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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Biatka Rho to monomeryczne GTP-azy z nadrodziny Ras, ktérych zasadnicza funkcja jest udziat
w regulacji struktury cytoszkieletu. W licznych badaniach wykazano, ze zachowanie prawidio-
wej organizacji cytoszkieletu wymagane jest do realizacji postgpu fazy G1 cyklu komérkowe-
g0, a takze mitozy i cytokinezy. Biatka Rho odgrywaja rowniez istotng rol¢ w sygnalizacji mito-
gennej, m.in. z wykorzystaniem szlaku MAPKSs. Dlatego tez GTP-azy Rho, a wsréd nich RhoA,
Racl i Cdc42, bedace najlepiej poznanymi przedstawicielami opisywanej rodziny, uwazane sg za
istotne modulatory progresji cyklu komérkowego. W pracy oméwiono aktualny stan wiedzy na
temat molekularnej natury szlakéw sygnatowych GTP-az Rho, ktére sa podstawowe dla wzrostu
komorek, wplywajac na ekspresje biatkowych regulatoréw fazy G1 oraz przejscia G1/S.
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Summary

Rho proteins, including RhoA, Racl and Cdc42, are members of the Ras superfamily of mono-
meric GTP-binding proteins, which are well-known regulators of the cytoskeleton. Numerous
studies have shown that an intact cytoskeleton is required for cell cycle progression through G1
phase as well as mitosis and cytokinesis. Because of their role in both cytoskeletal rearrangement
and mitogenic signaling, Rho family proteins are key mediators of cell cycle progression. In this
paper, we review the current state of knowledge concerning the Rho-dependent signaling path-
ways that regulate the expression of cell cycle regulatory proteins required for G1 phase progres-
sion and S phase entry.
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Wykaz skrotow: ATF-2 - czynnik transkrypcyjny ATF2 (activating transcription factor 2); Cdks - kinazy cyklinozalezne

(cyclin-dependent kinases); CDKIs - inhibitory kinaz cyklinozaleznych (cyclin-dependent kinase
inhibitors); DP - biatka wigzace czynniki transkrypcyjne z rodziny E2F (dimerization partner);

DPI - inhibitor enzyméw flawoproteinowych (diphenylene iodonium); E2F - czynnik transkrypcyjny
E2F; ECM - macierz zewnatrzkomérkowa (extracellular matrix); ERK - kinaza regulowana czynnikami
zewnetrznymi (extracellular signal regulated kinase); FAK - kinaza ptytek przylegania (focal adhesion

kinase); GAP - biatko stymulujace aktywno$é GTP-azowa matych biatek G (GTPase-activating
protein); GDI - biatko hamujagce aktywno$é matych biatek G (guanine nucleotide dissociation
inhibitor); GDP - guanozyno-5’difosforan (guanosine-5’diphosphate); GEF — biatko zaangazowane
w wymiane GDP na GTP, aktywujgce mate biatka G (guanine nucleotide exchange factor);

GTP - guanozyno-5'trifosforan (guanosine-5'triphosphate); GTP-aza — guanozyno-5'trifosfataza
(guanosine-5’ triphosphatase); HMG-CoA - 3-hydroksy-3-metylo-glutarylo-CoA; IkB - inhibitor
czynnika transkrypcyjnego NF-kB (inhibitor of NFkB); Lbc - czynnik wymiany nukleotydéw
guaninowych dla RhoA (lymphoid blast crisis); LIMK - kinaza LIM (LIM kinase); mDia - biatko
efektorowe biatek z rodziny Rho (mammalian homologue of Drosophila diaphanous);

MAPKSs - kinazy biatkowe aktywowane przez mitogeny (mitogen-activated protein kinases);

MBS - wiazaca miozyne podjednostka fosfatazy lekkich tancuchdw miozyny (myosin-binding
subunit); MEK - aktywator kinazy ERK; MLC - lekki taicuch miozyny (myosin light chain);

MLCP - fosfataza lekkich tafncuchéw miozyny (myosin light chain phosphatase);

NAC - N-acetylocysteina; NADPH - zredukowany fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego;
NF-kB - czynnik transkrypcyjny kappa B (nuclear factor kappa B); NLS - sygnat lokalizacji jadrowej
(nuclear localization signal); PAK - kinaza serynowo-treoninowa (p21-activated kinase);

PDGF - ptytkopochodny czynnik wzrostu; PDTC - ditiokarbaminian pirolidyny; pRb - produkt
biatkowy genu supresorowego retinoblastoma; Ras — mate biatko G kodowane przez protoonkogen
ras bedgcy homologiem wirusowego onkogenu zidentyfikowanego w wirusie miesaka myszy (rat
sarcoma); RFT - reaktywne formy tlenu; ROCK - Rho-zalezna kinaza (Rho kinase);

TGF-f3 - transformujacy czynnik wzrostu 3 (tumor transforming factor B); wt - typ dziki (wild type).

WPROWADZENIE

Biatka Rho (Ras homologous) to monomeryczne poli-
peptydy o masach czasteczkowych 20-30 kDa, szeroko
rozpowszechnione w komérkach eukariota, od drozdzy
az po cztowieka [48,69]. Cztonkami rodziny Rho sa bial-
ka: Rho (RhoA, RhoB, RhoC, RhoD, RhoT), Rac (Racl,
Rac2, Rac3), Cdc42, TC10, TCL, Wrchl, Chp/Wrch2,
RhoG, RhoH/TTF oraz Rnd (Rndl, Rnd2, Rnd3/RhoE)
[23,106]. Najlepiej dotad poznanymi sa polipeptydy RhoA,
Rac1 i Cdc42. Biatka Rho naleza do nadrodziny biatek Ras
(matych bialek G). Ich wspdlna cecha strukturalna jest po-
siadanie domeny GTP-azowej, przy czym wystgpowanie
w jej obrebie 13-aminokwasowego insertu (Rho insert do-
main) pomiedzy piatym taricuchem 3 a czwarta helisa o,
wyréznia biatka Rho sposréd pozostatych matych biatek
G [69,75,114]. Rho funkcjonuja jako molekularne prze-
taczniki, oscylujac migdzy postacia aktywna (po zwiaza-
niu GTP) a nieaktywna (gdy GTP ulegnie hydrolizie do
GDP) [106]. Aktywno$¢ tych polipeptydéw kontrolowana
jest przez trzy grupy biatek regulatorowych: GEF (guanine

nucleotide exchange factor), GAP (GTPase-activating pro-
teins) oraz GDI (guanine nucleotide dissociation inhibitor).
Nieaktywne Rho utrzymywane sa w cytoplazmie komoérki
w postaci zwigzanej z biatkami GDI, ktére hamuja wymia-
n¢ GDP na GTP. Funkcja GEF zwigzana jest z aktywacja
biatek Rho, gdyz czynniki te utatwiaja zaréwno dysocja-
cj¢ GDI, jak réwniez wymiang GDP na GTP. Biatka Rho
maja niewielka wewngtrzng aktywnos¢ GTP-azowa, dla-
tego tez ich przejscie ze stanu aktywnego w nieaktywny
wymaga bialtek regulatorowych GAP, ktére promuja hy-
droliz¢ GTP do GDP [31,106].

Najwczesniej i najlepiej poznana funkcja biatek Rho jest
udzial w regulacji struktury cytoszkieletu aktynowego
[19,69]. GTP-azy Rho sa ogniwami szlakéw sygnalizacyj-
nych, ktére kontroluja stopiet polimeryzacji i depolime-
ryzacji aktyny oraz poziom fosforylacji miozyny [30,31].
Aktywne RhoA stymuluje powstawanie widkien naprezenio-
wych (stress fibers) 1 ognisk kontaktowych (focal adhesions)
[5], podczas gdy polipeptydy Cdc42 i Rac indukuja formo-
wanie, odpowiednio filopodiéw i lamelipodiéw [35,68,82].
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Istotnymi efektorami biatka RhoA sa serynowo-treoninowe
Rho-zalezne kinazy ROCK1 (ROKp) oraz ROCK2 (ROKa),
a takze biatka z rodziny formin mDial i mDia2. Po zwia-
zaniu Rho-GTP, ROCK fosforyluje liczne substraty, takie
jak kinazy LIM1 i LIM2, lekki faficuch miozyny (MLC —
myosin light chain) czy tez podjednostke wiazaca miozyne
(MBS — myosin-binding subunit) fosfatazy lekkich taricu-
chéw miozyny (MLCP — myosin light chain phosphatase),
co prowadzi do polimeryzacji aktyny, zwigkszenia kurczli-
wosci struktur aktomiozynowych, formowania widkien na-
prezeniowych oraz ich stabilizacji. Najwazniejszym efek-
torem dla polipeptydéw Rac i Cdc42 jest natomiast kinaza
PAK (p21-activated kinase), ktdrej jednym z substratéw jest
wspomniana juz kinaza LIM. Aktywna LIMK fosforyluje
i inaktywuje kofiling (biatko odpowiedzialne m.in. za de-
polimeryzacje F-aktyny), przez co zapobiega depolimery-
zacji filamentéw aktynowych [17,31,69]. Reorganizacja cy-
toszkieletu aktynowego warunkuje m.in. zmiang ksztattu
komérek, ich adhezj¢ i rozptaszczenie si¢ na podiozu [28].
Biatka Rho wptywajac na organizacje cytoszkieletu aktyno-
wego oraz ekspresje wielu genéw, reguluja liczne procesy
m.in. proliferacje czy apoptozg¢ komérek [10,30].

Adhezja komérek do podtoza — macierzy zewnatrzkomor-
kowej (ECM — extracellular matrix) odgrywa gtéwna role
w proliferacji nietransformowanych komérek [85]. Kontrola
wzrostu komorek przez ich adhezj¢ do podtoza odbywa sig
w fazie G1 cyklu komérkowego [8]. Przyczepienie si¢ ko-
morek do ECM za posrednictwem receptorow typu inte-
gryn, a nast¢pnie ich rozptaszczenie, warunkowane przez
rearanzacj¢ cytoszkieletu aktynowego, umozliwia postgp
fazy G1 i podjecie syntezy DNA w fazie S cyklu [18,28].
Postep fazy G1 cyklu komérkowego kontrolowany jest
przez trzy gtéwne grupy biatek: kinazy cyklinozalezne
(Cdks — cyclin-dependent kinases), endogenne inhibitory
Cdks (CDKIs — cyclin-dependent kinase inhibitors) oraz
podjednostki regulatorowe Cdks — cykliny. We wczesnej
fazie G1 dzialaja cykliny D oraz kinazy Cdk4/6, a w p6Zne;j
fazie G1 cyklina E, ktora jest podjednostka regulatorowa
dla Cdk2. Inhibitory kinaz cyklinozaleznych zalicza si¢ do
jednej z dwéch rodzin, INK4 (p 16™K4A ] 5INKIB - [QINKAC
p19™K4D) Tub CIP/KIP (p21Wert/eet  p27Kiel p57Kir2) [96,107].
Waznym substratem komplekséw cyklina D/Cdk4/6 oraz
cyklina E/Cdk?2 jest biatko Rb (pRb — retinoblastoma pro-
tein), ktére w postaci nieufosforylowanej wiaze si¢ z réz-
nymi czynnikami transkrypcyjnymi, m.in. z rodziny E2F.
Czynniki te maja krytyczne znaczenie dla przejscia ko-
morki przez punkt restrykcyjny na granicy faz G1/S oraz
wplywaja na aktywacj¢ genéw fazy S. Na poczatku i w trak-
cie trwania fazy G1 za fosforylacje pRb odpowiada kom-
pleks cyklina D/Cdk4/6, natomiast w pdZnej fazie G1
proces ten przejmuje kompleks cyklina E/Cdk2 [95,99].
Hiperfosforylacja pRb prowadzi do uwolnienia E2F, ktére
po przytaczeniu biatek DP (dimerization partner) wiaza si¢
z regionami promotorowymi genéw docelowych, stymu-
lujac ich transkrypcje i przejscie komorki w nastgpna faze
cyklu [37]. Zatem, relatywne poziomy cyklin, kinaz Cdk
oraz biatek CDKI sg czynnikami decydujacymi o przejsSciu
komorki przez punkt krytyczny na granicy faz G1/S [27].

Istotna rola biatek z rodziny Rho zaréwno w rearanzacji
cytoszkieletu aktynowego, a takze sygnalizacji mitogenne;j
sprawia, ze GTP-azy te postrzegane sa jako wazne modu-
latory postepu fazy G1 cyklu komérkowego [58]. Wyniki

licznych badan wskazuja, ze udzial polipeptydéw Rho,
w zaleznej od integryn organizacji cytoszkieletu, wyma-
gany jest do wystapienia wszystkich wyzej wymienionych
zdarzen koniecznych do przej$cia komérki przez fazg G1
i wejscia w faze S [18,41]. Ponadto Rho, Rac i Cdc42 kon-
troluja szlaki przekazywania sygnatéw, ktore sa podstawo-
we dla wzrostu komérek, wptywajac na ekspresje regula-
toréw fazy G1 cyklu komérkowego [9,26,27,112]. Jednak
rola biatek z rodziny Rho nie ogranicza si¢ do regulacji
fazy G1 cyklu komérkowego. Bedac ogniwem szlakow sy-
gnatowych prowadzacych do reorganizacji filamentéw ak-
tynowych oraz mikrotubul, GTP-azy Rho reguluja row-
niez progresje mitozy i cytokinezy [47]. Zaangazowane
sqg w formowanie i usztywnienie korteksu komorki pod-
czas jej mitotycznego zaokraglenia [57], tworzenie wrze-
ciona kariokinetycznego [11], a takze wiazanie mikrotubul
wrzeciona do kinetochoréw [66,70]. Co wigcej, podczas
cytokinezy biora udzial w wyznaczaniu plaszczyzny po-
dziatu komoérki [67], formowaniu pierscienia kurczliwego
i bruzdy podziatowej [49,103] oraz ostatecznym rozdziale
komorek siostrzanych [65,90].

Wepiryw GTP-Az RHO NA BIALKOWE REGULATORY FAZY G1 cYKLU
KOMORKOWEGO

Biatka z rodziny Rho stanowig istotne modulatory postgpu
fazy G1 cyklu komérkowego, co zwigzane jest z ich wpty-
wem na gtéwne zaréwno pozytywne, jak i negatywne re-
gulatory progresji tej fazy [112]. Olson i wsp. wykazali,
ze mikroiniekcja biatek Rho, Rac i Cdc42 do spoczynko-
wych fibroblastéow Swiss 3T3 promuje postep fazy G1 cy-
klu komérkowego oraz proces syntezy DNA. Jednoczesnie
wykazano, ze wprowadzenie do komérek mRNA koduja-
cych dominujaca negatywna postaé biatek Rac i Cdc42
lub inhibitora Rho, transferaze C3 z Clostridium botili-
num, blokuje syntezg¢ DNA stymulowana przez surowice
[71]. Co wigcej, naukowcy zasugerowali, ze aktywny mu-
tant RhoA zdolny jest do indukcji przejscia G1/S w fibro-
blastach pozbawionych surowicy [71,116]. Z kolei Zhang
i wsp. zaobserwowali, ze selektywna supresja RhoA lub
jego efektoréw, mDial i ROCK skutecznie hamuje proli-
feracjg oraz przejscie przez punkt restrykcyjny G1/S ko-
morek raka zotadka [117].

Cvkuna D1

Cyklina typu D1 stanowi gtéwna cykling z grupy D (D1,
D2, D3) i zazwyczaj pierwsza, ktorej indukcja nastgpuje
po przejsciu komérki z fazy spoczynkowej GO w faze G1
[34]. Synteza cykliny D1, w odpowiedzi na stymulacje mi-
togenna, jest etapem ograniczajacym szybkos¢ tworzenia
aktywnych komplekséw cyklina D/Cdk4/6 i tym samym,
jednym z gtéwnych zdarzern wymaganych do fosforylacji
biatka Rb i w konsekwencji postepu fazy G1 cyklu ko-
morkowego [95,96].

W wielu typach komérek indukcja ekspresji cykliny D1
jest scisle zwiazana z aktywacja kinazy ERK (extracellular
signal regulated kinase) [4,54]. ERK jest serynowo-treoni-
nowa kinaza nalezaca do nadrodziny kinaz aktywowanych
przez mitogeny (MAP — mitogen activated protein kina-
ses). Enzym ten wystgpuje w dwdch postaciach homolo-
gicznych: ERK1 (p44) i ERK2 (p42), a podstawowa kaska-
de sygnatowa tworzy zespdt Ras/Raf/MEK/ERK [51,77].
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W licznych badaniach wykazano, ze inhibicja szlaku sy-
gnatowego Ras/ERK blokuje, aktywowana przez mitogeny,
ekspresje¢ cykliny D1 [54,110,111]. Nalezy podkresli¢, ze
proces syntezy cykliny D1 wymaga dlugotrwatej aktywa-
cji kinazy ERK, utrzymujacej si¢ przez 5—6 h po stymula-
cji spoczynkowych fibroblastéw mitogenami, podczas gdy
krétki czas aktywacji tego enzymu (1-3 h w przypadku fi-
broblastow) jest niewystarczajacy do rozpoczecia opisywa-
nego procesu [13,84,113]. Czas trwania aktywacji kinazy
ERK determinowany jest przez wspétdziatanie receptoréw
czynnikéw wzrostu, receptoréw adhezyjnych oraz cytosz-
kieletu aktynowego [113]. Gtéwnymi receptorami adhe-
zyjnymi sa kompleksy glikoprotein, zwane integrynami
[104]. Oddzialywanie sktadnikéw macierzy zewnatrzko-
morkowej, takich jak fibronektyna, z receptorem integry-
nowym lezy u podstaw mechanizméw kontrolujacych m.in.
organizacj¢ cytoszkieletu aktynowego [50]. O istotnej roli
cytoszkieletu aktynowego w kontroli ekspresji cykliny D1
Swiadcza m.in. wyniki badarn Bohmera i wsp., ktérzy zaob-
serwowali, ze zablokowanie polimeryzacji filamentow ak-
tynowych przez cytochalazyne D, hamuje syntezg¢ mRNA
cykliny D1 [18]. Welsh i wsp. wykazali, ze skoordynowa-
ne wspoétdziatanie receptoréw czynnikéw wzrostu oraz in-
tegryn, przy zachowaniu prawidtowej organizacji cytosz-
kieletu aktynowego, pozwala na dlugotrwata aktywacje
kinazy ERK w fibroblastach NIH 3T3, majacych aktywne
Rho. Zaktywowana kinaza ERK ulega translokacji do ja-
dra, gdzie stymuluje transkrypcj¢ genu kodujacego cykli-
ne D1, w Srodkowej fazie G1 cyklu komérkowego (~9 h po
stymulacji mitogennej) [113]. Powstata cyklina D1 tworzy
aktywny kompleks z Cdk4 lub Cdk6, zdolny do fosforyla-
¢ji, a tym samym inaktywacji biatka Rb. Kompleks cyklina
D1/Cdk4/6 moze réwniez promowac postep cyklu komor-
kowego, poprzez sekwestracj¢ inhibitora kinaz cyklinoza-
leznych — biatka p27%®! [107].

Udzial ECM oraz cytoszkieletu aktynowego w kontroli
czasu trwania aktywacji kinazy ERK wskazuje na istot-
na role biatek z rodziny Rho w regulacji ekspresji cykli-
ny D1 [46]. Jak wynika z danych pi§miennictwa, udziat
szlaku sygnalowego Rho w kontroli syntezy cykliny D1
zwigzany jest z regulacja czasu trwania aktywacji kinazy
ERK, a takze z koordynacja ekspresji cykliny D1 w cza-
sie (timing of cyclin D1 expression) [113]. Regulacja syn-
tezy cykliny D1 moze si¢ odbywac réwniez w sposéb nie-
zalezny od kinazy ERK, w czym uczestnicza biatka Rac
i Cdc42 [73,113,115].

Renshaw i wsp. wykazali, ze szlak sygnalowy Rho po-
Sredniczy w zaleznej od integryn aktywacji kinazy ERK.
W cytowanych badaniach inaktywacja biatka RhoA przez
transferaz¢ C3 z Clostridium botilinum lub dominujacy
negatywny mutant RhoA (RhoN19) hamowata aktywa-
cj¢ kinaz ERK/MAPK w fibroblastach NIH 3T3. Z ko-
lei aktywacja GTP-azy RhoA, na skutek wprowadzenia
do komoérek konstytutywnie aktywnej, zmutowanej po-
staci RhoA (RhoQ63L) lub swoistego dla RhoA czynni-
ka wymiany nukleotydéw guaninowych (Lbc — lympho-
id blast crisis) wzmacniata aktywacje ERK [80]. Kolejne,
przeprowadzone na fibroblastach NIH 3T3 doswiadcze-
nia wykazaty, ze zablokowanie Rho-zaleznej kinazy lub
jej efektora LIMK, blokuje formowanie widkien napre-
zeniowych oraz ognisk kontaktowych, a w konsekwencji
zalezna od integryn aktywacje kinazy ERK. Wyniki te,

uzyskane przez Rooversa i wsp. wskazuja, ze indukowa-
ne przez szlak sygnatlowy RhoA-ROCK formowanie wi6-
kien stresowych i ognisk kontaktowych wymagane jest do
dhugotrwatej aktywacji kinazy ERK oraz ekspresji cykli-
ny D1 w komoérkach NIH 3T3 traktowanych czynnikami
wzrostu [83]. Wniosek ten wysunigto takze na podstawie
doswiadczen, przeprowadzonych na stymulowanych suro-
wicg komérkach w zawiesinie. W warunkach tych aktyw-
nos¢ Rho jest duza [79], jednak ze wzglgdu na brak mozli-
wosci wytworzenia widkien stresowych, nie obserwowano
dtugotrwalej aktywacji kinazy ERK [113]. Burridge i wsp.
zasugerowali, ze biatko RhoA promuje formowanie wié-
kien stresowych i zwiazanych z nimi miejsc adhezji przez
stymulacj¢ aktywnosci kurczliwej systemu aktomiozyno-
wego, co generuje izometryczne naprg¢zenia w komorce,
ktére wzmacniaja grupowanie integryn i przez to integry-
nowy szlak sygnatowy [22]. Jak juz wspomniano, aktywa-
cja integryn wyzwala liczne wewnatrzkomoérkowe Sciezki
sygnatowe, w tym kaskadeg kinazy ERK [91].

Co ciekawe, Welsh i wsp. zaobserwowali, ze w warunkach,
w ktérych dlugotrwata aktywacja kinazy ERK jest zablo-
kowana (selektywna inaktywacja RhoA), mimo to docho-
dzi do gwaltownego wytwarzania cykliny D1, w odpo-
wiedzi na stymulacj¢ mitogenna mysich fibroblastéw NIH
3T3. Dalsza analiza tego zjawiska wykazata, ze wspomnia-
na synteza cykliny D1 zalezna jest od szlaku sygnatowe-
go Rac/Cdc42 i odbywa si¢ we wczesnej fazie G1 cyklu
komorkowego, okoto 3 h po stymulacji mitogennej spo-
czynkowych fibroblastéw. Jak wiadomo, w prawidtowych
fibroblastach (w ktérych adherentne komorki stymulowa-
ne sa przez czynniki wzrostu) synteza cykliny D1 ograni-
czona jest zwykle do srodkowej fazy G1 cyklu komoérko-
wego. Uzyskane wyniki pozwolily stwierdzié, ze biatko
RhoA pelni istotng rol¢ w koordynacji ekspresji cykliny
D1 w odpowiedniej sekwencji czasowej. W fibroblastach
NIH 3T3, RhoA blokuje alternatywny szlak Rac/Cdc42
i tym samym zapobiega przedwczesnej indukcji cykliny
D1. Jednoczesnie promuje, zalezna od kinazy ERK, syn-
tezg cykliny D1 w srodkowej fazie G1 cyklu komérkowe-
go. Zatem indukcja ekspresji cykliny D1 przez Rac/Cdc42
w fibroblastach NIH 3T3, obserwowana jest tylko w przy-
padku zablokowania RhoA (lub jego efektoréw) i jest nie-
zalezna od kinazy ERK [113]. Inaczej dzieje si¢ w przy-
padku komérek epitelialnych. Badania wykazaty bowiem,
ze komorki mezenchymalne (np. fibroblasty) i epitelialne
réznia si¢ kinetyka ekspresji cykliny D1 — w tych pierw-
szych, jak juz wspomniano, proces ten zachodzi w Srodko-
wej fazie G1 cyklu, natomiast w drugich ograniczony jest
raczej do wezesnej fazy G1 [34,45,113]. Fournier i wsp.
wykazali, ze endogenne biatko Rac odgrywa gtéwna role
w regulacji syntezy cykliny D1 w komérkach epitelialnych
raka gruczolu piersiowego linii MCF10A [34].

Nalezy podkresdlié, ze wigkszos¢ badan nad zaleznymi od
ERK lub Rac szlakami sygnatowymi stymulujacymi eks-
presje cykliny D1, prowadzonych byto w réznych typach
komorek (epitelialne vs. mezenchymalne) lub w warun-
kach nadekspresji Rac [34,43,46,113]. Klein i wsp., jako
pierwsi ocenili udziat Sciezek sygnalizacyjnych ERK oraz
Rac w kontroli syntezy cykliny D1, nie tylko w komérkach
o réznym, ale réwniez o tym samym pochodzeniu. W cy-
towanych badaniach materiat doswiadczalny stanowity
komorki linii MCF10A, a takze komorki linii MCF10A,
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w ktérych indukowano fenotyp mezenchymalny, na sku-
tek 3-dniowej inkubacji komérek z TGF-3. Uzyskane wy-
niki wykazaty, ze w komérkach MCF10A, Rac indukuje
ekspresje cykliny D1 we wczesnej fazie G1, w sposéb nie-
zalezny od kinazy ERK i integralnosci cytoszkieletu ak-
tynowego oraz ze jest ona niewystarczajaca do przejscia ko-
morek z fazy G1 do fazy S cyklu komérkowego. Wezesna
indukcja cykliny D1 ulega zablokowaniu w komoérkach
mezenchymalnych, takich jak fibroblasty, komérki mig-
$ni gladkich czy tez komérki MCF10A po 3-dniowej in-
kubacji z TGF-. Z kolei synteza cykliny D1 w srodkowej
fazie G1 regulowana jest. zar6wno przez ERK, jak i Rac
oraz wymaga prawidlowej organizacji cytoszkieletu akty-
nowego. Co wigcej, wspoldziatanie migdzy tymi biatka-
mi istotne jest do indukcji mRNA cykliny D1 oraz przej-
Scia G1/S zaréwno w komoérkach mezenchymalnych, jak
i epitelialnych [45]. W swoich badaniach Welsh i wsp. nie
obserwowali koregulacji ekspresji cykliny D1 przez biatka
Rac i ERK w komoérkach NIH 3T3, prawdopodobnie dla-
tego, ze wykorzystali komérki z nadekspresja a5p1 inte-
gryny [113]. Konieczne sa dalsze badania, ktére umozliwia
sprawdzenie, czy zalezna od Rac synteza mRNA cykliny
D1 we wczesnej i1 Srodkowej fazie G1 cyklu komoérkowe-
go indukowana jest za posrednictwem tego samego, czy
tez odmiennych szlakéw sygnalizacyjnych [45]. Dowodem,
ze s3 to rézne Sciezki sygnalizacyjne jest to, ze synteza
mRNA cykliny D1 we wczesnej fazie G1 cyklu komér-
kowego wymaga aktywnosci czynnika transkrypcyjnego
NF-xB, natomiast, w Srodkowej fazie G1, opisywany pro-
ces jest niezalezny od NF-kB [46].

Mechanizm, poprzez ktéry biatko Rac indukuje biosyn-
tez¢ cykliny D1, r6zni si¢ w zaleznosci od typu komoérek
[112]. W fibroblastach NIH 3T3 giéwnym efektorem biat-
ka Rac, aktywowanym w drodze sygnatowej prowadzacej
do syntezy cykliny D1, jest serynowo-treoninowa kinaza
PAK [113]. Balasenthil i wsp. wykazali, ze PAK reguluje
ekspresje cykliny D1 angazujac szlak czynnika jadrowego
kB (NF-kB) [12]. NF-xB obejmuje homo- i heterodimery
tworzone przez dwie sposréd pieciu podjednostek naleza-
cych do rodziny bialek NF-kB/Rel: RelA/p65, RelB, cRel,
p105/p50 (NF-B1), p100/p52 (NF-B2). Zasadnicza forma
NF-xB w komoérce jest heterodimer RelA/p50. W posta-
ci nieaktywnej NF-kB wyst¢puje w cytoplazmie komor-
ki w kompleksie z inhibitorem IxB, ktérego zadaniem jest
maskowanie sekwencji NLS (nuclear localization signal),
decydujacej o translokacji dimeréw NF-kB do jadra ko-
morkowego. Pula genéw aktywowanych przez czynnik
transkrypcyjny NF-kB obejmuje geny istotne w procesach
odpowiedzi immunologicznej, apoptozy, proliferacji i pro-
cesOw zapalnych [55,89].

Udzial NF-xB w aktywacji transkrypcji genu cykliny
D1 przez biatko Rac, zostat opisany przez Joyce’a i wsp.
Zdaniem tych naukowcow, GTP-aza Rac promuje aktywa-
cj¢ czynnika NF-kB oraz wzmacnia jego przytaczanie do
promotora genu kodujacego cykling D1. Analiza mutan-
téw N-koricowej domeny efektorowej biatka Rac wykaza-
1a, ze domena ta wymagana jest do aktywacji NF-«xB oraz
indukgcji transkrypcji genu cykliny D1. Ponadto, w pro-
motorze genu cykliny D1, cytowani badacze zidentyfi-
kowali sekwencje istotne do jego aktywacji przez biatka
Rac/NF-xB. Mutacja w obregbie miejsca wigzania czynni-
ka ATF-2 (ATF-binding site), obniza aktywnos¢ promotora

genu cykliny D1 o 75%, natomiast mutacja w sekwen-
cji wiazacej NF-xB (NF-kB-binding site) znosi jego in-
dukcje przez podjednostke pSO NF-kB [43]. Warto przy-
toczy¢ réwniez wczesniejsze badania, przeprowadzone
przez Sulcinera i wsp., ktérzy zaobserwowali, ze krétko-
trwata ekspresja konstytutywnie aktywnego mutanta Racl
(V12racl) znaczaco zwigksza aktywnos$¢ transkrypcyjna
NF-xB, podczas gdy zastosowanie dominujaco negatyw-
nej postaci (N17racl) blokuje zaréwno podstawowa, jak
i stymulowanag przez interleukine 1 aktywnos¢ tego biatka
w komoérkach HeLa. Ponadto wykazano, ze indukcja NF-
kB przez Racl jest niezalezna od zdolnosci tego biatka do
aktywacji kinazy N-koricowej domeny biatka c-Jun (JNK
— c-Jun N-terminal kinase) [100]. Z kolei Klein i wsp. za-
sugerowali, ze NF-kB nie jest elementem szlaku sygnato-
wego zaleznego od Rac (nie jest aktywowany przez Rac),
lecz funkcjonuje réwnolegte do niego i to wspdtdziatanie
istotne jest dla aktywacji transkrypcji cykliny D1 w my-
sich embrionalnych fibroblastach [46]. Ciekawych infor-
macji, odnosnie wptywu Racl i Rac1b na szlak czynnika
jadrowego kB dostarczyli Matos i Jordan [61]. Rac1b po-
wstaje jako produkt alternatywnego splicingu genu Racl
i charakteryzuje si¢ obecno$cia dodatkowych 19 reszt ami-
nokwasowych na C-koricu biatka, tuz obok tzw. regionu
przetacznikowego II (switch II region). Ponadto, postaé
ta cechuje si¢ konstytutywna aktywnoscia, ktéra wynika
z duzej wewnetrznej aktywnosci GEF, obnizonej (w sto-
sunku do wt (wild type) Racl) wewnetrznej aktywnosci
GTP-azowej, braku zdolnosci do oddziatywania z GDI oraz
zwigkszonej tendencji do wigzania si¢ z blong komérkowa.
Wysoka ekspresja Raclb obserwowana jest m.in. w ludz-
kich komoérkach raka gruczotu piersiowego, czy okrgzni-
cy (32,97). Matos i Jordan wykazali, ze aktywnosc¢ biatka
Raclb, w przeciwienistwie do GTP-azy Racl, jest wystar-
czajaca do indukcji syntezy cykliny D1 i przejscia komo-
rek NIH 3T3 z fazy G1 do fazy S cyklu komérkowego. Co
wigcej ekspresja wt Raclb, lecz znowu nie wt Racl, rady-
kalnie zwigkszata przezycie minimalnie stymulowanych
komérek. Zaobserwowano ponadto, ze zastosowanie zmu-
towanej, niepoddajacej si¢ fizjologicznej regulacji postaci
IxkBa (super-represor IkBa) hamuje odpowiedZ komorko-
wa zwiazana z aktywacja Raclb czy Racl. Przedstawione
wyniki sugeruja, ze Raclb jest wysoce aktywnym warian-
tem biatka Racl, ktéry stymuluje postgp fazy G1 cyklu
komorkowego i przezycie komoérek, w sposéb zalezny od
czynnika jadrowego kB. Rac1b indukuje fosforylacje in-
hibitora IkBa, ktéra wymagana jest do aktywacji NF-kB
[61]. Jednak doktadny mechanizm odpowiedzialny za re-
gulacje czynnika jadrowego kB przez biatko Rac, nie zo-
stal jak dotad w pelni poznany.

Wyniki licznych badan sugeruja, ze aktywacja czynnika
transkrypcyjnego NF-kB moze by¢ zalezna od stanu redoks
komorki [42,62,88,92,98]. GTP-aza Rac stanowi sktadnik
kompleksu enzymatycznego oksydazy NADPH fagocytéw,
ktory jest waznym komoérkowym Zrédtem RFT (reaktyw-
ne formy tlenu) [1,2]. Ludzka oksydaza NADPH sktada
si¢ z siedmiu podjednostek — zwiazanych z btong komor-
kowa p22°ho* i gp91Ph* (tworzacych flawocytochrom b ),
trzech cytoplazmatycznyh polipeptydéw (p47°hx, p67phor
i p40Phx) oraz biatek G, tj. Rap1A i Rac, z ktérych ostatnie
niezbedne jest do aktywacji enzymu. GTP-aza Rac faczy
sie z N-koricowa domena p67°™* i w ten sposéb kontroluje
aktywnos¢ kompleksu. System oksydazy NADPH zostat
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zidentyfikowany takze w innych niz fagocyty komoérkach,
m.in. w fibroblastach, komérkach srédbtonka czy komér-
kach migsni gtadkich naczyn [20,33]. Ponadto sugeruje
sig, ze GTP-aza Rac moze si¢ przyczynia¢ do powstawa-
nia RFT takze w inny sposéb. Biatko to wydaje si¢ pet-
ni¢ istotng rol¢ w metabolizmie kwasu arachidonowego —
procesie prowadzacym do wytwarzania RFT [76]. Sulciner
i wsp., chcac wyjasni¢ mechanizm prowadzacy do aktywacji
czynnika NF-kB przez biatko Rac, zaobserwowali, ze eks-
presja konstytutywnie aktywnego mutanta Racl (V12racl)
lub stymulacja komérek HeLa przez cytoking 183, prowadzi
do znaczacego wzrostu poziomu RFT. Inkubacja komérek
z antyoksydantami, takimi jak N-acetylocysteina (NAC)
czy ditiokarbaminian pirolidyny (PDTC) blokowata, indu-
kowany przez V12racl, wzrost stezenia RFT oraz zdolnos¢
do aktywacji czynnika jadrowego kB. Wyniki te wskazuja,
ze Racl reguluje wewnatrzkomoérkowe wytwarzanie reak-
tywnych form tlenu w komérkach HeLa. Ponadto sugeru-
ja, ze biatko to jest ogniwem szlaku przekaZnictwa sygna-
tu zaleznego od RFT (redox signalling) prowadzacego do
aktywacji czynnika NF-xB [100].

Naukowcy zaobserwowali, ze aktywacja biatka Rac powo-
duje wzrost poziomu reaktywnych form tlenu, takze w in-
nych niz HeLa komérkach [87,101]. Ponadto wykazano, ze
kluczowa dla aktywacji oksydazy NADPH, domena efek-
torowa Rac wymagana jest réwniez do oddziatywania mi-
togennego wywieranego przez to biatko w mysich embrio-
nalnych fibroblastach. Dane te sklonity Page’a i wsp. do
podjecia badan, majacych na celu sprawdzenie czy induko-
wana przez Rac ekspresja cykliny D1 mediowana jest przez
reaktywne formy tlenu. W przeprowadzonych doswiadcze-
niach wykazano, ze nadekspresja aktywnego mutanta Racl
(V12racl) indukowata transkrypcje z promotora cykliny D1,
w komérkach migéni gtadkich drég oddechowych, podczas
gdy dominujaco negatywny mutant Racl (N17rac1l) hamo-
wat, stymulowang przez ptytkopochodny czynnik wzrostu
(PDGPF), transkrypcje cykliny D1. Co istotne, preinkubacja
komoérek z antyoksydantami (ebselen, katalaza) lub inhi-
bitorem enzyméw flawoproteinowych (DPI — diphenylene
iodonium) ostabiata, mediowana przez PDGF i Racl, akty-
wacje transkrypcji genu cykliny D1, ale nie miata wptywu
na indukcje cykliny D1 przez kinazg MEK1 (mitogen-ac-
tivated protein kinases/extracellular signal regulated kina-
ses) — aktywatora kinazy ERK. Podsumowujac, Page i wsp.
zasugerowali, ze promowana przez Racl ekspresja cykli-
ny D1 mediowana jest przez reaktywne formy tlenu oraz
wskazali na istnienie dwoch odmiennych szlakéw sygna-
lizacyjnych (zaleznego od Racl oraz zaleznego od ERK)
pozytywnie regulujacych wzrost komérek migsni gladkich
[73]. Kolejne, przeprowadzone przez ten sam zespot bada-
nia wykazaty, ze biatka Racl i Cdc42 dziela wspdlny szlak
sygnalizacyjny prowadzacy do indukcji promotora cykliny
D1, w komérkach migsni gtadkich drég oddechowych [15].

Cvykuna E

Cyklina E jest biatkowym regulatorem cyklu komérkowe-
go, ktérego szczyt ekspresji przypada na pézng faze G1
i w niektérych typach komérek podlega kontroli przez biat-
ka z rodziny Rho [27,95]. Jak juz wczesniej wspomniano,
cyklina E jest funkcjonalnie zwigzana z kinaza cyklinoza-
lezna 2 (Cdk2), a powstaty kompleks (cyklina E/Cdk2) od-
powiada za wprowadzenie komérki do fazy S [95].

Tanaka i wsp. wykazali, ze w stymulowanych surowica
szczurzych astrocytach, aktywnos¢ biatek Rho wymaga-
na jest do indukcji ekspresji cykliny E, aktywacji kinazy
Cdk2 oraz przejscia komoérek z fazy G1 w fazg S cyklu.
Jak wiadomo, potranslacyjna modyfikacja biatek Rho (tzw.
prenylacja) jest procesem niezbgdnym do aktywacji tych
GTP-az, poniewaz wykazano, ze aby petni¢ swoje funkcje
biatka te musza zosta¢ dostarczone do btony komérkowe;j.
Zwiazkiem uczestniczacym w prenylacji polipeptydéw Rho
jest metabolit mewalonianu — pirofosforan geranylogerany-
lu (GGPP). Dzigki geranylogeranylacji, biatka Rho moga
si¢ zaczepi¢ w blonie komérkowej, aby w dalszej kolejno-
Sci uczestniczy¢é w regulacji wewnatrzkomérkowych szla-
kéw sygnalizacyjnych [63]. Jak wynika z piSmiennictwa,
sposrod lipidéw izoprenowych, to witasnie GGPP odgry-
wa istotna rol¢ w przejsciu proliferujacych komérek z fazy
G1 w faze S cyklu komérkowego [38,109]. Tanaka i wsp.
wykazali, ze mate GTP-azy z rodziny Rho ulegaja gerany-
logeranylaciji i translokacji do blony komérkowej w czasie
przejscia szczurzych astrocytéw przez punkt kontrolny na
granicy faz G1/S. Przejscie G1/S, opisywane komorki re-
alizuja, przez zalezna od Rho, ekspresje¢ cykliny E oraz ak-
tywacje kinazy Cdk2. Zastosowanie prawastatyny (inhibitor
reduktazy HMG-CoA) hamowalo ekspresj¢ cykliny E, ak-
tywacje¢ Cdk2 oraz promowato zatrzymanie cyklu w fazie
G1 na skutek inaktywacji GTP-az Rho, ktére w obecnosci
tego zwiazku nie ulegaja translokacji do btony komoérko-
wej. Inhibicja ta ulegta catkowitemu odwréceniu przez do-
danie mewalonianu lub GGPP. Z kolei egzotoksyna C3 zno-
sita zdolno§¢ GGPP do przywracania ekspresji cykliny E
w szczurzych astrocytach traktowanych prawastatyna [102].

W kolejnych badaniach, Hu i wsp. zaobserwowali, ze
konstytutywnie aktywna postaé biatka RhoA (RhoA(63))
w sposéb znaczacy stymuluje aktywnos$¢ kompleksu cy-
klina E/Cdk2 w embrionalnych fibroblastach chomika
chinskiego linii IIC9, hodowanych bez dodatku surowicy.
Ponadto dominujacy negatywny mutant RhoA (dnRhoA)
blokowat, indukowang przez surowice, aktywacje komplek-
su opisywanej cykliny [40]. Odmienne wyniki uzyskali
Croft i Olson, badajac rolg szlaku RhoA/ROCK w kontro-
li syntezy cykliny E w fibroblastach NIH 3T3. W komor-
kach tych aktywnos¢ szlaku sygnatowego RhoA/ROCK
nie jest ani konieczna, ani tez wystarczajaca do indukcji
ekspresji cykliny E [27].

Udziat nastgpnego przedstawiciela rodziny Rho — biatka
Cdc42, w regulacji ekspresji cykliny E w fibroblastach NIH
3T3 opisali Chou i wsp. Analiza z wykorzystaniem kon-
stytutywnie aktywnego mutanta Ccd42V12 wykazata, ze
GTP-aza Cdc4?2 oraz jej efektor kinaza p70 S6 (p70S6k),
uczestnicza w indukcji ekspresji cykliny E i promuja po-
stgp fazy G1 cyklu w komérkach NIH 3T3 [25].

BIALKO p21WAF1/I‘.‘IP1

Regulacja poziomu biatka p21Va”ir! jest kolejnym ze spo-
sob6w kontroli wzrostu komoérek przez GTP-azy Rho [3].
Badania z zastosowaniem dominujacych aktywnych mutan-
téw wykazaty, ze RhoA zmniejsza poziom biatka p21™alir]
w wielu prawidtowych i transformowanych liniach komor-
kowych [112]. Zdolno$¢ tg ujawniono w trakcie badari nad
wplywem zmutowanych onkogenéw Ras na postep fazy
G1/S cyklu komérkowego, mysich fibroblastow Swiss 3T3.
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W przeprowadzonych eksperymentach, Olson i wsp. wy-
kazali, ze indukcja syntezy DNA wywotlywana przez kon-
stytutywnie aktywne Ras, wymaga zaleznej od Rho supre-
sji inhibitora kinaz cyklinozaleznych p21Ylirl - Autorzy
zaobserwowali bowiem, ze w komérkach Swiss 3T3 z na-
dekspresja Ras, inhibicja Rho prowadzita do wzrostu po-
ziomu p21Wflerl " w konsekwencji do blokady cyklu na
granicy faz G1/S. Natomiast aktywne Rho hamowato, wy-
wotywana przez Ras, indukcje p21™%ir! ' co umozliwiato
podjecie syntezy DNA przez fibroblasty Swiss 3T3 [72].
Przedstawione wyniki stanowia potwierdzenie wczes$niej-
szych obserwacji, z ktérych wynika, ze biatka Ras moga
aktywowac szlak sygnatlowy Rho [78] oraz ze polipepty-
dy z rodziny Rho petnig istotna rolg¢ w transformacji on-
kogennej zaleznej od Ras [44,78].

Jeden z mechanizméw regulowanej przez RhoA supresji
p21Vaileel zwigzany jest z wptywem wspomnianej GTP-azy
na kinaz¢ ERK. Badania wykazaty, ze szlak sygnalowy
ERK zaangazowany jest w transkrypcyjna aktywacje genu
p21Wailkiet v komérkach wielu linii stymulowanych réznymi
czynnikami wzrostu [16,21,39,56]. Jednak, jak juz wcze-
$niej opisano, szlak ten moze bra¢ réwniez udzial w pozy-
tywnej regulacji wzrostu komoérek [72,74,113]. W determi-
nowaniu pro- lub antyproliferacyjnych wtasciwosci szlaku
MEK/ERK istotne znaczenie wydaje si¢ mieé: ilos¢ aktyw-
nej (ufosforylowanej) kinazy ERK w jadrze oraz jej czas
przebywania w obrebie tej struktury [60,64,93]. W spoczyn-
kowych komérkach kinaza ERK utrzymywana jest w cyto-
plazmie komoérki w postaci zwiazanej z kinaza MEK [36]
czy z mikrotubulami [81]. W wyniku stymulacji mitogen-
nej, aktywna ERK, przemieszcza si¢ do jadra komoérkowe-
g0, gdzie fosforyluje czynniki transkrypcyjne z rodziny TCF
(ternary complex factor), Sap-1a i Elk-1, stymulujac eks-
presje gendéw zwiazanych ze wzrostem komorek, tj. np. c-
-Fos [59]. Lai i wsp. oraz Zuckerbraun i jego zespot wyka-
zali, ze szlak sygnalowy RhoA/ROCK zaangazowany jest
w regulacje wewnatrzkomoérkowej lokalizacji kinazy ERK
[52,118]. Wykorzystujac do badan komérki migsni gtad-
kich naczyn, Zuckerbraun i wsp. zaobserwowali, ze inak-
tywacja biatka RhoA lub jego swoistego efektora — kinazy
ROCK, prowadzi do zahamowania proliferacji tych komo-
rek na skutek, zaleznego od szlaku ERK, wzrostu transkryp-
cji i translacji genu p21Wfir! Co wigcej, inhibicja biatka
RhoA nie wptywata na stopien ufosforylowania/aktywnosci
kinazy ERK, lecz prowadzita do wzrostu ilosci ufosforylo-
wanej ERK w jadrze komérkowym [118]. Podobne wyniki
otrzymali Lai i wsp., ktérzy wykazali, ze aktywacja kinazy
ROCK przyczynia si¢ do zatrzymania ufosforylowane;j ki-
nazy ERK w cytoplazmie, a tym samym do zahamowania
ekspresji genu p21ValP! w komoérkach ludzkiej biatacz-
ki mieloblastycznej [52]. Kontrola wewnatrzkomérkowe;j
lokalizacji kinazy ERK przez biatko RhoA, zwigzana jest
prawdopodobnie z wptywem tej GTP-azy na cytoszkielet
aktynowy [118]. Wykazano bowiem, ze ufosforylowana
ERK asocjuje z cytoszkieletem aktynowym, ktéry jak si¢
wydaje, jest bezposrednio zaangazowany w jadrowo-cyto-
plazmatyczny transport kinazy ERK [6,7,118].

Poprzez regulacje poziomu p21Wr! biatka Rho moga by¢
zaangazowane nie tylko w proliferacje komoérek transfor-
mowanych przez onkogenne Ras, ale takze w zalezny od
adhezji do podloza wzrost prawidtowych komérek [21,86].
Bottazzi i wsp. wykazali, ze w nietransformowanych

fibroblastach MEFs oraz NIH 3T3, receptory czynnikéw
wzrostu oraz integryny wspdlnie reguluja poziom p21 Wafl/eipl,
Stymulacja komorek przez czynniki wzrostu prowadzi do
indukcji biatka p21Wir! we wezesnej fazie G1, ktére na
tym etapie pelni prawdopodobnie funkcj¢ czynnika pro-
mujacego formowanie i stabilizacj¢ kompleksu cykliny
D z Cdk4 oraz cykliny D z Cdk6. W Srodkowej i pdZnej
(mid-late G1 phase) fazie G1 nastgpuje spadek poziomu
p21Wailieirl " kiéry koreluje z aktywacja kompleksu cykli-
ny E z Cdk2. Wzrost ekspresji p21 Vel we wezesnej fa-
zie G1, zalezy od stymulacji mitogennej oraz aktywno-
Sci kinazy ERK, podczas gdy spadek ekspresji p21Walrcir!
obserwowany w srodkowej i p6znej fazie G1 wzmacnia-
ny jest przez adhezje komoérek do podioza i jest niezalez-
ny od kinazy ERK [21]. Opublikowane rok pézZniej ba-
dania, przeprowadzone przez Danen i wsp., wskazaly na
istotna role biatek z rodziny Rho w mediowanej przez ad-
hezje supresji p21VaeP!. Wykazano, ze adhezja komérek
do fibronektyny (niekolagenowa glikoproteina ECM) ak-
tywuje zwlaszcza GTP-azg RhoA, ktdra nastgpnie wpty-
wa na obnizenie poziomu mRNA p21Weir! [29]. Kolejne
doswiadczenia dowiodtly, ze indukowany przez integryny
szlak sygnatowy Cdc42/Racl promuje niezalezng od ubi-
kwityny degradacje p21WP! w proteosomie [14]. Brak
koniecznosci ubikwitynacji biatka p21Wa/eir! wynika praw-
dopodobnie z mozliwosci bezposredniego oddziatywania
podjednostki C8-a proteosomu 20S z C-koricem polipep-
tydu p21Waileirt [105].

Biatko p27%t

Waznym aspektem regulacyjnego dziatania biatek z rodzi-
ny Rho jest réwniez ich wptyw na biatko p27%®! [26,112].
Gléwna role w determinowaniu poziomu p27%P! przypisuje
si¢ GTP-azie RhoA oraz jej dwém efektorom: Rho-zaleznej
kinazie (ROCK) oraz biatku z rodziny formin (mDial)
[26]. W licznych badaniach wykazano, ze w nastgpstwie
zahamowania funkcji RhoA obserwuje si¢ wzrost pozio-
mu biatka p27%!, podczas gdy aktywna GTP-aza induku-
je spadek jego stgzenia [38,53]. W doswiadczeniach prze-
prowadzonych przez Laufsa i wsp. aktywacja biatka RhoA
przez CNF-1 (cytotoxic necrotizing factor-1), skutkowa-
ta zmniejszeniem poziomu p27%P! oraz wzrostem syntezy
DNA w komoérkach mig$ni gtadkich naczyn. Z kolei inhi-
bicja kinazy ROCK w hepatocytach, prowadzita do wzro-
stu stezenia inhibitora p27%?! i blokady przej$cia komérek
z fazy G1 w faze S cyklu [53]. Croft i wsp. wykazali, Ze se-
lektywna aktywacja ROCK jest wystarczajaca do zmniej-
szenia poziomu p27X¥P! niezaleznie od aktywacji MAPK,
czy tez indukcji cykliny A lub D1 [27].

Mimo Ze mechanizm regulacji poziomu biatka p27¥! przez
RhoA, nie zostal jeszcze w pelni poznany, to wyniki badan
sugeruja, ze ta GTP-za moze nie tylko promowaé degra-
dacje inhibitora p27%®!, ale réwniez hamowaé translacje
mRNA kodujacego go genu [38,108]. Vidal i wsp. wykazali
bowiem, ze zablokowanie biatka RhoA przez egzotoksyng
C3 lub lowastatyng moze zwigkszaé¢ wydajnos¢ translacji
mRNA genu p27¥*! w komérkach raka piersi. Dalsza ana-
liza tego zjawiska ujawnita, ze biatko Rho reguluje proces
translacji p27%P! poprzez wiazanie si¢ ze swoistym elemen-
tem odpowiadajacym na Rho (Rho-responsive element) po-
tozonym wewnatrz 300-nukleotydowego regionu na kon-
cu 3’ transkryptu genu p27%! [108].
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Wyniki badan wskazuja, ze aktywnos¢ biatka RhoA jest
niezbg¢dna i wystarczajaca do indukowanej mitogenem
degradacji p27¥*! w wielu liniach komérkowych [112].
W ludzkich komoérkach endotelialnych aktywacja szla-
ku RhoA/mDial/Skp2, prowadzi do ubikwitynozaleznej
proteolizy p27%®! [58]. Sygnatem do degradacji inhibito-
ra p27%P! jest przytaczenie reszty fosforanowej do treoni-
ny w pozycji 187 tego biatka, ktéra przeprowadza kinaza
Cdk2, z cykling E jako podjednostka regulatorowa [94].
Ufosforylowane p27%P! rozpoznawane jest przez polipep-
tyd Skp2 (S-phase kinase-associated protein 2), nalezacy
do rodziny biatek z motywem F-box i stanowiacy podjed-
nostke kompleksu ligazy ubikwitynowej [24]. Aktywne
RhoA, przyczynia sie do degradacji p27%®!, nie tylko pro-
mujac wzrost ekspresji biatka Skp2, ale réwniez poprzez
pozytywna regulacj¢ kompleksu cyklina E/Cdk2 [40].

PobpsumowaNIE

GTP-azy z rodziny Rho petnia istotng rolg zaréwno w re-
aranzacji cytoszkieletu aktynowego, a takze sygnalizacji
mitogennej, dlatego tez postrzegane sa jako wazne modu-
latory postepu fazy G1 cyklu komérkowego. Poprzez kon-
trole transkrypcji, translacji i degradacji kluczowych bia-
tek regulatorowych fazy G1, promuja proliferacje komorek.
Liczne badania wykazaly, ze udzial szlaku sygnalowego
RhoA w pozytywnej regulacji syntezy cykliny D1 zwia-
zany jest z kontrolg czasu trwania aktywacji kinazy ERK.
Ponadto szlak ten bierze udziat w koordynacji ekspresji
cykliny D1 w czasie oraz indukcji ekspresji cykliny E, jak

PismiennicTwo

réwniez zahamowaniu syntezy biatek p21Wafl/cipt j p277Kipt,
Aktywacja RhoA/ROCK przyczynia si¢ do zatrzymania
ufosforylowanej kinazy ERK w cytoplazmie, a tym samym
do zablokowania, zaleznego od ERK wzrostu transkryp-
cji i translacji genu p21 Vel Bjatko RhoA promuje row-
niez ubikwitynozalezng degradacje inhibitora p27%i! oraz
hamuje translacje mRNA kodujacego go genu. Regulacja
syntezy cykliny D1 moze si¢ odbywac takze w sposéb nie-
zalezny od kinazy ERK, w czym uczestnicza biatka Rac
i Cdc42. Jednak niektérzy naukowcy sugeruja, ze induk-
cja ekspresji cykliny D1 w srodkowej fazie G1 wymaga
wspoldziatania bialek Rac i ERK. Jeden z mechanizméw
indukowanej przez Rac syntezy cykliny D1 zaktada, ze
GTP-aza ta stanowi nie tylko ogniwo szlaku sygnatowego
zaleznego od RFT, prowadzacego do aktywacji czynnika
NF-«B, a takze wzmacnia jego przytaczanie do promoto-
ra genu kodujacego cykling D1. Liczne badania wskazuja
réwniez na udzial polipeptydéw Rac i Cdc42 w indukcji
ekspresji cykliny E oraz degradacji inhibitora kinaz cykli-
nozaleznych p21Waflreirl,

Istotna rola biatek z rodziny Rho w kontroli syntezy gtow-
nych, zaréwno pozytywnych, jak i negatywnych regula-
toréw fazy G1 cyklu komérkowego sprawia, ze biatka te
stanowia potencjalny molekularny cel w terapii przeciw-
nowotworowej. Nalezaloby oczekiwaé, ze zwiazki blo-
kujace aktywnos¢ Rho beda réwniez hamowac ekspresje
cykliny D1 oraz nasilaé zalezng od Ras synteze p21Wafl/ciel
i przez to promowac prawidtowy przebieg replikacji DNA
w komérkach wykazujacych ekspresje onkogennych Ras.
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