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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Rodzina biatek MCM (minichromosome maintenance proteins) zostata po raz pierwszy ziden-
tyfikowana w komérkach drozdzy, Saccharomyces cerevisiae. MCM to konserwatywne biatka,
ktére wystepuja u wszystkich organizméw eukariotycznych. Grupa obejmuje biatka MCM 2-9,
ktére charakteryzuja si¢ obecnoscia domeny ATP-az (MCM box), a takze dwa dodatkowe biat-
ka: MCM 1 1 MCM 10, ktére uczestnicza w replikacji DNA, lecz nie maja tej domeny. MCM 2-9
natomiast maja charakterystycznag domeng MCM. Podstawowa funkcja jaka biatka MCM petnia
w komorce jest wspétudziat w molekularnym mechanizmie tworzenia widetek replikacyjnych
iregulacji syntezy DNA. MCM tworza kompleks o ksztalcie pierscienia. Nabywa on aktywnos¢
w obecnosci dodatkowych czynnikéw. MCM 2-7 s3 jednym ze sktadnikéw kompleksu prerepli-
kacyjnego. Dolaczenie si¢ kompleksu MCM 2-7 do miejsca inicjacji replikacji zapoczatkowu-
je powstawanie widetek replikacyjnych. Biatka MCM odgrywaja takze role w utrzymywaniu in-
tegralnosci genomu, zapobiegajac ponownej duplikacji fragmentéw DNA w tym samym cyklu
komérki. W komérkach proliferujacych MCM jest znaczna ilos¢, nie wykrywa sig ich w komor-
kach w stanie spoczynku, réznicowania i starzenia si¢. Moga wigc stuzy¢ jako potencjalne mar-
kery proliferacji komérek. Ostatnie badania wskazuja na przydatnos¢ biatek MCM do oceny na-
silenia stopnia proliferacji komérek nowotworowych, ze wzgledu na obserwacj¢ ich wzmozonej
ekspresji w komoérkach réznych typéw guzéw. Praca jest proba przedstawienia stanu aktualnej
wiedzy na temat udziatu biatek MCM w syntezie DNA, a takze potencjalnych mozliwosci wy-
korzystania ich jako markeréw proliferacji komérek nowotworowych.

biatka MCM ¢ replikacja DNA  komorki nowotworowe

Summary

The MCM (minichromosome maintenance protein) protein family was identified for the first
time in budding yeast, Saccharomyces cerevisiae. The subgroup consists of MCM proteins 2-9,
that possess the characteristic ATPase domain (MCM box). There are also MCM1 and MCM 10,
which are important in DNA replication, but they do not possess the specific MCM box. The
main function of MCM proteins is cooperation with other factors in molecular mechanisms that
form the replication fork and in regulation of DNA synthesis. MCM proteins form a ring-sha-
ped complex, which is activated when other factors are bound. MCM 2-7 complex is one of the
pre-replication factors. Association of MCM 2-7 complex is a crucial moment initiating the re-
plication fork. MCM proteins play a role in maintaining genome integrity and prevent re-repli-
cation once per cell cycle. Proliferating cells have high levels of MCM, whereas they are not de-
tected in quiescent, differentiated or senescent cells. They are also potential useful markers of
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cell proliferation. Recent studies suggested that MCMs are good markers of proliferation acti-
vity degree, because they are highly expressed in a variety of tumors. The aim of this work is to
summarize current knowledge about the role of MCM proteins in DNA replication and potential
diagnostic markers of proliferating cancer cells.
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Wstep

Ciagle poszerzana wiedza na temat molekularnych mecha-
nizméw regulujacych proliferacje komérkowa moze byc
przydatna do wykrywania ztosliwych zmian w réznych na-
rzadach ludzkich. Biatka regulujace proliferacj¢ komorko-
wa sa uzyteczne jako markery, uwidoczniajace stopien ak-
tywnosci wzrostu guza. Badania nad wykorzystaniem tych
biatek sa prowadzone dlatego, ze w komérkach nowotwo-
rowych wiele mechanizméw regulujacych proliferacje zo-
staje zaburzonych. Obserwowany jest wzrost ilosci biatek
regulacyjnych oraz podwyzszenie poziomu ekspresji ko-
dujacych je genéw. Wzrost ekspresji genéw odpowiedzial-
nych za regulacj¢ proliferacji komérkowej w guzach no-
wotworowych, jest zwiagzany z gorszym rokowaniem dla
chorych. Najczgsciej uzywanymi i klasycznymi markerami
proliferacji komdrkowej sa biatka Ki-67 i PCNA [26,73].

Przez ostatnie lata bardzo intensywnie badano i poznawano
doktadny mechanizm regulacji syntezy DNA. Molekularne
mechanizmy regulujace replikacje DNA komérek ludzkich
wymagaja wspoldziatania wielu komponentéw. Sktadnikami
,.-niezbg¢dnej maszynerii” sa biatka, majace za zadanie za-
inicjowaé proces duplikacji DNA. Moga one by¢ poten-
cjalnymi markerami proliferujacych komoérek. Ponadto
moga takze uwidocznia¢ te komorki, ktére maja poten-
cjat do replikacji, natomiast ich material genetyczny nie

zostat jeszcze zduplikowany. Jednymi z takich czynnikow
sq bialka z rodziny MCM (biatka licencjonujace replika-
cje, minichromosome maintenance proteins), ktérych funk-
cja i przydatnos¢ jako nowych markeréw proliferacji ko-
morkowej byla intensywnie badana przez ostatnie lata [6].

Robzina Biatek MCM 2-9

Do rodziny MCM zalicza si¢ obecnie osiem biatlek: MCM
2-9. Najp6zniej odkryto MCM 8 i MCM 9. Znane sa takze
MCM 1 i MCM 10, ktére uczestnicza w replikacji DNA,
lecz nie maja swoistej dla grupy MCM domeny NTP-az
[38]. Rodzing biatek MCM zidentyfikowano po raz pierw-
szy w komoérkach drozdzy (Saccharomyces cerevisiae).
Badania wykazaty, ze MCM 2-9 to bardzo konserwatyw-
ne biatka, ktérych ekspresja zachodzi u wszystkich orga-
nizméw eukariotycznych. Wyzsze eukarionty zawieraja
homologiczne do drozdzy biatka MCM, ktére wchodza
w sktad kompleksu MCM 2-7 [14,29].

Grupg tych biatek wyodrgbniono na podstawie funkcji, jaka
pelnia w komoérce, budowy taricucha biatkowego i obec-
nosci charakterystycznej dla nich domeny MCM. Kazde
z biatek MCM nalezy do szerszej rodziny AAA+, czy-
li ATP-az, petniacych rézne funkcje w komoérce (NTP-
azy/helikazy) [67]. Swoista domena MCM zawiera mo-
tywy charakterystyczne dla ATP-az: Walker A i Walker
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Sktadanie kompleksu pre-RC

Faza G1I

(Cytoplazma

Faza s, G2, M

Ryc. 1. Czynniki regulujace przytaczanie sie kompleksu
MCM 2-7 do chromatyny; (A) Faza G1- kompleks
ORC jest zwiazany z chromatyna w miejscach
inigjadji replikacji. (B) Przytaczenie biatek (DT1
i (DC6.(C) zwiazanie sie kompleksu MCM 2-7
z chromatyna. Przytaczenie sie czynnikéw
powoduje utworzenie kompleksu pre-RC
i przejscie komérki do fazy replikacji DNA. (D)
FazaS, G2i M — po wejéciu w faze S kompleks
pre-RCulega rozktadowi. Duze stezenie cykliny
A-CDK 2 powoduje ufosforylowanie kompleksu
MCM 2-7 i biatka CDC6 i ich oddysocjonowanie
od chromatyny. CDC6 jest transportowane
Zjadra do cytoplazmy. (DT1 jest degradowane
przez proteolize lub unieczynnione przez
zwigzanie gemininy - inhibitora replikagji
DNA (wg [22] zmodyfikowano)

B (w rodzinie ATP-az stanowia one domene AAA). Te
dwa obszary umozliwiaja wiazanie i hydroliz¢ czasteczek
ATP. W grupie biatek MCM motywy Walker A i Walter
B r6znia si¢ od klasycznych pojedynczymi aminokwasa-
mi. W domenie MCM wystepuje takze motyw ,,palca ar-
gininowego” [19,69].

Biatka MCM biora udziat w wielu procesach komérko-
wych. Uwaza sig, ze sa one niezb¢dne do rozpoczgcia
syntezy DNA oraz zapobiegaja zaj$ciu ponownej repli-
kacji podczas trwania tego samego cyklu komorki. Sa to
czynniki, ktore inicjuja i limituja replikacje DNA w ko-
morkach eukariotycznych [5]. Obecnos¢ MCM umozli-
wia inicjacje replikacji i wydtuzanie nowo powstajacych
czasteczek DNA. Obecnie wiadomo, ze biora one udziat
w powstawaniu widetek replikacyjnych. Mechanizm dzia-
fania bialek MCM nie zostat dobrze poznany, mimo ich
istotnej roli w komorce [42].

Poszczegolne biatka MCM maja dodatkowe funkcje.
Uczestnicza w rearanzacji struktury chromatyny, utrzy-
mywaniu stabilnoSci genomu, odpowiedzi komdérkowe;j
zwiazane]j z punktami kontrolnymi cyklu komérkowego
oraz pomagaja w regulacji transkrypcji. Przypuszcza sig,
ze wybrane biatka MCM mogg braé takze udziat w pro-
cesie kancerogenezy [29,43].

Biatka MCM biorg udziat w procesie syntezy DNA. Tworza
one kompleks zbudowany z szesciu podjednostek, w sktad
ktérego wchodza MCM 2, 3,4, 5, 6, 7 [29]. Heteroheksamer
(MCM 2-7) o ksztalcie pierscienia jest nieaktywna helika-
za DNA, ktéra w obecnosci dodatkowych czynnikéw naby-
wa zdolno$¢ przytaczania si¢ do miejsca inicjacji replikacji
i rozplatania podwdéjnej helisy DNA. Powstanie pojedyn-
czych nici DNA z podwdjnej helisy jest reakcja zalezna
od energii. Reakcja katalizowana jest przez enzymy — heli-
kazy. Enzymy te sa biatkami motorycznymi, ktére czerpia
energi¢ z hydrolizy NTP (trifosforany nukleotydéw), aby
przemiesci¢ jedna ni¢ DNA w stosunku do komplementar-
nej nici [69]. Wiadomo, ze kompleks MCM 2-7 in vitro nie
wykazuje aktywnosci helikazowej. Natomiast rdzenn (MCM
4, 6, 7) w warunkach in vitro ma staba aktywnos¢ helika-
zowa, ktéra jest hamowana przez podjednostki MCM 2,
315. W kompleksie prereplikacyjnym formuje si¢ rdzei

— katalityczne centrum, ktdre jest zbudowane z podjedno-
stek: MCM 4, MCM 6 1 MCM 7. Centrum katalityczne od-
powiada za aktywno$¢ helikazowa kompleksu. Pozostate
MCM 2, MCM 3 i MCM 5 prawdopodobnie sa podjed-
nostkami regulacyjnymi helikazy MCM 2-7 [29,42,69].

Rova Biatek MCM w procEesIE REPLIKACII DNA KOMORKI

Replikacja chromosomalnego DNA w komorkach euka-
riotycznych to proces kontrolowany przez liczne czynniki
[14]. Synteza DNA zalezy od kompleksow sktadajacych
si¢ z wielu biatek, ktére sa dotaczane do miejsc inicjacji
replikacji w dwoch etapach [2].

Pierwszym etapem inicjacji replikacji jest formowanie si¢
pre-RC (kompleksu pre-replikacyjnego). Komponenty pre-
RC sa przytaczane do chromatyny. W sktad tego komplek-
su wchodzi m.in. heteroheksamer MCM 2-7. Nieaktywny
heteroheksamer MCM 2-7 jest dotaczany do pre-RC na
koricu mitozy i poczatku fazy G1 [32]. Jest on wytapywa-
ny z macierzy jadrowej i przytaczany w miejscach inicjacji
replikacji [19]. Czynniki, ktére wptywaja na przytaczanie
si¢ go do chromatyny przedstawiono na ryc. 1. Obszary,
w ktérych zaczyna si¢ synteza nowych czasteczek DNA
sg oznaczone kompleksami bialek ORC (origin recogni-
tion complex of proteins). Przytaczaja si¢ one jako pierw-
sze do miejsc inicjacji replikacji i stanowia ,,platforme”,
na ktérej umieszczane sa kolejne komponenty [6]. Podczas
przejscia komérki z fazy spoczynkowej GO do fazy G1
(przygotowujacej do replikacji DNA), do ORC dotaczane
sg biatka Cdc6 i Cdtl [22,34,38]. Te dwa czynniki sg od-
powiedzialne za przytaczenie gotowego kompleksu MCM
2-7 [20]. Prawdopodobnie Cdc6 i Cdtl powoduja otwar-
cie si¢ pierscienia heksameru MCM 2-7 i zaciskanie si¢
go dookota nici DNA [6].

Drugim etapem przygotowania do replikacji DNA jest uak-
tywnienie kompleksu MCM 2-7. Sposéb, w jaki dochodzi
do mobilizacji MCM 2-7 i przeksztalcenia go w aktyw-
na helikaze, nie zostat jeszcze w pelni wyjasniony [38].
Obecnie uwaza sig, ze kompleks MCM 2-7 jest przeksztat-
cany w czg$¢ sktadowa aktywnej helikazy poprzez mody-
fikacje potranslacyjne, takie jak fosforylacja jego poszcze-
g6lnych podjednostek [1,22]. Do zmiany konformacji oraz
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aktywacji MCM 2-7 dochodzi pod wptywem potaczonego
dziatania kinazy DDK oraz kinazy CDK [20].

Ostatnie doniesienia wskazuja na istnienie zespotu biatek
CMG, ktéry ma aktywno$¢ helikazowa. Odpowiada on
za rozplatanie DNA 1 jest czg¢Scia widetek replikacyjnych
[42,51]. CMG sktada sig¢ z: MCM 2-7, Cdc45 i GINS (na-
zwa pochodzi od liczebnikéw japonskich, Go, Ichi, Nii,
San) [3]. Modyfikacje powstajace pod wptywem dziatania
kinaz umozliwiaja potaczenie si¢ poszczegdlnych sktadni-
kéw kompleksu CMG. Wiadomo, ze kinaza DDK (Dbf4
- Cdc7) fosforyluje podjednostke MCM 4 i MCM 2 uta-
twiajac przytaczenie si¢ Cdc45 i kompleksu GINS [2,67].
Uwaza sig, ze zdolnos$¢ do rozplatania DNA przez MCM
2-7 przejawia si¢ jedynie w obecnosci Cdc45 i kompleksu
GINS. Sa to niezbedne kofaktory MCM 2-7, ktére praw-
dopodobnie odpowiadaja za stabilizacje jego potaczenia
z chromatyna oraz przesuwania si¢ powstajacych widetek
replikacyjnych [1,3,42]. Czynnik Cdc45 wptywa takze na
asocjacje polimerazy DNA o do miejsca inicjacji replika-
cji oraz zaznacza przejscie kompleksu pre-RC w pre-IC,
czyli zespot biatek inicjujacych [39].

RoLa Biatek MCM w ZACHOWANIU STABILNOSCI GENOMU

Istotg replikacji DNA jest precyzyjne powielenie geno-
mu komérki. Genom komérki powinien by¢ zduplikowa-
ny jedynie raz w ciagu cyklu komoérkowego. Ludzki ge-
nom nie jest jedna ciagla nicia DNA, lecz jest podzielony
na 46 chromosoméw (w diploidalnej koméree). Kazdy
z chromosomoéw zawiera tysiace miejsc inicjacji replika-
cji. W komorce niezbedny jest system kontroli repliso-
mow, aby mogta ona zachowacd integralno$¢ genomu [64].
Zaburzenia w procesie syntezy DNA prowadza do niesta-
bilnosci genomu oraz transformacji nowotworowej komo-
rek. Wielokrotne zduplikowanie DNA moze by¢ przyczy-
na amplifikacji genéw. Niebezpieczne dla komdrki moze
by¢ réwniez pominigcie podczas replikacji pewnej czgsci
DNA, np. wybranego genu supresorowego. Taki btad moze
doprowadzi¢ réwniez do zapoczatkowania procesu trans-
formacji nowotworowej komorek [44,64].

Konserwatywne mechanizmy zapobiegaja ponownej repli-
kacji DNA w czasie trwania jednego cyklu komérkowego.
W komérce wystgpuje mechanizm pozytywnej kontroli —
licencjonowania replikacji. Regulacja pozytywna odbywa
si¢ poprzez naznaczenie miejsca inicjacji replikacji przez
komponenty kompleksu pre-RC, m.in. MCM 2-7. Duplikacja
DNA zachodzi jedynie wtedy, gdy w komérce zasocjuja sig
sktadniki pre-RC i powstana widelki replikacyjne.

‘W komorce istnieja takze mechanizmy represjonujace — re-
gulacja negatywna. Zabezpieczajq one przed duplikacja frag-
mentéw DNA, ktére zostaty juz wczesniej powielone. Sa
przynajmniej trzy takie mechanizmy, zapobiegajace zjawi-
sku ponownej replikacji w komoérkach eukariotycznych [7].
Pierwszy to utrzymywanie duzego stgzenia cykliny A-CDK2,
ktéra dziata na biatka MCM podczas fazy G1. CDK powo-
duja inaktywacje tych biatek oraz ich przemieszczenie poza
macierz jadrowa [39,46]. Drugi mechanizm to destabiliza-
cja potaczenia biatek regulatorowych i chromatyny [39].

Trzeci mechanizm represji jest charakterystyczny dla
wyzszych eukariontéw. Jest to represja poprzez inhibitor

replikacji DNA — gemining (geminin) [31,75]. Blokuje ona
aktywnos¢ czynnika Cdtl i powoduje dysocjacje MCM 2-7
od chromatyny (ryc. 1D) [39,41]. W komérkach drozdzy
dotaczanie Cdc6 do ORC pobudza wiazanie MCM 2-7
z chromatynga. Wskazuje to, ze aby MCM 2-7 utworzyty
potaczenie, niezbgdne jest utworzenie ATP-azy poprzez
zwiazanie Cdc6 do ORC. Natomiast czynnik Cdtl stuzy
jako ogniwo taczace MCM 2-7 i ATP-az¢ ORC- Cdc6 [57].
Dysregulacja ekspresji Cdc6, Cdtl i gemininy moze pro-
wadzi¢ do amplifikacji genéw. Cdc6 i Cdtl sa dlatego po-
tencjalnie waznymi onkogenami, ktére podobnie jak MCM
2-7 sa pod kontrola czynnika transkrypcyjnego E2F [6,22].

Kompleks MCM 2-7 stopniowo oddysocjowuje od chroma-
tyny w miarg postgpowania fazy S. Odtaczenie si¢ go wraz
z czynnikiem Cdc6 zabezpiecza komérke przed ponownym
replikowaniem DNA w tym samym cyklu [26]. Natomiast
czynnik Cdtl jest unieczynniony przez gemining [38,39].

KonTRoLA EKSPRESI GENOW MCM

W komérkach ssakéw mechanizm transkrypcji genéw MCM
odgrywa wazna role w regulacji aktywnosci biatek MCM
[50]. Ekspresja genéw MCM jest regulowana przez czyn-
niki transkrypcyjne E2F (E2F1, E2F2, E2F3) [35]. Analiza
sekwencji DNA genu MCM 5 wykazata istnienie moty-
wu, ktéry jest potencjalnym miejscem wiazacym czynnik
transkrypcyjny z rodziny E2F. Czynnik ten reguluje trans-
krypcje genéw MCM w fazie G1 i podczas przejscia do
fazy S [26]. Po pobudzeniu komérki do wyjscia z fazy GO,
obserwuje si¢ gwattowny wzrost st¢zenia mRNA i biatka
MCM na granicy faz G1-S [68]. Ekspresja genéw MCM
jest regulowana nie tylko przez czynniki transkrypcyjne,
ale takze przez stymulacje wzrostu komoérki egzogennymi
czynnikami wzrostu [50]. Wedlug Leone i wsp. [35] geny
MCM mozna podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza to geny
kodujace MCM 4, MCM 5, MCM 7, ktére sa regulowane
jedynie przez stymulacje wzrostu komorki. Natomiast eks-
presja drugiej grupy genéw, kodujacych MCM 2 1 MCM
6 (podobnie jak genéw kodujacych PCNA, Cdk2, Cdc6
i cykling E), jest kontrolowana przez czynniki cyklu ko-
morkowego oraz dodatkowo poprzez stymulacje wzro-
stu komérki [35]. Istnieja dowody na to, ze niektére geny
MCM sa intensywniej przepisywane podczas fazy G11i S
w dzielacych si¢ komdrkach. Mimo to w wielu badaniach
wykazano, ze poziom ekspresji biatek MCM nie zmienia
si¢ podczas cyklu komérkowego [45]. Biatka te wystgpu-
ja w komorce w duzej ilosci. Podczas trwania fazy S tylko
czg$¢ z nich jest potaczona z chromatyna [19].

Goodwin i wsp. [23] udowodnili, ze onkoproteina E7 wi-
rusa HPV 1aczy si¢ z hiperfosforylowanym biatkiem pRb
i przez to destabilizuje kompleks pRb/E2F oraz powiaza-
nych biatek p107 1 p130 [58]. Uwolnienie czynnika trans-
krypcyjnego E2F, od ktérego zalezna jest transkrypcja
m.in. genéw MCM, powoduje zwigkszenie ekspresji tych
biatek [35,36].

CHARAKTERYSTYKA BIALEK Z RoDZINY MCM

Biatka MCM 1 i MCM 10 nie sa zaliczane do rodziny
MCM, poniewaz nie maja wyzej opisanej domeny MCM.
Sa bardzo konserwatywne i wystgpuja u wyzszych euka-
riontéw [38]. Biatko MCM 1 nalezy do rodziny czynnikéw
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transkrypcyjnych MADS. Reguluja one ekspresje gendw po-
przez oddzialywania z kofaktorami, faczacymi sig z rézny-
mi sekwencjami DNA. Biatko MCM 1 wptywa na replika-
cje, bezposrednio taczac si¢ z miejscami inicjacji replikacji
oraz posrednio poprzez regulacje ekspresji czynnikéw kom-
pleksu pre-RC, takich jak Cdc6 i MCM 2-7 [18]. Natomiast
MCM 10 wydaje si¢ bezposrednio zwiazane z przyltacza-
niem polimerazy DNA o/prymazy do chromatyny i stabi-
lizowaniem tego polaczenia [54].

Biatko MCM 2 jest jedna z podjednostek regulujacych
aktywnos¢ kompleksu MCM 2-7 [42]. Ekspresja biatka
MCM 2 jest intensywnie badana w r6znych nowotworach.
Wigkszos¢ badan potwierdza podwyzszenie st¢zenia tego
biatka w komérkach guzéw nowotworowych. Ponadto ba-
dano réwniez korelacje MCM 2 i Ki-67. Stezenie biatka
MCM 2 w komoérce koreluje z ekspresja cykliny A [10].
Podwyzszone st¢zenie MCM 2 wykryto m.in. w raku kory
nadnerczy [61], okreznicy [21], zotadka [66].

Nie udowodniono zwiazku MCM 2 z przezywalnosScia
chorych [10,53]. MCM 2 jest jednak uznawane za czyn-
nik zwiazany z niekorzystnym rokowaniem u chorych z in-
wazyjnym rakiem piersi [53].

MCM 3 - tylko MCM 2 i MCM 3 maja domeng NLS, kt6-
ra wskazuje na ich jadrowe umiejscowienie [19]. Ponadto
biatko MCM 3 moze ulegaé potranslacyjnej modyfikacji,
poniewaz ma motyw homologiczny do miejsca wiazace-
go acetylotransferazg w acetylo-CoA [19,33]. Takei 1 wsp.
[65] zaobserwowali istnienie acetylotransferazy MCM3AP,
ktéra dziata na biatko MCM 3. Wydaje sig, ze MCM 3 po
modyfikacji hamuje przejscie komérki do fazy S [33,65].

Wykryto takze m.in. korelacje migdzy ekspresja biatka
MCM 3 i stopniem ztosliwosci gruczolakorakéw sutka
oraz widkniakomigsakow tkanek migkkich u psow [48].

MCM 4 to biatko, jako jedyne z rodziny MCM, ma w tan-
cuchu peptydowym na N-koricu domeng wigzaca CDK
[19]. Jest fosforylowane przez kinazg DDK, co powoduje
zmiang jego wlasciwosci. Po ufosforylowaniu wiaze ono
czynnik Cdc45, ktéry uaktywnia wiasciwosci helikazowe
kompleksu MCM 2-7 [2].

MCM 5 i Cdc6 wydaja sig¢ swoistymi markerami prolife-
racji komoérkowej. W komoérkach w fazie spoczynku lub
réznicowania kompleks MCM 5 — Cdc6 nie jest aktywny.
Kompleks replikacyjny ulega rozktadowi w trakcie trwa-
nia syntezy DNA, aby zapobiec ponownej amplifikacji
[72]. W dysplastycznych komérkach szyjki macicy MCM
5 — Cdc6 jest stale aktywny. Nadekspresje MCM 5 — Cdc6
stwierdza si¢ w komdrkach transformowanych wirusem HR-
HPV, ktére znajduja si¢ w fazie S (replikacja DNA) [74].
Ekspresja biatka MCM 5, badana metodami immunohisto-
chemicznymi, jest podwyzszona w komdrkach dysplastycz-
nych i nowotworowych. Potwierdzity to takze badania eks-
presji mRNA MCM 5 [44]. Prawdopodobnie w przysztosci
dzigki badaniom immunohistochemicznym z wykorzysta-
niem swoistych przeciwciatl anty MCM 5 mozna bedzie
odzwierciedli¢ nasilenie stopnia dysplazji komoérek [36].

MCM 7, ze wzgledu na budowe biochemiczng i interak-
cje z réznymi czynnikami, ma dodatkowe funkcje. MCM

7 jest powiazane z wybranymi biatkami uczestniczacy-
mi w regulacji cyklu komérkowego i proliferacji komo-
rek, takimi jak: pRb [58], Mat-1 [71], FLH [11] i wiru-
sowa onkoproteing HPV-E6 [60]. Transkrypcja MCM 7
jest regulowana przez czynnik E2F oraz przez onkogeny
C-myc 1 N-MYC [29]. Ludzkie biatko MCM 7 jest umiej-
scowione w jadrze w komérkach interfazowych. Podczas
mitozy proteina jest rOwnomiernie rozprowadzana po ca-
tej komdrce [68]. MCM 7 wydaje si¢ swoistym markerem
nowotworowym. Badania wykazaty, ze podwyzszona eks-
presje MCM7 wykrywa sig w rakach szyjki macicy [8,40],
prostaty [52], trzustki [25], glowy i szyi [15], jelita grube-
go [47]. Wykazano réwniez wysoka korelacje migdzy eks-
presja biatkka MCM 7 i znanego markera proliferacji ko-
morkowej Ki-67 [47,52].

K. Strati i wsp. [60] wykazali, podczas badan prowadzo-
nych na modelu mysim, ze biatko MCM 7 jest obecne
w wigkszej iloSci w guzach myszy transformowanych on-
koproteing E6 i E7 wirusa HPV 16, niz w tych pobranych
z nietransformowanych myszy. To do§wiadczenie wykaza-
o dodatkowo, ze MCM 7 moze by¢ markerem odrdézniaja-
cym nowotwory gtowy i szyi o etiopatogenezie wirusowej
od wywotywanych przez inne czynniki. Strati i wsp. [60]
sugeruja, ze nadekspresja MCM 7 w zmienionych komor-
kach, w ktérych wykryto wirusa HPV, jest dobrym wskaz-
nikiem aktywnosci onkoproteiny E7 [60]. Brake i wsp. [8]
zaobserwowali, ze MCM 7 jest markerem syntezy DNA
indukowanej przez E7 w cyklu zyciowym wirusa. E7 jest
odpowiedzialna za przeprogramowywanie keratynocytéw
warstwy powierzchniowej nabtonka ptaskiego oraz ich po-
nowne wejscie w cykl komérkowy. Wznawiana jest wte-
dy synteza DNA, co umozliwia wegetatywna amplifikacje
genomu wirusa [8]. Przeprowadzono réwniez badania im-
munohistochemiczne z uzyciem przeciwciat anty-MCM 7
i anty-p16 na materiale z nowotworéw szyjki macicy. Oba
markery wykazuja podobne nasilenie ekspresji wyzej wy-
mienionych bialek. MCM 7 w tych badaniach jest uwidocz-
nione jedynie w jadrach komoérek w przeciwieristwie do
biatka p16, ktére zaobserwowano zaréwno w jadrach ko-
morek jak i w cytoplazmie [8].

MCM 8 to biatko, ktére odkryto w komérkach ludzkich
hepatocytéw. Wykazano, ze gen MCM 8 jest powiazany
z karcynogeneza nowotworéw watroby. Jest on miejscem
docelowym, w ktére wbudowuje si¢ wirus zapalenia wa-
troby typu B. MCM 8 jest bardzo konserwatywny, ale nie
wystepuje u drozdzy. Ttumaczy to, dlaczego zostat odkry-
ty péZniej niz geny MCM 2-7 [24].

Mimo to, ze biatko MCM 8 odkryto zupetnie niezalez-
nie od MCM 2-7, ma ono podobne wlasciwosci jak biatka
z rodziny MCM. W jego strukturze biochemicznej obec-
na jest domena MCM, a takze motyw palca cynkowego.
Jest umiejscowione w jadrach komérkowych, ale nie ma
domeny NLS. Sugeruje to, ze taczy si¢ ono z innym biat-
kiem jadrowym [24]. MCM 8 nie uczestniczy w tworze-
niu kompleksu MCM 2-7. Przytacza si¢ do chromatyny po
dotaczeniu do niej kompleksu MCM 2-7 [38].

MCM 9 - Podczas przeszukiwania baz danych, w celu
zbadania sekwencji genéw MCM 2-8, zidentyfikowano
nowy gen nalezacy do tej grupy. Doniesiono o istnieniu
genu MCM 9 i kodowanego przez niego biatka. MCM 9
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Ryc. 2. Ekspresja biatka MCM 3 w komérkach proliferujacych; reakcja
immunohistochemiczna (jadra komdrek wybarwione na kolor
brazowy); (A) Prawidtowy nabtonek wielowarstwowy ptaski —
komérki proliferujace wykazujace ekspresje MCM 3 znajduja sie
w warstwie bazalnej. (B) Rak ptaskonabtonkowy krtani — ekspresja
MCM 3 w licznych proliferujacych komérkach nowotworowych.
(€) Rak ptaskonabtonkowy krtani — widoczne naciekanie
podscieliska (tkanka taczna) z obecnoscig proliferujgcych komérek
nowotworowych

jest aktywny w réznych typach tkanek mysich i ludzkich.
Rola, jaka petni to biatko w syntezie DNA nie zostata do-
tychczas wyjasniona [37,38].

MCM AK0 MARKERY NOWOTWOROWE

W prawidtowym nabtonku wielowarstwowym ptaskim eks-
presja biatek MCM jest widoczna w jadrach komérek war-
stwy podstawnej oraz w komérkach warstwy parabazalnej

[36]. Wigkszos¢ keratynocytéw warstwy powierzchnio-
wej nablonka przeszta proces réznicowania. Te keratyno-
cyty nie powinny wykazywac obecnosci MCM w jadrze.
Wzor ekspresji biatek MCM w nabtonku ptaskim zmienia
si¢ pod wptywem procesu nowotworowego. W takim przy-
padku zauwazalna jest ekspansja komorek proliferujacych
w warstwach nabtonka, w ktérych w warunkach prawidto-
wych nie wystepuja [64]. Zaréwno wzrost liczby komérek
proliferujacych oraz ich nietypowe rozmieszczenie w war-
stwach nabtonka, a takze spadek histologicznego stopnia
zréznicowania zmiany przednowotworowej, mozna sko-
relowac z pojawieniem si¢ MCM-pozytywnych komérek
[4,36,64]. Taki wzdr ekspresji MCM wykryto w dyspla-
zjach i nowotworach ztosliwych nabtonkéw szyjki maci-
cy [43.,44], krtani [12,13,56], jamy ustnej [63], okreznicy
[21,55], przetyku [30], gruczotéw sSlinowych [70], drég
moczowych [59], sromu [16]. Na zdjeciach zamieszczo-
nych na ryc. 2 widoczna jest ekspresja biatka MCM 3 w ra-
kach krtani o réznych stopniach ztosliwosci (reakcja im-
munohistochemiczna).

Immunohistochemiczne badania ekspresji MCM 2, MCM
51 MCM 7 wykazuja, ze obecnos¢ tych bialek jest ograni-
czona do regionéw proliferujacych naskoérka, btony sluzo-
wej jelita i tkanki limfatycznej [28]. Wzrost ekspresji za-
uwaza si¢ w guzach litych i stanach przednowotworowych
[74]. Wystepowanie biatek MCM w komoérkach nowotwo-
rowych i dysplastycznych sugeruje ich kliniczng uzytecz-
nos$¢ w diagnozowaniu rakow przedinwazyjnych i inwazyj-
nych szyjki macicy, pgcherza moczowego i prostaty [52].

Wiele badan potwierdza takze tezg, ze dzigki biatkom MCM
mozliwe jest rozréznianie stadiow kancerogenezy z wigk-
sza doktadnoscia (np. w raku prostaty czy szyjki macicy)
w poréwnaniu do antygenu Ki-67 [8,52].

Wigkszos¢ komorek ludzkiego ciata znajduje si¢ poza
cyklem podzialowym, w stadium spoczynku (faza GO).
Komérki, ktére aktywnie si¢ dziela sa umiejscowione
w szczegblnych miejscach w tkankach o duzym potencja-
le proliferacyjnym: nabtonki np. szyjki macicy, skéry, bto-
ny Sluzowej przewodu pokarmowego oraz komorki szpiku
kostnego. Egzogenne czynniki wzrostu stymuluja komorki
do przejscia z tazy spoczynku (GO) do pierwszej fazy cyklu
(G1). Podczas pdznej fazy G1 komorki sa przygotowywane
do replikacji DNA, ktéra zachodzi w fazie S, poprzedza-
jacej faze G2 i podziat (M). Progresja cyklu komorki i jej
podziatu jest mozliwa dzigki zmieniajacemu si¢ stosun-
kowi ekspres;ji cyklin i kinaz zaleznych od cyklin (CDK).
Faz¢ G1 reguluja kompleksy cyklina D-CDK4, cyklina
D-CDKG6 i cyklina E-CDK2. Progresja fazy G2 oraz wej-
Scie komorki na droge podziatu mitotycznego jest inicjo-
wane przez par¢ cyklina A-CDK2 i cyklina B-CDK1 [22].

MCM f1acza sig z chromatyna w poczatkowej fazie replika-
cji. W czasie trwania procesu syntezy DNA biatka MCM
zostaja odlaczone od chromatyny. Sa jednak ciagle obecne
w jadrze komorek proliferujacych [33]. MCM staja si¢ nie-
aktywne, gdy komérka opuszcza cykl podziatu i przecho-
dzi w faz¢ spoczynku, réznicowania lub starzeje si¢ [22].
Utrata aktywnosci nastgpuje w ciagu kilku dni od przej-
Scia w fazg spoczynku lub réznicowania. Kompleks pre-
RC, w ktérym uczestniczg biatka MCM 2-7, jest rozktada-
ny szybciej, gdy komérka zaczyna sig réznicowac, niz gdy

632



Nowifiska K. i Dziegiel P. - Biatka MCM i ich rola w proliferacji komdrek i procesie...

przechodzi w stan spoczynku [36]. Biatka MCM w tej fa-
zie nie sa wykrywane przez przeciwciala skierowane prze-
ciwko ich antygenom. Natomiast w komérce bedacej w cy-
klu podziatowym antygeny biatka MCM sa bardzo stabilne
i sa aktywne podczas wszystkich faz G1, S, G211 M [28,74].
Ta obserwacja zapoczatkowata prace badawcze nad wy-
korzystaniem przeciwciat przeciwko biatkom MCM, jako
markeréw proliferacji komdrkowej w diagnostyce histo-
patologicznej. Istotne jest zwlaszcza zweryfikowanie, czy
z uzyciem przeciwcial anty-MCM mozna odrézni¢ komorki
nowotworéw ztosliwych oraz komoérki stanéw przednowo-
tworowych w fazie spoczynku i réznicowania [22,33,36].

W wielu badaniach wykazano, ze zmiana regulacji eks-
presji kompleksu MCM 2-7 jest charakterystyczna dla
wczesnych etapéw karcynogenezy. Te wazne czynniki
inicjujace replikacje DNA moga by¢ uzyte jako markery
diagnostyczne réznych zmian przednowotworowych oraz
nowotworowych. Ponadto przeciwciata przeciwko polipep-
tydom MCM nie wykrywaja komérek, ktére przechodza
proces naprawy DNA [36]. Tradycyjne markery prolife-
racji komoérkowej, takie jak Ki-67 czy PCNA, sa dobrymi
wyktadnikami nasilenia proliferacji w r6znych typach no-
wotworéw [17,48,50,62,73], jednak ocena stadiéw cyklu
komoérkowego przez te markery jest ograniczona. PCNA
jest koenzymem potrzebnym polimerazie DNASJ nie tyl-
ko w procesie replikacji DNA, ale takze podczas naprawy
DNA [27]. Badania immunohistochemiczne z wykorzysta-
niem markera PCNA wykazuja, ze wykrywa on nie tylko
komorki dzielace sig, lecz takze populacje komdrek beda-
cych w stanie spoczynku. Natomiast antygen Ki-67 uczest-
niczy w rybosomalnej biosyntezie, ale okazuje sig, ze nie
jest gtéwnym czynnikiem odpowiedzialnym za prolifera-
cje komérek [9]. Odkrycie i uzycie do diagnozy oraz oceny
rokowniczej biatek, ktére sa gléwnymi czynnikami regulu-
jacymi replikacj¢ DNA moze by¢ skutecznym sposobem
na wykazanie odsetka proliferujacych komérek nowotwo-
rowych w guzie [36]. Postepem w diagnostyce niektérych
nowotworéw (rak szyjki macicy, rak sutka i in.) mogtoby
by¢ ulepszenie dotychczasowych testow bazujacych na wy-
mazach cytologicznych, tak aby wykrywaty zmiany moz-
liwie doktadnie, rozrézniajac stadia rozwoju zmian, byty
mato inwazyjne i obiektywne. To znacznie utatwitoby mo-
nitorowanie zagrozonej populacji oraz zmniejszyto koszt
badan diagnostycznych oraz leczenia [56].

PismiENNICTWO

Mukherjee i wsp. [43] zbadali przydatnos¢ biatek MCM
21 MCM 5 w wykrywaniu nieprawidtowych komérek po-
wierzchniowej warstwy nabtonka szyjki macicy. Wykonane
wymazy cytologiczne wykorzystano do przeprowadze-
nia badaii immunocytochemicznych. Poréwnywano test
Papanicolaou (Pap) z testem przeprowadzonym z wykorzy-
staniem przeciwciat anty-MCM. Barwienie Pap jest trady-
cyjna metoda uzywana w diagnozowaniu zmienionych ko-
morek nablonka szyjki macicy. Diagnoza wykonywana za
pomoca testu Pap jest bardzo subiektywna. Jesli pobranie
materiatu zostato przeprowadzone niewlasciwie, to moze
dawac bledne wyniki. Mukherjee i wsp. [43] wykazali, ze
immunocytochemia z wykorzystaniem przeciwcial anty-
MCM jest czulq i bardzo swoista metoda, umozliwiajaca
wykrywanie nowotworéw szyjki macicy. Warto$¢ progno-
styczna testu MCM wyniosta 100% w przypadku stadiéw
CIN1 i 79% dla CIN3. Immunocytochemiczna ocena z uzy-
ciem przeciwciat anty-MCM nie daje falszywie pozytyw-
nych wynikéw. Nie jest konieczne wykonywanie dalszych
badan i biopsji, jezeli wynik testu MCM jest negatywny.
Konieczna jest tylko ocena wyniku reakcji immunocyto-
chemicznej oraz morfologii komédrek z pozytywna reak-
cja przez do§wiadczonego cytopatologa [43].

Stoeber i wsp. [59] przeprowadzili iloSciowe badanie cyto-
immunofluorymetryczne, ktérego celem byto opracowanie
metody wykrywania biatka MCM 5 w komoérkach wyste-
pujacych w osadzie moczu. Wykazano, ze taka diagnosty-
ka jest czuta, swoista i umozliwia wczesne, proste i niein-
wazyjne wykrywanie pierwotnych i nawracajacych guzéw
nowotworowych pecherza moczowego. Cytometria prze-
ptywowa oceniajaca komérki MCMS dodatnie okazata sig
czulsza metoda w poréwnaniu do badan cytologicznych drég
moczowych w diagnostyce zmian nowotworowych [36,59].

PobsumowaNiE

Biatka z rodziny MCM s3 intensywnie badane ze wzgle-
du na ich zastosowanie jako markery proliferacji komorek.
Wykorzystanie tych biatek moze umozliwié sprecyzowanie
diagnozy, prognozowanie i ocen¢ odpowiedzi na leczenie
w wielu powszechnie wystepujacych typach nowotwordw.
Biatka MCM mogtyby by¢ takze uzyteczne w projektowa-
niu nowych terapii antynowotworowych, ukierunkowanych
na regulacje replikacji DNA.
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