (cyklin D i cykli-
ny E, a niski cyklin fazy G2 (cyklin B),

— poziom biatka inhibicyjnego CdknlA.p/p21 jest wy-
soki w poczatkowej fazie, a Cdkn2A.p/pl6 w p6z-
niejszej fazie senescencii,

— biatko pRb jest defosforylowane,

— aktywuja si¢ enzymy lizosomalne, w tym marker se-
nescencji — SA-B-galaktozydaza,

— ros$nie ekspresja RNA sekwencji SINE i LINE,

— aktywuje si¢ transkrypcja wielu mikroRNA regu-
lujacych senescencje: miR-182 (zwigksza translacje
SA B-Gal), miR-183 i miR-20a.

Nadekspresja miR-20a stymuluje senescencje, a miR-
-LET7 hamuje ten proces.

INICJACJA SENESCENCJI

Przyczyny inicjacji senescencji komorek w fazie
G1 cyklu sa przedstawione na rys. 30:

— Zahamowanie cyklu komérkowego w punkcie re-
strykcyjnym fazy GI.

— Skrocenie sekwencji koncowych powtorzen chocby
w jednym chromosomie, spowodowane przekrocze-
niem limitu podziatowego.

— Stres genotoksyczny (SIPS). Warunkiem powstania
tego stanu jest ekspresja niezmutowanych biatek p53
i CdknlA.p/p2l.

— Stres oksydacyjny (21% O,) lub hipoksja.

— Wysoki poziom ROS.

— Hiperaktywacja onkogenow — (OIS).

— Dysfunkcja mitochondriéw — (MIDAS).

— Nadekspresja Bcl2.p nawet w komoérkach p53--
i CDKN2A",

— Brak ekspresji biatka XrccS.p/KUS86.p.

— Ekspresja pewnych typéw mikroRNA 1 innych nie-
kodujacych RNA.

— Niekorzystne warunki mikrosrodowiska.

Obserwuje si¢ generalng demetylacje DNA z lokal-
ng hipermetylacja wysp CpG genow cyklu komorko-
wego i proliferacji. Demetylacja zalezy od aktywacji
SmC specyficznej dioksygenazy Tetl.p.

Podobne zmiany sg obserwowane w komorkach no-
wotworowych, ale hipermetylacja dotyczy sekwencji
zawierajacych antyonkogeny.

Modyfikacje histonéw sg rozne w réznych typach
senescencji. W OIS obserwuje si¢ silng metylacje
H3K9me3, ale w senescencji komorek w zespole pro-
gerii Hutchinsona-Gilforda (HGPS) i w senescencji
replikacyjnej ilos¢ H3K9me3, H3K27me3 i biatek
CBX/HP1 jest raczej niska.

Demetylacja histonow H3K9me3, H3K27me3
i H3K4me3 zalezy od demetylaz KDM: 2,4, 51 6.

Woczesna faza senescencji powoduje glownie za-
hamowanie proliferacji i jest podobna do stanu spo-
czynkowego (kwiescencji). Jest stanem odwracalnym
w pewnych warunkach, ale decyzje o inicjacji sene-
scencji zapadaja wczes$nie w odpowiedzi komorki na
uszkodzenie DNA. Objawem tego jest przejSciowa
aktywacja autofagii, ktora umozliwia gleboka zmiane
fenotypu. Wielka role w tej fazie odgrywaja biatka p53,
CdknlA.p/p21, biatka autofagii, biatka z rodziny RB,
Ccar2.p/Dbcl.p, Arf.p, Morf4.p i kompleks NFKB.

P53 jest biatkiem supresorowym i regulatorem eks-
presji genow: CDKN1A/p21, GFI1, GADD45A, WIG1/
ZMAT?3 (biatko supresorowe wigzace dsRNA). Biat-
ko p53 aktywuje geny proapoptotyczne: BAX, BBC3/
PUMA, NOXA, a hamuje antyapoptotyczne jak BCL2.

Biatko p53 jest fosforylowane i stabilizowane przez
kinazy: Atr.p, Atm.p, Prkdc.p/Dnapkcs.p i Chek2.p/
Chk2.p. Acetylacja i biatka Ingl A.p, nukleoporyna



	Rys. 1.	Regulacja przepuszczalności błony mitochondrialnej. (OMM) – zewnętrzna membrana mitochonrium, (IMM) – wewnętrzna membrana, (MAC) – mitochondrialny kanał indukowany apoptozą, (MPT) – kompleks regulujący przepuszczalność por mitochondrium. (1) – Hex
	Rys. 2.	Struktura jądra normalnej komórki (Nor) i komórki nowotworowej (Now). (E) – błona jądrowa, (L) – lamina jądrowa, (H) – heterochromatyna, (Ns) – ziarna jądrowe (speckles), (NM) – macierz jądrowa z białkami macierzy, (C) – grzebienie wewnątrzjądrowe
	Rys. 3.	Regulacja transkrypcji genów rybosomalnego RNA. (1) – białko Myc.p wiąże promotor rDNA i przyłącza (2) – Taf1B.p/Sl1.p faktor. Taf1B.p przyciąga Ubf1.p (upstream binding factor 1) i kompleks RNA polimerazy I (RNAPol-I). (3) – pRb1 w formie nieufos
	Rys. 4.	Różne typy stymulacji przeżycia komórek i ich wzrostu autonomicznego: 
	Rys. 5.	Jukstakrynowa stymulacja proliferacji komórek. Komórka B posiada transmembranowy prekursor HB-EGF – (1), stymuluje komórkę A zawierającą receptor EGF – (2). Taka stymulacja wymaga też obecności dodatkowych białek stabilizujących kontakty międzykom
	Rys. 6.	Regulacja “kanonicznego” szlaku Wnt1.p. (1) – Wnt.p , (2) – Frizzled.p – Wnt.p receptor, (3) – Lrp5/6.p koreceptor, (4) – Dywersyna, (5) – aksyna, (6) – GSKβ3.p, (7) – Apc.p, (8) – Csnk1A1.p/CkI.p, (9) – E kadheryna, (10) – β-katenina, (11) – Btrc
	Rys. 7.	Transmisja sygnału z receptorów integrynowych zlokalizowanych w ogniskach przylegania. Zasadniczą rolę odgrywa kinaza Ptk2.p, która aktywuje wzrost i przeżycie komórek przez aktywację drogi Ras.p – MAPK i drogi PI3K.p – Akt1.p. Wzrost niezależny o
	Rys. 8.	Stymulacja zmiany ekspresji E-kadheryny na N-kadherynę przez aktywację integryn i Ddr1.p/diskoidyny (receptora kollagenu I). (1) – talina, (2) – paksilina, (3) – winkulina. tIPP – kompleks bałkowy zawierający: (4) – Ilk.p (kinaza złączona z integr
	Rys. 9.	Wewnątrzkomórkowa sygnalizacja od receptorów N-kadherynowych. (1) – p120 katenina, (2) – PtpN1.p fosfataza białkowa, (3) – Slc9a3R2.p (Na+/H+ exchange regulatory factor 2), (4) – Rho-GAP – białko aktywujące GTPazy, (5) – β-katenina, (6) – kortakty
	Rys. 10.	(A) – �Tworzenie lamellipodiów i filopodiów (B) lub podosomów i inwadopodiów (C) przez komórki nabłonkowe ulegające przejściu nabłonkowo – mezenchymalnemu (EMT).
	Rys. 11.	Indukcja przejścia epitelialno – mezenchymalnego (1) – NADPH oksydaza, (2) – ROS reaktywne odmiany tlenu, (3) – NFKB.p, (4) Smoothened.p receptor, (5) – Gli1.p czynnik transcrypcji, (6) – Src.p kinaza, (7) – Patched.p – receptor Hedgehog (8) – Fr
	Rys. 12.	Transmisja sygnału z Met.p inicjująca przejście mezenchymalno – epitelialne (MET). Metα.p i Metβ.p – podjednostki HGFR, (1) – β-katenina, (2) – PtpN11.p, (3) – Src.p, (4) – Grb2.p, (5) – Ras.p mała GTaza. (6) – MAPK, (7) – Akt1.p kinaza, (8) – St
	Rys. 13.	Możliwe rodzaje transformacji nowotworowej:
	Rys. 14.	Kolejne przejścia komórek nabłonkowych krypt jelitowych w komórki CRC:
	Rys. 15.	Tworzenie defektywnych, replikacyjnie niekompetentnych retrowirusów po nieuprawnionej rekombinacji transkryptu dzikiego wirusa z transkryptem przedłużonym na sąsiadujący protoonkogen. Defektywny wirus traci gen ENV i częściowo POL ale uzyskuje sk
	Rys. 16.	LT Ag SV40 zawiera domenę J, sekwencję LXCXE wiążącą białka Rb, (O) – domenę wiążącą ORI wirusa, (A) – domenę ATPazy, (VR) – region zmienny, (HR) – domenę rozpoznającą gospodarza. Domena J z sekwencją LXCXE rozbijają kompleksy pRb z E2F.p, główni
	Rys. 17.	LTAg ma wpływ na proliferację i żywotnośćkomórek. Poprzez sekwencję LXCXE może inaktywować białka Rb (głównie Rbl2.p). To znosi zahamowanie białek E2F i pozwala na inicjację syntezy DNA (zerowe mutanty p19/Arf.p mogą inicjować proliferację komóre
	Rys. 18.	Wpływ “wczesnych białek” E6.p i E7.p HPV16 na cykl komórkowy i na stabilność chromosomów. E7.p inhibuje białka typu pRb i immortalizuje komórki w obecności p16. E6 aktywuje degradację p53 i ekspresję telomerazy i białka Myc.p. E6.p nie może immor
	Rys. 19.	Transkrypcja i wycinanie intronów – wirus ludzkiej białaczki HTLV. (LTR) -powtórzenia końcowe, 
(E, P, A) – enhancer, promotor, sygnał poliadenylacji, (p19, p24, p15) – białka Gag, (gp46, gp21) – glikoproteiny ENV, (X) – region X. Trzy typy wycin
	Rys. 20.	Dwa typy onkogenów komórkowych kooperują w transformacji nowotworowej komórek. (t) – onkogen transformujący indukuje zmiany kształtu komórki i stymuluje wzrost niezależny od podłoża. 
	Rys. 21.	Tworzenie miofibroblastów zrębu nowotworu (TAF/MBF). (BMDF) – fibrocyty pochodzące ze szpiku kostnego, (pMFB) – protomiofibroblasty. 
	Rys. 22.	Struktura proteaz ADAM – (A), ADAMT – (B) i MMP (C). (sp) – peptyd sygnalny, (p) – prosekwencja, (r) – motyw RXXR, (me) – motyw metaloproteazy, (di) – domena disintegryny, (cy) – domena bogata w cysteinę, (egf) – domena podobna do EGF, (tm) – dom
	Rys. 23.	Niszczenie białek macierzy zewnątrzkomórkowej przez proteazy MMP i przez aktywator plazminogenu typu uPA.p. (1) – integryny α5β1, (2) – uPAR, (3) – pro-uPA.p, (3a) – uPA, (4) – plazminogen, (5) – plazmina, (6) – Pai1.p i Pai2.p, (7) – proMmp1, (2
	Rys. 24.	Mechanizmy chroniące komórkę przed aneuploidią (punkty kontrolne cyklu komórkowego). APC/C– kompleks promujący anafazę/cyklosom i jego podjednostki specyfiki substratowej – Cdc20.p i Cdh1.p.
	Rys. 25.	Drogi metaboliczne FEAR (linie ciągłe) i MEN (linie przerywane) w okresie przejścia z mitozy do anafazy u S. cerevisiae. (SPB) – biegun wrzeciona (u wyższych eukariontów centrosom), 
(Nuc) – jądro komórkowe, (No) – jąderko. (1) – Mob1.p, (2) – Db
	Rys. 26.	Metabolizm energetyczny komórek nowotworowych. (CK) – cykl Krebsa, (CP) – cykl pentozowy, (GLI) – glikoliza, (ŁTE) – łańcuch transportu elektronów, (AcCoA) – acetylokoenzym A, (ALD) – aldolaza, (A-KEG) – α-ketoglutaran, (BUR) – bur sztynian, (CYT
	Rys. 27.	Kooperacja “zróżnicowanych” komórek nowotworowych (glikolitycznych) i komórek korzystajacych z oksydatywnej fosforylacji. 
	Rys. 28.	Zahamowanie cyklu komórkowego i indukcja apoptozy jako najwcześniejsza odpowiedź komórki
	Rys. 29.	DDR w fazie G1cyklu komórek nowotworowych. 
	Rys. 30.	Różne typy senescencji komórkowej: (OIS) – senescencja indukowana onkogenami, (RS) – senescencja replikacyjna, (SIS) – senescencja indukowana stresem oksydatywnym. 
	Rys. 31.	Podtrzymanie stanu senescencji. Stopień inicjacji zależy od aktywacji drogi Arf.p – p53 – p21. W stadium inicjacji senescencja może być odwracalna poprzez zahamowanie Arf.p (aktywacja faktorów Bmi1.p, Tbx2.p, Zbtb7A.p, Cdc6.p), przez inhibicję p5
	Rys. 32.	Struktura pętli chromatyny w komórkach proliferujących – (A), w komórkach w stanie senescencji – (B), w komórkach embrionalnych stem – (C) i w komórkach terminalnie zróżnicowanych – (D). 
(E) – pętle euchromatyny wewnątrzjądrowe, (GMp) – geny met
	Rys. 33.	“Przeskoczenie” faz cyklu z tworzeniem komórek tetrapliodalnych/poliploidalnych i dwujądrzastych/wielojądrzastych w fazie G1 cyklu komórkowego.
	Rys. 34.	Mechanizm zapobiegający re-replikacji w fazach S i G2. Aktywny kompleks cyklin A i B i Cdk1.p* inaktywuje składniki pre-RC (Cdt1.p i Orc.p). Cdt1.p jest też hamowany przez gemininę. Inaktywacja Cdk1.p we wczesnej fazie M pozwala na tworzenie pre-
	Rys. 35.	Mechanizm endoreduplikacji (różnicowanie Trof-ASC do wielkich komórek TGC). Brak Fgf4.p aktywuje Cdkn1C.p/p57 (i całkowicie hamuje aktywność Cdk1.p). Tylko Cdk2.p wykazuje cykliczne zmiany aktywności (najwyższa aktywnośćw fazie S). APC/C i p57 ak
	Rys. 36.	(A) – �Cykl życiowy komórek nienowotworowych, (1, 2, 3, 4) – komórki z faz G1, S, G2, M cyklu. komórki fazy G1 (diploidalne) mogą przejść w komórki fazy G1 tetraploidalne po uszkodzeniu DNA przez promieniowanie. Komórki fazy G2 (tetraploidalne) m
	Rys. 37.	(A) – �mobilizacja spoczynkowych komórek stem (Q) do stanu uwarunkowania do proliferacji (C) przez brak TGFβ1. Zaznaczono zmiany ekspresji receptorów powierzchni, (BM) – błona podstawna, (BMDC) – komórki szpikowe, (NC) – komórki niszy.
	Rys. 38.	Epigenetyczne wyciszenie promotorów genów supresorowych i aktywacja onkogenów w transformacji. Zmiany prawdopodobnie powstają w tkankowych komórkach stem (ASCs), (Kropki) – metylacja sekwencji CpG, (Dnmt1/3b.p) – kompleksy DNA metylotransferaz, (
	Rys. 39.	Narządy hematopoetyczne w różnicującym się embrionie i płodzie. Komórki Hem-FSC akumulują się kolejno w pęcherzyku żółtkowym, w regionie AGM (aorta-gonadal-meso-nephros), wątrobie i szpiku. (strzałki) – prawdopodobne drogi migracji Hem-FSC. 
	Rys. 40.	Metaboliczne drogi sygnalizacji w patogenezie medulloblastoma. (Shh) – droga Sonic Hedgehog, (Wnt.p) – driga Wnt.p, (IGF) – droga IGF, (NRG) – droga neureguliny i EGF, (Jag.p) – droga Jagged.p – Notch.p. (f) – fosforylacja, (d) – degradacja, (Ox)
	Rys. 41.	Immortalizacja komórek somatycznych
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