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PUNKTY KONTROLNE W CYKLU KOMORKOWYM

CHECKPOINTS IN CELL CYCLE

Irena SZUMIEL

Zak¥ad Radiobiologii i Ochrony Zdrowia, Instytut Chemii i Techniki Jadrowej,
03-195 Warszawa

Komérkajest nieustannie narazona na czynniki srodowiskowe uszkadzajgce DNA
i hamujace replikacje DNA. Mechanizmem obronnym jest bardzo skomplikowana sie¢
drog sygnalizacyjnych, zapewniajaca skoordynowane uruchomienie procesow naprawy
DNA i zatrzymanie przechodzenia komérki przez cykl komoérkowy. Zapobiega to
powieleniu uszkodzen w procesie replikacji, a takze przekazaniu uszkodzen komérkom
potomnym.

Obecnie uwaza sie, ze uszkodzenia DNA sgrozpoznawane przez biatka czujnikowe
(Rad9, Rad 1iHus 1), co zapoczatkowuje sygnat alarmowy, przenoszony na przekazniki,
majace charakter kinaz typu PI13-K. Kinazy te (ATM, ATR) fosforylujg biatka
efektorowe. Zaleznie od rodzaju uszkodzen i kontekstu komérkowego drogi
sygnalizacyjne moga powodowac:

- rekrutacje skfadnikow uktadéw naprawy DNA do miejsc uszkodzonych,
aktywacje apoptozy,
- hamowanie transkrypcji,
aktywacje uktadow kontrolujacych przechodzenie komorki przez okre$lone punk-
ty cyklu komorkowego.
Pierwszym z nich jest granica faz GI/S. W wiekszosci komorek uszkodzenie DNA
powoduje fosforylacje biatek Tp53 i mdm2, co prowadzi do zwiekszenia stabilnosci
Tp53, jego tetrameryzacji i dziatania w charakterze czynnika transkrypcyjnego. Wsréd
genow, ktdrych transkrypcja zostaje pobudzona, jest gen kodujacy biatko p21AVafl/
Cipl (CDKNZ1), inhibitor kinaz cyklinozaleznych, kluczowy dla zahamowania wejscia
komorki w faze S.

Jezeli komérka w momencie uszkodzenia znajduje sie w fazie S, waznym efektorem,

modyfikowanym przez Atm jest nibryna (Nbsl), stanowigca cze$¢ dziatajacego w
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naprawie peknieé podwdjnoniciowych kompleksu Mrel 1-Rad 50-Nbsl. Mutacja tego
biatka powoduje, ze pomimo uszkodzenia DNA replikacja DNA postepuje i komorka
przechodzi przez faze S bez opo6znienia. Innymi efektorami sgkinaza Chk2 iBrcal,
biatko o wielu funkcjach, czesto zmutowane w raku piersi.

Kolejny punkt kontrolny zlokalizowany jest w fazie G2. Najwazniejszym efektorem
jest kinaza Chkl, aktywowana przez Atm lub Atr w sposdb swoisty dla typu
uszkodzenia. Chkl fosforyluje i inaktywuje fosfataze Cdc25. Dzieki temu nie nastepuje
aktywacja kinazy p34/Cdc2, niezbednej do wejscia komérki w mitoze. Réwnolegle,
Tp53 hamuje transkrypcje gendéw kodujacych Cdc2 icykline B 1, wzmacniajgc blok w
fazie G2.

Niezbedne do zatrzymania komarki w punktach kontrolnych sa takze niektére biatka
czujnikowe. Przytoczone przyktady ilustrujg przeplatanie sie funkcji niektorych biatek
w drogach naprawy DNA i regulacji cyklu komérkowego, jak réwniez wskazuja, ze
komérka dysponuje zapasowymi mechanizmami zatrzymywania w cyklu komérkowym,
co jest podstawg komorkowego ,,bezpieczeAstwa i higieny pracy”. Inhibitory
przeciwdziatajgce tym mechanizmom uczulajg na czynniki uszkadzajace i sprzyjaja
wystagpieniu niestabilnosci genetycznej, istotnemu czynnikowi w procesie
nowotworzenia.
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MECHANIZMY KONTROLUJACE PRZEBIEG
| POLARYZACJE MITOZY

MECHANISMS CONTROLLING MITOSIS
AND POLARITY OF MITOTIC SPINDLE

Janina Kaczanowska

Zaktad Cytofizjologii, Instytut Zoologii, Uniwersytet Warszawski,
Warszawa 02-096 ul. Miecznikowa 1
E-mail: kaczan@biol.uw.edu.pl

W trakcie podziatu komérki, zreplikowane chromosomy (w mitozie lub w mejozie
I1) lub tez chromosomy homologiczne (w mejozie 1) sg segregowane przez
dwubiegunowe wrzeciono kariokinetyczne. Dwubiegunowo$¢ wrzeciona, jego
prawidtowa budowa i funkcjonowanie oraz prawidtowa segregacja materiatu
genetycznego sg warunkami niezbednymi do uzyskania po podziale identycznosci
genetycznej dwoch potomnych komorek.

TYPY REGULACJI PRZEBIEGU MITOZY

Wytworzenie, funkcjonowanie i zanik dwubiegunowego wrzeciona mitotycznego
jest procesem cyklicznym. W fazach cyklu: interfaza (GI+sDNA+G2) nastepuje przy-
gotowanie do mitozy. Pojecie ,,przygotowania” obejmuje az trzy typy specyficznych
transkrypcji, syntez biatek lub aktywacji enzymow, ktore sterujg mitoza:

1) kolejne syntezy i aktywacje biatek uczestniczacych w samym przeprowadzaniu ka-
riokinezy (np. syntezy cyklin aktywujacych odpowiednie cyklinozalezne kinazy,
czy tez biatek motorycznych przeprowadzajgcych sam proces segregacji chromo-
somow),
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2) syntezy zaréwno aktywatoréw, jak i inhibitorow funkcjonowania tych biatek, ktére
zapewniaja prawidtowg kolejnos¢ ich funkcjonowania (np. aktywatory i inhibitory
systemu GTPazy kotwiczacej wrzeciono mitotyczne do btony komérki, np. Tern
1, patrz nizej) oraz

3) syntezy transkryptow i biatek Sciezek kontrolnych, ktore aktywujg sie tylko w
przypadku wyczuwanych nieprawidtowosci w przebiegu mitozy. Znowu ist-
niejg co najmniej trzy typy reakcji komorek na odczuwane zakidcenia lub nie-
ukonczenie wszystkich proceséw niezbednych dla danej fazy mitozy, ktére stano-
wig sygnaty modyfikujgce automatyczny przebieg mitozy:

a) uruchomienie nadrzednego inhibitora (sa to zwykle tzw. kinazy
systemu kontrolnego (ang. checkpoint kinase), np. takg kinazg jest kinaza
Mpsl, ktorej aktywnos$¢ jest niezbedna dla wytworzenia prawidtowego wrze-
ciona metafazowego z podczepionymi chromosomami (ang. checkpoint spin-
dle assembly kinase) znaleziona tak u drozdzy, jak i u cztowieka [Stucke i in.
2002], ktora to kinaza umozliwia komérce rozpoznanie, czy jest prawidtowo
przeprowadzona polimeryzacja mikrotubulamego wrzeciona mitotycznego; w
przypadku defektu polimeryzacji odbywa sie wstrzymanie przebiegu mitozy nie-
jednokrotnie jednak z uruchomieniem specjalnego systemu naprawy doraznie
istniejacych uszkodzen (ang. checkpoint arrest and activation of repairing
system);

b) aktywowanie sie inhibitoréw, ktére wstrzymuja przejscie do dal-
szych stadiéw mitozy w przypadku nieukonczenia fazy poprzedniej, co ozna-
cza zatrzymanie cyklu mitotycznego na okreslonym stadium, bez mozliwosci
dalszej kontynuacji (ang. checking and waiting)', przyktadem moze by¢ zatrzy-
manie przejscia komorki z metafazy do anafazy, o ile wszystkie chromosomy
nie zostang uprzednio zlokalizowane w prawidtowe] ptytce metafazowej (patrz
szczegoty tego mechanizmu ponizej);

c) kierowanie defektywnie dzielgcej sie komorki na Sciezke sa-
mozagtady (apoptozy), jest to wiec mechanizm zabezpieczajacy przed po-
wstaniem nieprawidtowych komérek potomnych.

Tak wiec, punkty zwrotne w cyklu (ang. checkpoints), czyli progi kontrolne
zapewniajgkolejnos¢ iwchodzenie w kolejng faze mitozy dopiero po wykonaniu zadan

fazy poprzedniej [Hartwell i Weinert, 1989, Surana i in. 2002, Millband i in. 2002].

PODSTAWOWE PROGI PRZEJSC PRZEZ KOLEJNE
FAZY MITOZY

Cykl komérkowy rozpoczyna sie: fazg przygotowawczaw GI, S DNA i G2, a
nastepnie przejsciem G2/M, gdy wystepuje aktywacja gtéwnej cyklinozaleznej
kinazy z jej czescig regulatorowg w postaci cykliny B (ang. master mitotic kinase),
czyli aktywacja MPF (ang. mitosis/meiosis promoting factor). Faza wstepna
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obejmuje wytworzenie struktury wrzeciona i interakcji ze skondensowanymi
chromosomami, a takze z btong komdérkowg lokujacg wrzeciono w okreslony
sposob we wnetrzu komorki (profaza) [Waters i Salmon, 1997]. W profazie z
centréw polimeryzacji mikrotubul (MTOC) predzej czy pdzniej ulokowanych w
biegunach wrzeciona mitotycznego poprzez ciggle powtarzajace sie probne i niestabilne
polimeryzacje i depolimeryzacje promienistych widkien mikrotubulamych w koncu
powstaje nieprzypadkowe rozmieszczenie przestrzenne chromosomoéw w obrebie mikro-
tubulamego wrzeciona mitotycznego. Te ponawiane proby prowadza bowiem do
momentu stabilizacji niektorych wigzek mikrotubuli wtedy, gdy z obu biegunow wigzki
podigcza sie do kinetochoréw poszczegdlnych chromosoméw. Wtedy powstaje
zrownowazona pod wzgledem napieé strukturalnych lokalizacja chromosomoéw
w tak zwang ptytke metafazowg (metafaza). Taki moment pojawia sie, gdy wszystkie
chromosomy bedga obustronnie podtaczone widkienkami do obu biegunéw wrzeciona,
a takze o$ wrzeciona bedzie stabilizowana biatkami motorycznymi pomiedzy
witokienkami miedzybiegunowymi wychodzacymi z obu biegundw wrzeciona.
Dodatkowo niektore z promienistychwiokien mikrotubulamych trafigna odpowiednie receptory
btony komdrki i takze bedg stabilizowane, a to oznacza okre$long orientacje przestrzenng
tworzonego wrzeciona we wnetrzu komérki [Li i Nicklas, 1995, Stern i Murray, 2001 ].

Przejscie od metafazy do anafazy to uruchomienia systemu
proteolitycznego zwigzanego z proteasomami aktywujacymi rozlepianie sie
chromatyd i nieprzypadkowg segregacje materiatu genetycznego do dwoéch
biegunow wrzeciona mitotycznego. Ta segregacja odbywa sie przez uruchomienie
systemu motorycznego, zwiagzanego z depolimeryzacjqwitdkien wrzeciona zwigzanych
z chromosomami i $lizgiem miedzybiegunowych witokien wrzeciona w sumie
powodujacych przeciwlegte rozejscie sie rozlepionych chromatyd (anafaza) [Michaelis
iin. 1997, Ciarke i Gimenez-Abian, 2000].

Przejscie do telofazy to ksztattowanie komdrek potomnych i przemiany w
cytoplazmie i szkielecie podbtonowym komorki sprzegajacymi tworzenie dwoéch
potomnych jader z mechanizmem podziatu komérki macierzystej na dwie komarki
potomne (cytokineza). Etap ten rownocze$nie obejmuje catkowitgproteolize cykliny B, a wiec
inaktywacjegtownej kinazy mitotycznej (cdc2M [Chang iNurse 1993, Suranai in. 2001].

OMOWIENIE MECHANIZMOW NIEKTORYCH PROGOW
KONTROLI PRZEBIEGU MITOZY

Istnieje szereg uniwersalnych mechanizméw kontroli przebiegu mitozy (ang. celi
cycle checkpoints) wspélnych dla wszystkich komaérek mitotycznych roslin, zwierzat,
grzybow i pierwotniakéw. Charakterystycznejestto,ze istniejgmutacje poszczeg6lnych
punktéw kontrolnych cyklu, w ktérych komorki z defektami wrzeciona lub wspot-
dziatania wrzeciona z chromosomami bedg dalej kontynuowaé mitoze, chociaz to
nieuchronnie prowadzi do niestabilnosci genomu komaérek potomnych.
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A oto krotki i niepetny przeglad typow punktow kontrolnych i mechanizmow
kontrolujacycli przebieg i prawidtowos¢ mitozy:

I. Mechanizmy dotyczgce wytworzenia wrzeciona mitotycznego

Mozna wyrdzni¢ co najmniej trzy rodzaje réznych mechanizméw kontrolujgcych
samo wytworzenie i orientacje wrzeciona mitotycznego (ang. spindle assembly
checkpoint) w okresie wczesnej mitozy. Wszystkie te mechanizmy zaczynajg
funkcjonowac wtedy, gdy odbedzie sie przejscie od stadium G2 do profazy i towarzyszy
temu aktywacja kompleksu cykliny B i odpowiedniej kinazy cyklinozaleznej (ang. MPF,
mitosis/meiosis promoting factor).

A. Regulacja interakcji wrzeciona z korteksem komorki

W komoérce paczkujgcych drozdzy Saccharomyces cerevisiae, warunkiem
prawidtowej mitozy jest wejscie jednego bieguna (ang. spindlepolar body) wrzeciona
do wytwarzajgcego sie paczka. Jezeli ten biegun nie przesunie sie do pgczka, to zostaje
zatrzymane w ogdle tworzenie sie wrzeciona. Jak sie okazato, taka prawidtowa
orientacjajadra, a nastepnie wrzeciona mitotycznego regulowanajest przez wzajemne
oddziatywanie kinazy typu NIMA (ang. never in mitosis) zlokalizowanej w biegunie
wrzeciona z pewnymi skfadnikami cytoszkieletu szyjki paczka (z aktyng i septynami).
Pozatym rozne typy biatek typu kinaz NIMA regulujg takze kondensacje chromosomow.
Mutacje tych biatek powodujg zatrzymanie cyklu na stadium G2/M, a wiec przed
profazg zaréwno u drozdzy, jak i w komérkach ssakéw [Fry i Nigg, 1995, Segal i
Bloom, 2001]. Ale tych zaleznosci typu oddziatywan bieguna wrzeciona mitotycznego
z korteksem komarki jest kilka typow i NIMA jest tylko jednym z bardziej znanych
przyktadow istnienia kontroli pozycji wrzeciona mitotycznego w komérce (ang. spindle
positioning checkpoint) [Goniczy, 2002].

B Regulacja dwubiegunowos$ci wrzeciona mitotycznego.

Nie bardzo wiadomo, jak w r6znych typach wrzecion mitotycznychjest regulowana
dwubiegunowo$¢. Zapewnejest pare mechanizmow zapewniajacych dwubiegunowo$é
wrzeciona. Podamy tu tylko jeden mechanizm kontroli. W przypadku drozdzy
Schisosaccharomycespombe w stadium G1, gdy tworzy sie potomny drugi biegun
(ang. spindlepolar body duplication), wjadrze odbywa siejednoczesnie zlokalizowanie
w tym nowym biegunie zaréwno biatka gamma tubuliny, jak i dwdéch towarzyszacych
jej biatek. Brak prawidtowej lokalizacji gamma tubuliny wraz z dwoma towarzyszacymi
jej biatkami w tym nowopowstatym biegunie powoduje w mutantach typu alp (ang.
alteredpolarity) zatrzymanie dzielgcych sie komdrek na stadium metafazy [Vardy i
Toda, 2000].

C. Kontrola tworzenia i podtrzymania obecnos$ci wrzeciona mitotycznego

W obecnosci czynnikéw zapobiegajacych tworzeniu sie wrzeciona (np. w obecnosci
kolchicyny lub nokodazolu, ktére nie pozwalajg na polimeryzacje mikrotubuli) komorki
nieuszkodzone, czyli normalne (dzikie), jezeli saw fazie G2 lub w profazie, nie wytworza
ptytki metafazowej. Natomiast jezeli komorki sagjuz w metafazie, to wtedy podanie
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nokodazolu czy kolchicyny wstrzymuje przejscie tych komérek do nastepnego stadium
mitozy, czyli do anafazy. Zatem obecno$¢ wrzeciona jest niezbedna do osiagniecia
zaréwno metafazy, jak i anafazy.

W paczkujgeych drozdzach Saccharomyces cerevisiae wykryto co najmniej
siedem mutacji kontrolujgcych prawidtowo$¢ wytwarzania wrzeciona mitotycznego i
siedem odpowiadajacych im biatek (BUB1, BUB2, BUB3, MAD1, MAD2, MAD3,
MPS1). Te biatka regulujg punkty kontrolne tworzenia i funkcjonowania samego
wrzeciona mitotycznego. Przejscie to regulujg biatka MAD (ang. mitotic arrest
deficient), jak i biatka BUB (ang. budding uninhibited by benzimidazole) i kinaza
nadrzedna Mpsl. Natomiast biatka BUB sg dodatkowo zwigzane z kontrolg
polimeryzacji mikrotubuli i reguluja przejscie do telofazy. Sgto uniwersalne mechanizmy
kontroli mitozy, skoro homologi tych biatek zostaty zidentyfikowane takze w
Schisosaccharomyces pombe, Arabidopsis thaliana, Zea mays, Caenorhabditis
elegans, Drosophila melanogaster, Xenopus laevis, Mus musculus i Homo sapiens
[Hoyt, 2000, Gardner i Burke, 2000].

Niezmutowane biatka tych siedmiu gendw regulujg prawidtowe zaleznosci
przestrzenne pomiedzy kinetochorami poszczeg6lnych chromosoméw awrzecionem
mitotycznym. Uproszczony schemat dziatania tych biatek wyglada nastepujaco.
Wspomnianajuz Mpsl kinaza fosforyluje biatko MAD 1, ato prawdopodobnie decyduje
o rekrutacji i zakotwiczaniu na kinetochorze catego zespotu innych biatek; biatka
CENP-E (ang. centromere protein E), ufosforylowanego biatka MAD2 i MAD3
oraz biatek grupy BUB [Abrieu i in. 2001], a takze dodatkowo nieaktywnego biatka
CDC20 [Sudakiniin. 2001]. Biatko MAD2 rywalizuje na kinetochorze prawdopodobnie
0 wigzanie na CENP-E z widéknami mikrotubulamymi tworzgcego sie wrzeciona
kariokinetycznego. Jezeli z obu stron kinetochoru zostajg podczepione wiokienka
mikrotubulame wychodzace z obu biegundw wrzeciona, to taki uktad jest zrow-
nowazony pod wzgledem napiecia i naprezen. Podtgczenie i stabilizacja wtokienek
mikrotubulamych na kinetochorze prawdopodobnie wypiera ufosforylowane MAD?2
z kinetochoru. Zapewne jakas jego pochodna MAD2*(by¢ moze forma oligomeryczna
MAD?2) odrywa sie od kinetochoru wraz z biatkami CDC20, BUB3, MAD3 i kinazg
BUB. Oznacza to, ze dany chromosom znalazt sie prawidtowo w zréwnowazonej
napieciowo ptytce metafazowej, chociaz caty zespdt cytoplazmatyczny MAD2*,
CDC20, BUB3, MAD3 i kinaza BUB stanowig nadal inhibitor przejscia komorki do
anafazy (metaphase-anaphase checkpoint). Dopiero jezeli wszystkie MAD2 wraz z
towarzyszacymi biatkami zostang wyparte z kinetochoréw przez widkienka wrzeciona,
a inaczej méwiac, gdy wszystkie chromosomy znajdg sie w ptytce metafazowej, a
wszystkie MAD2 przeksztatcg sie na MAD2*, w cytoplazmie odbywa sie proces
fosforylacji (w ktorym prawdopodobnie uczestniczy kinaza typu polokinaza)
linaktywacji inhibitora powodujacy aktywacje proteasomu wraz z potaczeniem go z
biatkiem CDC20. To oznacza, ze metafaza zostata ukoniczona i komorka przechodzi
przez prog dozwalajacy jej na wejscie w anafaze [Sudakin iin. 2001].

Jak sie okazato, wiekszos¢ komdrek zwierzecych i drozdze w obecnosci inhibitoréw
tworzenia lub funkcjonowania wrzeciona mitotycznego (gdy jest MAD2 na



10 J. KACZANOWSKA

kinetochorach) wykazuja takze zatrzymanie biatek spajajagcych chromatydy, tzw.
kohezyn na chromosomach, a to zlepienie uniemozliwia mechanicznie segregacje
chromatyd [Losada i Hirano, 2001]. Natomiast kohezyny, przynajmniej niekt6érych
komérek roslinnych, po pewnym czasie opuszczajg chromosomy i chromatydy
podlegajg rozdziatowi nawet wtedy, gdy nie dojdzie do anafazy i podziatu jadra
(endomitoza). Jest to zjawisko sprowokowanego podwojenia genomu w komdarce
nazwanego rowniez inaczej poliploidyzacja.

Il. Mechanizmy kontrolujgce funkcjonowanie wrzeciona mitotycznego
(ang. metaphase-anaphase checkpoint)

A. Fizyczne czynniki regulujace przejscie z metafazy do anafazy

Jak to jest objasnione powyzej, defekty w procesach wigzania sie wrzeciona
mitotycznego z kinetochorami w ptytce metafazowej wigzg sie z regulacjg sit ciggngcych
wrzeciono do miejsc jego podczepienia zaréwno do biegunow wrzeciona, jak i do
cytoszkieletu korteksu. Nie tylko defekty w biatkach w kinetochorach, ale samo
niezrownowazone napiecie powstajgce w kinetochorze w sensie braku mechanicznego
naprezenia przyczepionych wiokienek powodujg sygnat mechaniczny, ktory wstrzymuje
wejscie komaérek w anafaze. W bardzo pomystowych i precyzyjnych do$wiadczeniach
wykazano, ze (obok opisanej powyzej roli MAD2) same fizyczne sity naprezen sg
takze regulatorami przej$cia metafazowo-anafazowego (ang. metaphase-anaphase
checkpoint) [Li i Nicklas, 1995, Stern i Murray, 2001].

B. Kontrolne procesy zwigzane z aktywacjg proteolizy
w stymulacji przejscia metafazowo-anafazowego

Mutanty typu mad i badania nad biatkami MAD wykazaty ich wazngrole w przejsciu
metafazowo-anafazowym w inicjacji i aktywacji proteolizy szeregu biatek przez
proteasomy. Wejscie w anafaze oznacza proteolize czynnika Pdsl noszacego nazwe
sekuryny (ang. securin). Destrukcja sekuryny uwalnia dotad inhibowanego partnera,
ktérym jest biatko zwane separaza. Separaza rozdziela chromatydy rozchodzgce sie
do dwdch biegunéw wrzeciona mitotycznego. Ten prdg jest wrazliwy na kazda
nieprawidtowos$¢ podczepienia kinetochoru do wrzeciona wysytajac sygnat, ktdry dziata
hamujgco na biatko CDC20. A biatko CDC20 jest bezposrednim aktywatorem
proteolizy zwigzanej z APC/cyklosomami [Amon, 1999]. Dopiero aktywacja CDC20,
zapewne regulowana przez r6zne czynniki i wspomagana przez aktywnos¢ polokinazy,
powoduje aktywacje proteasomu. Taki aktywowany proteasom nosi nazwe APC"AY
cyklosom (ang.anaphase promoting complex/cyclosome) [Zachariae i Nasmyth,
1999, Sudakin iin. 2001, May i in. 2002].

C. Kontrolne procesy zwigzane z funkcjonowaniem wrzeciona

Biatka BUB (ang. budding uninhibited by benzimidazole) sg zwigzane z kontrolg
polimeryzacji mikrotubuli. Kontrola progu BUB2 (ang. BUB2 checkpointpathway)
nie dozwala komdrkom na przedwczesne wyjscie z mitozy, tzn. na przedwczesny
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podziatjgdra oraz nie dozwala na proteolize cykliny B iinaktywacje cyklinozaleznej
kinazy mitotycznej cdc23 Natomiast kompleksy biatka BUB2 z innymi biatkami
prawdo-podobnie kontrolujg wejscie w proteolize zwigzana z aktywacjg biatka Cdh 1,
a wiec taka, ktdra prowadzi do catkowitej proteolizy cyklin. To oznacza przejscie od anafazy do
telofazy. Biatka BUB regulujatakze funkcjonowanie biatek motorycznychwrzecionaikinetochoréw,
awiec takze regulujg punkt przejscia metafazowo-anafazowego [Pereira i in. 2000].

D. Kontrolne procesy zwigzane z przemieszczaniem si¢ biatek na wrzecionie
mitotycznym

Szczeg6lng grupa sg biatka tzw. podrézujace (ang. messengerprotein complex).
Biatka podrézujgce to zestaw: biatka kinetochorowego INCENP (inner centromere
protein), specjalnej kinazy typu Aurora 2 oraz biatko BIR. Kinaza typu Aurora 2 w
profazie przyczepia sie do chromosoméw na catej diugosci, ale w metafazie
przemieszcza sie w region kKinetochoru tworzac kompleks z biatkiem INCENP. Jak sie
wydaje, ta kinaza przytacza kondensyny do chromosoméw przez ich fosforylacje, a
takze przez fosforylowanie histonu H3 charakterystycznego dla chromosoméw
mitotycznych. W trakcie rozchodzenia sie chromatyd w anafazie gtéwna kinaza cdc23
i kinaza Aurora 2 powoduja, ze proces usuwania kohezyn regulowany separazag odbywa
sie najpierw na ramionach chromosomoéw, a nastepnie w regionie kinetochoréw [Losada
i Hirano,2001]. Trzeci komponent biatek podrézujacych - biatko BIR jest biatkiem
decydujacym o wejsciu komérki na $ciezke apoptozy. Biatko BIR dotacza do kompleksu
INCENP i Aurora B na kinetochorze ijuz razem przemieszczajg sie z widkienek
mikrotubulamych przytaczonych do kinetochoréw do widkienek mikrotubulamych
miedzybiegunowych. Ostatecznie znajdujg sie one w regionie resztek wrzeciona
mitotycznego, a wiec w regionie tzw. $rddciatka (ang. midbody), gdzie odbywa sie
cytokineza. Odpowiedniki tych trzech biatek podrézujacych wystepuja w komorkach
zaréwno drozdzy, jak i ssakow. Te biatka regulujg przebieg cytokinezy, a takze decyduja
o przezyciu komorki w trakcie mitozy, to znaczy zapobiegajgjej wejsciu w apoptoze
[BischoffiPlowman 1999, Adams iin. 2001].

I1l. Mechanizmy regulujgce zakoriczenia mitozy

A. Procesy kontrolujace przejScie komorki do telofazy
(ang. telophase checkpoint)

Biatka typu TEM 1o charakterze regulatoréw podczepiania sie bieguna wrzeciona
do tworzacego sie paczka (w fazie Gl) Saccharomyces cerevisiae sa rowniez
regulatorem przebiegu cytokinezy. Tylko w prawidtowo podczepionych wrzecionach
dochodzi do cytokinezy i odciecia paczka od komérki macierzystej. Nieaktywne biatko
TEM 1 zwigzane z GDP znajduje sie na nowym biegunie wrzeciona mitotycznego,
ktéry powinien wejs¢ do paczka. Jezeli tak sie stanie, to biatko TEM 1ma kontakt z
receptorowym biatkiem btony komdrkowej paczka o charakterze wymieniacza grupy
GDP w biatku TEM1 na grupe GTP (GEF, ang. GDP/GTP exchangefactor) i staje
sie GTPaza. Otdz biatko BUB2 wraz z dodatkowym biatkiem (Bfa 1) stanowi o aktywacji
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tej GTPazy w anafazie, a to umozliwia zaréwno cytokineze, jak i aktywacje biatka
cdcl4 (p. nizej) [Hoyt, 2000]. Jak sie wydaje, w tym stadium odbywa sie takze kontrola
ploidalnosci jader potomnych, albowiem mutanty typu tem 1 charakteryzuja sie wiasnie
niekontrolowanym i zmiennym poziomem ploidalnosci. W mutantach nud-1, biatko
TEM-1nie podtgcza sie do bieguna wrzeciona mitotycznego i wowczas komorki zostajg
zatrzymane w stadium telofazy. Te wyniki wskazujg na istnienie jeszcze jednego
nieznanego do niedawna telofazowego punktu kontrolnego (ang. telophase check
point) [Bardin i in. 2000, Lippincott i in. 2001].

B.Uniwersalne biatka typu fosfatazy Cdc 14 niezbedne do przeprowadzenia
cytokinezy

Biatko Cdc 14 normalnie znajduje sie na terenie jagderka ijest uwalniane w trakcie
zanikania struktury jaderka w trakcie profazy. To zanikanie jaderka jest w gruncie
rzeczy tylko rozpraszaniem jego zawartosci na tereniejadra, a nastepnie po rozproszeniu
otoczkijadrowej w obrebie catej cytoplazmy. Fosfataza typu Cdcl4 defosforyluje pewne
biatko, ktdre jest inhibitorem degradacji cyklin. Ta defosforylacja pobudza proteolize
cyklin B przez proteasomy aktywowane biatkiem CDH1, czyli APCcadhl. W drozdzach
paczkujgcych mutanty Cdcl4' nie konczyty cytokinezy, natomiast caty telofazowy
podziatjadra zachodzit wytgcznie na terenie komérki macierzystej [Visintin iin. 1998,
Surana i in. 2002].

Na te ogdlne i uniwersalne wystepowanie mechanizméw kontrolujgcych przebieg
mitozy komorek eukaryotycznych naktadajg siejeszcze dwa inne zjawiska:

1) Mitoza réznicujaca, czyli nieprzypadkowe rozmieszczenie przestrzenne wrze-
ciona w dzielgcej sie komorce, ktére decyduje o nieprzypadkowym rozdziale
zawartosci komdrki do komérek potomnych. Chodzi tu zaréwno o takie utoze-
nie wrzeciona w komérce paczkujacego drozdza Saccharomyces cerevisiae, aby
jeden biegun wszedt do wyodrebniajgcego sie paczka, ktore jest regulowane przez
zwigzanie i interakcje pomiedzy kinazatypu NIMA (ang. never in mitosis) z pew-
nymi skfadnikami cytoszkieletalnego szyjki paczka (patrz punkt I B), jak tez o
aktywacje podobnych proceséw sterujacych wytworzeniem polamosci zaptodnio-
nego jaja, w ktérym jeden blastomer daje poczatek czesci przedniej, a drugi -
czesci tylnej zarodka.

2) Odbidr sygnatdéw zewnetrznych regulujacych wzajemne potozenie wrzecion
w siostrzanych komoérkach mitotycznych w ten sposob, aby kolejne mitozy
dawaty badz to:

a) wydtuzajaca sie jednolitg warstwe nabtonka,

b) mozliwo$¢ delaminacji drugiej warstwy podsScielajacej ten nabtonek,

c) takg regulacje wzajemnych orientacji wrzecion mitotycznych w roz-
rastajacej sie tkance, aby spowodowa¢ migzszowe wypetnianie przestrzeni
ograniczonej nabtonkami.

Wszystkie te dane dotyczg regulacji i kontroli przebiegu mitozy, atakze regulacji
polaryzacji i mechanizmow regulacji mitoz réznicujacych to odkrycia ostatnich pieciu
lat, a w wiekszosci nawet ostatnich dwdch lat. Jak sie wydaje ta dyscyplina nauk
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biologicznych jest niezwykle ptodna i mozemy oczekiwaé w najblizszej przysztosci
jeszcze dalszych réwnie waznych odkryc¢.
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PROTEOLIZA REGULATOROW
CYKLU KOMORKOWEGO

PROTEOLYSIS OF CELL CYCLE REGULATORS

Barbara GRZELAKOWSKA-SZTABERT

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, PAN, Warszawa

W odpowiedzi nardzne zewnetrzne i wewnetrzne bodzZce stabilnos¢, a zatem ilos¢,
licznych biatek regulatorowych podlega w komaérkach eukariotycznych ,,dynamicznej”
kontroli w wyniku precyzyjnej proteolizy. Na og6t biatka majace ulec degradacji sqw
specyficzny sposéb wyznakowywane przez skompleksowanie z ubikwityng, matym
(76 AA) powszechnie wystepujacym biatkiem globulamym. W kaskadowej, zachodzgcej
przy udziale ATP ubikwitynacji biatek, uczestniczg co najmniej trzy enzymy: enzym
aktywujacy ubikwityne (EI), enzym t3aczacy sie z zaktywowang ubikwityng (E2) i
przenoszacy ja na biatkowy substrat bgdz bezposrednio, badz tez czesciej we
wspotdziataniu z ligazaubikwitynowg(E3). Ligazy ubikwitynowe stanowig kompleksy
Kilku (kilkunastu?) biatek uczestniczacych w precyzyjnym rozpoznawaniu i wigzaniu
biatkowych substratow i ich translokacji do proteasomu 26S, w ktérym ulegaja
degradacji do krdtkich peptydéw. W ostatnich latach ,,odkrywane” sg coraz to nowe
biatka, ktérym przypisuje sie funkcje ligaz ubikwitynowych, a dzieki poznaniu struktury
i dziatania poszczegdlnych podjednostek staje sie mozliwe wysuwanie wnioskéw co
do ich homologii w okre$lonych ligazach.

Degradacja wiekszosci biatek biorgcych udziat w kontroli przebiegu kolejnych faz
cyklu komdrkowego nastepuje przede wszystkim w proteasomie 26S. W szczegdlnosci
dotyczy to cyklin, biatkowych inhibitoréw kinaz cyklinozaleznych (kinaz Cdk), biatek
odpowiedzialnych za rozpoczecie syntezy DNA, czy tez za precyzyjng segregacje
chromatyd podczas mitozy, atakze biatek kodowanych przez liczne geny supresorowe
i protoonkogeny, ktdrych dziatanie jest réwniez niezmiernie istotne dla prawidtowego
przebiegu cyklu komérkowego.
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Ostatni etap ubikwitynacji biatek bezposrednio regulujacych przebieg cyklu
komadrkowego przeprowadzajg dwa wielosktadnikowe kompleksy ligaz ubikwitynowych
- SCF ( Skpl-Cullin-Fbp) i APC/C ( Anaphase-Promoting-Complex/Cyclosome).

Ligaza SCF dziata od potowy fazy G1 poprzez faze S do potowy fazy G2. W
komdrkach ludzkich ubikwitynuje ona cykliny fazy G 1(cykliny D i E) i biatkowe inhibitory
kinaz cyklinozaleznych (przede wszystkim p27, p21), a takze czynnik transkrypcyjny
E2F-1 regulujacy ekspresje genéw kodujacych biatka konieczne do rozpoczecia w
komorkach syntezy DNA czy tez biatko Cdcé {DNA replicationfactor) wigzace sie
zZ miejscem rozpoczecia transkrypcji. Podstawowymi podjednostkami ligazy SCF sa:
biatko Skp 1, kullina (pomost, na ktérym dochodzi do wspétdziatania poszczegélnych
podjednostek), jedno z biatek z motywem F-box (Fbp) odpowiedzialne za rozpoznanie
i zwigzanie biatka majgcego ulec ubikwitacji oraz biatko RbxI/Hit 1/Roc 1 cha-
rakteryzujace sie obecnoscia motywu RING-finger i po$redniczace w interakcji kulliny
z enzymem E2. Wiekszo$¢ biatkowych substratow ligazy SCF przed ubikwitynacja
jest fosforylowana przez rozne kinazy.

Ligaza APC/C aktywna jest od potowy fazy G2, w mitozie i na poczatku fazy G1.
Dotacza ona ubikwityne przede wszystkim do cyklin mitotycznych (cyklin A i B,
podjednostek regulatorowych kinaz cdkl i cdk2 dziatajagcych podczas mitozy), do tzw.
sekuryn, biatek bedacych inhibitorami rozdziatu chromatyd i anafazy, do wtasnych
biatek regulatorowych (np. Cdc20), do kinazy Polo/Cdc5 fosforylujgcej miedzy innymi
fosfataze Cdc25 oraz podjednostki APC, a takze do biatka Ase wigzacego sie z
mikrotubulami wrzeciona mitotycznego czy tez gemininy regulujacej rozpoczecie
syntezy DNA w fazie S przez hamowanie formowania kompleksu prereplikacyjnego
(pre-RC). Statymi sktadnikami kompleksu APC/C (ztozonego z kilkunastu biatek) sg
biatka APC2 i APC 11, homologiczne z kullingoraz biatkiem RbxI/Rocl w omawianej
juz ligazie SCF. Biatko APC2 jestjednostka podstawowg, do ktdrej dotgczajg sie inne
podjednostki, biatko APC 11 (z motywem RING-finger) posredniczy zas, jak sie sadzi,
w interakcjach z odpowiednim enzymem E2.

Regulacja funkcjonowania ligazy APC nastepuje przede wszystkim przez dofaczanie
do kompleksu okreslonych podjednostek regulatorowych - biatka Cdc20/Fizzy lub
biatka Cdhl/Het 1/Fizzy-related, uczestniczgcych, podobnie jak biatka z motywem
F-box, w rozpoznawaniu i wigzaniu biatkowych substratéw. Ufosforylowanie zaréwno
kompleksu APC/C,jak i podjednostek regulatorowych jest istotne dla dziatania ligazy
APC/C. Fosforylacji dokonujg kinazy Cdk aktywne w mitozie, kinazy Polo, a takze
kinaza A, przy czym fosforylacja moze zaréwno aktywowac, jak i hamowac dziatanie
ligazy APC/C. Co wiecej, ligaza APC/C pozostaje rowniez pod wptywem biatek punktu
kontrolnego wrzeciona mitotycznego, ktore sa odpowiedzialne za precyzyjngkontrole
prawidtowosci rozdziatu chromatyd, przebiegu anafazy i zakonczenia mitozy. Biatka
z rodzin MAD i BUB tworzg, po uaktywnieniu punktu kontrolnego wrzeciona,
przejsciowe kompleksy z biatkiem Cdc20, regulatorem aktywnosci ligazy APC/C,
inaktywujac w ten spos6éb jej dziatanie i zatrzymujac komorki w metafazie. W ostatnich
latach poznano takze mechanizm odpowiedzialny za inaktywacje ligazy APC/C w
interfazie. Zidentyfikowano bowiem biatko Emil/Real dziatajgce jako inhibitor ligazy
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APC/C, ktorego synteze reguluje czynnik transkrypcyjny E2F, a degradacje poprzedza
ubikwitynacja przeprowadzana przez ligaze SCF.

Biatka bedace substratami ligazy APC/C charakteryzuje na ogdt obecno$é tzw.
boksu destrukcyjnego (D-box), sekwencji aminokwasowej opisanej po raz pierwszy w
cyklinach mitotycznych, niezbednej do rozpoznania substratu przez ligaze i odpowiedni
enzym E2. Mutacje w boksie destrukcyjnym lub tez brak tej sekwencji aminokwasowej
wywotujg stabilizacje biatek i zatrzymanie proceséw, w ktorych uczestniczg. Wydaje
sie takze, ze sekwencja KEN wystepujgca w niektorych biatkach moze by¢ réwniez
konieczna do ich rozpoznania i ubikwitynacji przez ligaze APC/C skompleksowangz
biatkiem regulatorowym Cdh 1

Ostatnio wykazano, ze ligazg ubikwitynowag jest takze biatko Chfr dziatajgce w
punkcie kontrolnym wystepujacym w profazie podziatu mitotycznego i monitorujace
kondensacje chromosomow i ruch centrosomdw ku biegunom komérki. Charakteryzuje
je obecno$¢ domeny FHA (Forkhead-Associated) i motywu RING-finger,
znajdowanego w biatkach RbxI/Rocl i APC11omawianych wczesniej ligaz. Ligaza
Chfr katalizuje in vitro swojg witasng ubikwitynacje, a przede wszystkim ubikwitynuje
i skierowuje na droge proteolizy kinaze Polol (Piki), ktérej udziat w regulacji cyklu
staje sie coraz bardziej doceniany i zrozumiaty. Jest ona bowiem w znacznym stopniu
odpowiedzialna za odpowiedni stan ufosforylowania, a tym samym aktywnosci,
fosfatazy Cdc25 aktywujacej kinazy Cdk i kinazy Wee, ktora je hamuje. Rezultatem
obnizonego poziomu kinazy Piki jest op6znienie aktywacji fosfatazy Cdc25 i
inaktywacji kinazy Wee, czego efektem sg zakldcenia proceséw przebiegajacych z
udziatem kinaz Cdk przed rozpoczeciem metafazy. Nalezy jednakze pamietaé, ze oprécz
kinazy Piki iinne kinazy biatkowe fosforylujgpowyzsze enzymy. Zaréwno fosfataza
Cdc25, jak i kinaza Wee sg degradowane w uktadzie ubikwityna-proteasom, a ich
ubikwitynacje przeprowadza prawdopodobnie ligaza SCF.

Motyw RING-finger wystepuje takze w biatku MDM?2, ktore jest ligaza
ubikwitynujacabiatko supresorowe p53, degradowane nastepnie w proteasomie 26S.
Wewnatrzkomorkowy poziom MDM2 jest Scisle regulowany na poziomie transkrypcji,
atakze bardzo efektywnie poprzez kompleksowanie z r6znymi biatkami komdrkowymi
iwirusowymi. Mutanty p53, atakze pokrewne p53 biatka p73 ip63 nie sgrozpoznawane
i ubikwitynowane przez ligaze MDM2. O mozliwos$ci utworzenia kompleksu p53-
MDM2 decyduje wewnatrzkomdrkowa lokalizacja tych biatek oraz fosforylacja w
kazdym z nich okreslonych reszt aminokwasowych. Drugim, ostatnio zidentyfikowanym
substratem ligazy MDMZ2, okazat sie receptor androgenowy. Jego ubikwitynacja przez
ligaze MDM2 w znacznym stopniu zalezy od aktywnosci kinazy Akt. Chociaz ani p53,
ani receptor androgenowy nie biorg bezposredniego udziatu w poszczeg6lnych etapach
cyklu, tojednak ich precyzyjnie kontrolowana proteoliza jest bardzo istotna ze wzgledu
na wptyw tych czynnikéw transkrypcyjnych na ekspresje wielu biatek bezposrednio
zaangazowanych w regulacje przebiegu cyklu komoérkowego, a takze apoptozy.

Degradowane w proteasomie 26S sg réwniez btonowe receptory (o aktywnosci
kinaz tyrozynowych) wielu czynnikéw wzrostu, takich jak np. FGF, PDGF czy tez
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HGF. Ich ubikwitynacji dokonuje ligaza Cbl, oddziatujgca poprzez motyw RING-finger
z odpowiednim biatkiem E2 przenoszacym ubikwityne.

Poza wymienionymi biatkami réwniez wiele innych biatek istotnych dla przebiegu
cyklujest degradowanych proteolitycznie i to nie tylko przy udziale uktadu ubikwityna-
proteasom. Przyktadem takich biatek sg c-Myc i pRb, degradowane zaré6wno w
proteasomie (nieznana dotad ligaza ubikwitynowa), jak iprzez zalezng odjonéw wapnia
proteaze cysteinowg - kalpaine (c-Myc) oraz kaspazy (pRb).

W powyzszym opracowaniu skoncentrowano sie na oméwieniu ubikwitynacji biatek
regulujgcych cykl komdrkowy. Nalezy zdawac sobie sprawe, ze réwnie istotny, chociaz
mniej poznany jest proces ich deubikwitynacji w sytuacjach nieprawidtowego
wyznakowania ubikwityng. Przeprowadzajg go liczne (>90 dotad poznanych) proteazy
cysteinowe, ktorych rola w regulacji cyklu komérkowego zaczyna obecnie by¢
doceniana.

Jak pokazano, w proteolizie biatkowych regulatoréw cyklu uczestniczy bardzo wiele
biatek. Nalezy sobie zdawaé sprawe, ze réwniez ich wewnatrzkomdrkowy poziom
moze zmieniac sie pod wptywem réznych czynnikéw, czego efektem moze by¢ badz
niepozadana w danym momencie stabilizacja biatka regulatorowego, badz tez jego
przyspieszony rozktad. Jak juz obecnie wiadomo, zaburzenia ubikwitynacji i
deubikwitynacji biatek lezg u podtoza wielu schorzen, zwiaszcza proliferacyjnych,
autoimmunologicznych i neurologicznych. Dotychczasowy stan wiedzy na temat
przebiegu podstawowych szlakéw ubikwitynacji i degradacji biatek sprawia, ze w
ostatnich latach mogty siejuz rozpoczg¢ badania ukierunkowane na farmakologiczng
kontrole proteolizy biatek regulatorowych cyklu.

LITERATURA

CIECHANOVER A, ORAN A, SCHWARTZ AL. Ubiquitin-mediated proteolysis: biological
regulation via destruction. BioEssays 2000; 22: 442-451.

DESTERRO JMP, RODRIGUEZ MS, HAY RT. Regulation of transcription factors by protein
degradation. Cell Mol Life Sci 2000; 57: 1207-1219.

GRZELAKOWSKA-SZTABERT B. Proteoliza biatek regulujgcych przebeg cyklu komérkowe-
go - udziat ubikwitynacji. Post Biochem 2002; 48: 34—47.

GRZELAKOWSKA-SZTABERT B. Punkty kontrolne cyklu komérkowego - czy znamy ich
molekularne podtoze? Post Biol Kom 2002; 29: 157-175.

KIRSCHNER M. Intracellular proteolysis. Trends Genet 1999; 15: M24-M45.

KOEPP DM, HARPAR JW, ELLEDGE SJ. How the cyclin became a cyclin: regulated proteoly-
sis in the cell cycle. Cell 1999; 97: 431-434.

VEW PR. Ubiqutin-mediated proteolysis of vertebrate G1- and S-phase regulators. J Cell
Physiol 2001; 187: 1-10.



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 29 2002 SUPLEMENT NR 19 (19-20)

WPLYW MITOTYCZNEJ FOSFORYLACJI
BIALEK HMGN NA ODDZIALYWANIE Z CHROMATYNA
ORAZ ICH IMPORT DO JADRA KOMORKOWEGO

MITOTIC PHOSPHORYLATION OF HMGN PROTEINS REGULATE
BOTH CHROMATIN INTERACTION AND NUCLEAR IMPORT

Marta PRYMAKOWSKA-BOSAK

Biatka HMGN (high mobility group N) tworza rodzine biatek jadrowych, ktore
wigzg sie z nukleosomami, ksztattujg strukture chromatyny, wzmacniajg transkrypcje
oraz replikacje z matrycy chromatynowej. Dwie czasteczki biatka HMGN wigzg sie z
nukleosomem niezaleznie od sekwencji DNA. Wigzanie to stabilizuje nukleosom
jednoczesnie nie usztywniajac struktur chromatyny wyzszego rzedu. Biatka HMGN
stanowig element architektury chromatyny, wspomagajg rozluznianie widkien
chromatynowych obnizajagc hamujacy wptyw histondw na proces transkrypcji.

W trakcie podziatu mitotycznego podstawowe procesy zachodzace w komérce to
kondensacja chromatyny oraz zahamowanie aktywnosci transkrypcyjnej. Oba zjawiska
sg zwigzane z usunieciem wielu czynnikéw transkrypcyjnych, a takze biatek
strukturalnych z obszaru chromatyny. Zmiana sposobu oddziatywania biatek z
chromatyng w trakcie mitozy czesto zalezna jest od miejsca i stopnia ich
ufosforylowania.

Podczas mitozy biatka HMGN podlegajg masowej fosforylacji, modyfikacja ta
dotyczy konserwowanej ewolucyjnie domeny decydujacej o wigzaniu sie tych biatek z
nukleosomem (NBD-nucleosomal binding domain). Wykazano, ze fosforylacja
domeny NBD hamuje wigzanie bialek HMGN z nukleosomem, a takze negatywnie
wptywa na ich import dojadra komdérkowego po odtworzeniu btony jadrowej w pdZnej
telofazie. W wyniku fosforylacji nastepuje obnizenie powinowactwa HMGN do
nukleosomu, co jest spowodowane zmiang tadunku biatka na negatywny, natomiast
hamowanie importu do jadra jest zwigzane z obecno$cig grupy fosforanowej, ktora
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decyduje o specyficznym oddziatywaniu biatek HMGN z niektérymi izoformami biatka
14-3-3. Wykazano, ze istnieje Scisty zwigzek miedzy oddziatywaniem HMGN z
chromatyng a ich importem do jagdra komorkowego. Mitotyczna fosforylacja
jednoczes$nie wptywa na oba te procesy regulujgc w ten sposob dostepnos¢ biatek
HMGN dla chromatyny.
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