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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Centrosomy sa organellami komdrkowymi zbudowanymi z pary centrioli otoczonej materiatem
pericentriolarnym. W komérkach zwierzat odpowiadaja za organizacje mikrotubul w trakcie in-
terfazy cyklu komdrkowego, ktéra jest uwarunkowana przebiegiem procesu nukleacji i elongacji
mikrotubul, ich mocowaniem oraz uwalnianiem. Centrosomy biorg takze udzial w budowie po-
dziatowego wrzeciona mitotycznego i segregacji chromosoméw. Ponad sto lat temu zasugerowa-
no, ze struktury te moga by¢ zwigzane z rozwojem choréb u ludzi, miedzy innymi nowotwordw.
Komérki nowotworowe charakteryzuje czeste wystepowanie zaburzei centrosoméw, zwlasz-
cza ich amplifikacja. Nieprawidtowe centrosomy moga prowadzi¢ do wielobiegunowej mitozy,
ktérej wynikiem jest wadliwa segregacja chromosoméw i aneuploidia, gtéwny rodzaj zaburzeri
stabilnosci genomu obecny w guzach litych u ludzi. Wtaciwa liczbe centrosoméw w komdérkach
warunkuje miedzy innymi niezaktécony przebieg ich cyklu podzialowego. Wiele gendw, ktérych
mutacje sa czesto odnajdywane w nowotworach, koduje biatka uczestniczace w regulacji tego
cyklu. W ostatnich latach nastgpit wzrost zainteresowania potencjalnym udziatem centrosoméw
w procesie nowotworzenia, zwlaszcza ze ich nieprawidlowosci zaobserwowano we wezesnych
zmianach przednowotworowych. Powszechna obecno$¢ nieprawidtowych centrosoméw w ko-
morkach nowotworowych oraz rolajaka petnia w komérce sugeruje, ze czynniki regulujace liczbe
centrosoméw moga by¢ potencjalnym celem terapii przeciwnowotworowych.

centrosomy - mikrotubule - stabilnos¢ genomu  niestabilnos¢ chromosomalna - zaburzenia centrosoméw
* nowotwory

Summary

The centrosomes are subcellular organelles composed of two centrioles surrounded by a pe-
ricentriolar material. In animal cells they are responsible for the organization of the inter-
phase microtubule cytoskeleton including microtubule nucleation and elongation, their at-
tachment and release. The centrosomes are also involved in the construction of the mitotic
spindle and chromosome segregation. More than a century ago it was suggested that these
structures might be involved in human diseases, including cancer. Cancer cells show a high
frequency of centrosome aberrations, especially amplification. Centrosome defects may incre-
ase the incidence of multipolar mitoses that lead to chromosomal segregation abnormalities
and aneuploidy, which is the predominant type of genomic instability found in human solid
tumors. The number of these organelles in cells is strictly controlled and is dependent on the
proper process of centrosome duplication. Multiple genes that are frequently found mutated
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in cancers encode proteins which participate in the regulation of centrosome duplication and
the numeral integrity of centrosomes. In recent years there has been growing interest in the
potential participation of centrosomes in the process of carcinogenesis, especially because
centrosome abnormalities are observed in premalignant stages of cancer development. The
common presence of abnormal centrosomes in cancer cells and the role these organelles play
in the cells suggest that the factors controlling the number of centrosomes may be potential
targets for cancer therapy.
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WPROWADZENIE

Onkogeneza jest wieloetapowym procesem prowadzacym
do postepujacej transformacji komérek prawidtowych w ko-
morki wykazujace cechy zezto$liwienia. Wynikiem tych
zmian jest ominiecie mechanizméw kontrolnych, ktére za-
pobiegaja nieprawidlowej proliferacji komérek i ograniczaja
ich podziaty do okreslonej biologicznie niszy. Whasciwos$cia
charakteryzujgca prawie wszystkie nowotwory u ludzi jest
niestabilno$¢ genomu, ktéra moze mie¢ réznorodne podtoze
i formy. Jest ona definiowana jako seria zmian genomu wy-
stepujacych ze znacznie zwiekszong czesto$cig w populacji
komérek majagcych wspdlne pochodzenie, skutkiem czego
jest rozwiniecie agresywnego fenotypu [9].

Niestabilno$¢ moze by¢ typu mikrosatelitarnego (microsa-
tellite instability, MIN) i wigzaé sie ze zmianami (skréceniem
lub wydhuzeniem) krétkich, powtarzajacych sie sekwencji
w DNA lub moze by¢ zwigzana z delecjami, insercjami oraz
zmianami pojedynczych nukleotydéw w DNA.

Przewazajaca liczbe ludzkich nowotwordéw charakteryzu-
je niestabilno$¢ chromosomalna (chromosomal instability,
CIN), ktéra odnosi sie do liczby i struktury chromosoméw
[76]. Jednym z mechanizméw prowadzacych do wadliwej
liczby chromosoméw w komérce jest nieprawidlowy prze-
bieg mitozy, ktéry moze by¢ uwarunkowany zaburzeniami
centrosoméw [33,46]. W wielu komdrkach nowotworowych
obecno$¢ dodatkowych lub nieprawidtowych centrosoméw
$ciéle koreluje z niestabilnoscig chromosomalng [33,115]. Za-

burzenia centrosoméw sa obserwowane juz we wczesnych
zmianach przednowotworowych oraz wykazujg wspdtza-
lezno$¢ ze stopniem zaawansowania nowotworu [17,96].
Wskazuje to na ogromne znaczenie tych organelli, jak réw-
niez mechanizméw kontrolujacych ich prawidtowa liczbe
i funkcje w stabilizacji genomu.

W artykule opisano budowe i znaczenie centrosoméw w or-
ganizacji sieci mikrotubul w komérce, zaburzenia organelli
oraz czynniki odpowiedzialne za ich wystepowanie w ko-
mérkach nowotworowych w kontekscie ich potencjalenego
udziatu w kancerogenezie.

BupowA | ROLA CENTROSOMOW W KOMORCE

Centrosom jest niewielkim, pozbawionym btony komérko-
wej, wyspecjalizowanym organellum komérkowym, ktére
spetnia role centrum organizujacego sie¢ mikrotubul w ko-
mérce (microtubule organizing centre, MTOC) [71,74]. Zwia-
zany jest z kontrola wielu proceséw wymagajacych udzia-
tu mikrotubul, takich jak utrzymywanie ksztattu komérki,
ruchliwo$¢ i adhezja komérek oraz wewnatrzkomérkowy
transport biatek i organelli. W proliferujacych komérkach
centrosom uczestniczy w formowaniu wrzeciona mitotycz-
nego i segregacji chromosoméw [11,71].

W komérkach zwierzecych centrosom lezy w poblizu jadra
komérkowego i strukturalnie jest zbudowany z dwéch gtéw-
nych komponentéw: czesci korowej, zawierajacej pare cen-
trioli, ktére sa strukturami organizujgcymi centrosomy oraz
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Ryc. 1. Schemat budowy centrosomu w komérkach zwierzat; A - dwie centriole, matczyna i pochodna, potaczone elastycznym tacznikiem, otoczone materiatem
pericentriolarnym (PCM); B - dziewigc tripletow mikrotubulinowych tworzacych cylindryczna strukture centrioli; C - triplet mikrotubul. Szczegétowy opis

w tekscie

zotaczajacego materiatu pericentriolarnego (pericentriolar
material, PCM), gestej elektronowo-biatkowej macierzy re-
krutowanej przez centriole (ryc. 1.A).

Centriole

W komdrkach zwierzecych centrosom tworza dwie cen-
triole: starsza, dojrzata, nazywana centriolg matczyng (ma-
ther centriole) oraz mtodsza, centriola pochodna (daughter
centriole, procentriole), ktéra zostata utworzona podczas
ostatniego cyklu podzialowego. Usuniecie centrioli z ko-
mdrek oryginalnie zawierajacych te struktury prowadzi do
zaburzen progresji cyklu komérkowego i cytokinezy [56].
Centriole moga sie przemieszczaé do powierzchni komérki
i formowa¢ rzeski oraz wici (w tym kontekscie sa ciatka-
mi podstawowymi, basal bodies), dzieki czemu biorg takze
udzial w lokomocji komdrek, transporcie i przekazywaniu
sygnaltéw [36].

Centriole majg budowe cylindryczna, a ich wymiary moga
sie rézni¢ w zaleznosci od organizmu oraz typu komérek.
Srednia dhugos¢ centrioli to okoto 0,5 um, natomiast $red-

nica zewnetrzna i wewnetrzna wynosi odpowiednio okoto
0,2510,13 um [36]. W komérkach ludzkich centriole najcze-
$ciej majg dhugo$é réwna 0,40 um, a $rednice 0,20 um [105].
W kazdej centrioli wyrdznia sie dwa kotice - proksymalny
orazdystalny. Centriole sg potaczone ze sobg proksymalnymi
koticami i przez wieksza cze$¢ cyklu komérkowego utozone
wzgledem siebie w prostopadlej orientacji przestrzennej.

Symetryczna budowe centrioli warunkuje dziewie¢ triple-
téw mikrotubulinowych. Kazdy triplet sktada sie z mikro-
tubuli A, B i C, oznaczonych w kolejnosci alfabetycznej od
wewnetrznej strony centrioli. Sa potgczone ze soba w $ci-
$le okre$lonym porzadku, warunkujacym utworzenie cy-
lindrycznej struktury. Mikrotubule A jednego tripletu facza
sie z mikrotubulami C kolejnego (ryc. 1.B i C). Mikrotubule
zazwyczaj majg 13 protofilamentdw, z ktérych kazdy jest
polimerem tubuliny « i f utozonych réwnolegle do osi mi-
krotubuli [11,117]. W centriolach jedynie mikrotubule A sg
kompletnymi mikrotubulami zbudowanymi z 13 protofila-
mentdw, natomiast pozostate dwie sg niekompletne. U kre-
gowcédw mikrotubule C sg znacznie krétsze niz pozostate,
dlatego dystalna cze$¢ centrioli jest zbudowana z dziewie-
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ciu dubletéw mikrotubul, a ich potaczenie nastepuje przez
mikrotubule A jednego dubletu i B kolejnego [36]. Mikrotu-
bulowe triplety sa zorganizowane wokét struktury morfo-
logicznie przypominajacej ,,koto wozu” (cartwheel struc-
ture), bedacej pierwsza wyjsciowa strukturg formowania
procentrioli. Zbudowana jest z centralnego rdzenia (hub)
potaczonego dziewiecioma ramionami z wewnetrzng tubulag
kazdego tripletu. Struktura ta znajduje sie przede wszyst-
kim w proksymalnej czesci niedojrzatej centrioli, chociaz
u niektérych gatunkéw jest zauwazana réwniez w centrioli
matczynej [5], a u wielu organizméw jednokomérkowych
utrzymuje sie w proksymalnym regionie ciatek podstawo-
wych. U ssakéw struktura ta wystepuje sporadycznie, tylko
w poczatkowym stadium formowania centrioli pochodnej.

Centriole budujgce centrosom réznig sie nie tylko wiekiem,
ale réwniez rozmiarem i budowa. Réznica wielkosci miedzy
centriolg pochodng a matczyna (po jej uformowaniu w fazie
S cyklu komérkowego) zmniejsza sie wraz z progresja cyklu
komdrkowego i ostatecznie jej dlugo$é stanowi okoto 80%
centrioli matczynej (cykl duplikacji centrosoméw opisa-
no nizej). Strukturalne réznice miedzy centriolami dotycza
obecnodci dwéch rzedéw dodatkowych wypustek (appen-
dages), subdystalnych oraz dystalnych (nazywanych réw-
niez wiéknami przejéciowymi; transition fibers) w centrioli
matczynej. Odgrywaja one odpowiednio role w stabilnym
mocowaniu cytoplazmatycznych mikrotubuli oraz w zako-
twiczeniu centrioli do btony komérkowej w procesie for-
mowania rzesek. Centriola pochodna nabywa te struktury
podczas kolejnego cyklu komérkowego, w trakcie dojrzewa-
nia i przeksztatcania w centriole matczyna [100]. Inng cecha
odrézniajgca obydwie centriole sg tez ich wlaciwosci bio-
chemiczne oraz asynchroniczna odpowiedz na zewnetrzne
sygnaty pomiedzy komérkami siostrzanymi uzalezniona od
tego, czy komérka podczas podziatu otrzymata starsza czy
milodszg centriole [4].

Za utrzymywanie konserwowanej struktury centrioli
i tworzenie funkcjonalnego prekursora jest odpowiedzial-
nych niewiele genéw. Badania wykazaty, ze w komérkach
ludzkich dojrzaly centrosom buduje ponad 100 réznych
biatek, ale nadal niewiele wiadomo na temat doktadnej
roli poszczegblnych elementéw w jego biogenezie [3].
Duza cze$¢ tych bialek ma struktury nazywane ,,coiled-
-coil”. Domeny te czesto wystepuja w biatkach struktu-
ralnych oraz motorycznych i sa odpowiedzialne przede
wszystkim za interakcje biatkowe, co sugeruje, ze ich pod-
stawowg rolg w centrosomie sg oddziatywania z innymi
biatkami [11]. Przeglad biatek budujgcych oraz umiejsco-
wionych w obrebie centrioli, mechanizm syntezy centrioli
i oméwienie roli poszczegdlnych elementéw w tym proce-
sie sg szeroko oméwione w innych publikacjach [3,55,105].

PCM i jego rola w organizacji sieci mikrotubul
w komérce

Materiat pericentriolarny najcze$ciej jest opisywany jako
bezpostaciowa (amorficzna) chmura otaczajgca centriole,
ulegajaca rozdzieleniu do poszczegdlnych centrioli w trak-
cie ich rozdziatu. Jego wielko$¢ zmienia sie podczas trwania

cyklu komérkowego, osiagajac najwieksze rozmiary w fazie
M, a najmniejsze w fazie G1 [85]. PCM jest zmieniajaca sie,
dynamiczng przestrzenia, a wiele jego elementéw podlega
intensywnej wymianie pomiedzy obszarem centrosomu
a cytoplazma. Elementy te sa aktywnie transportowane
do lub z centrosomu lub ich relokacja jest zwigzana z dy-
fuzjg. Bierna dyfuzja dotyczy biatek, ktére w duzej ilo$ci
sg obecne w komdree, jednak wiekszo$¢ sktadnikéw cen-
trosomu wystepuje w komdrce w niewielkim stezeniu, dla-
tego w system ich dostawy sa zaangazowane mechanizmy
oparte na transporcie zwigzanym z dziataniem biatkowego
kompleksu dyneina/dynaktyna [120].

Bupowa PCM

Badania wykorzystujace techniki mikroskopii elektronowej
wykazuja, ze PCM ma strukture fibrylarng lub widknista,
a jego cze$d jest bezposrednio zwigzana z powierzchnig
centrioli. Powigzanie PCM z centriolami jest réwniez za-
chowane w izolowanych centrosomach, dlatego sugeru-
je sie, ze PCM jest znacznie bardziej zorganizowany niz
powszechnie uwazano przez diugi czas. Obecnie jest opi-
sywany jako zespét biatek podzielonych na dwie gtéwne
podgrupy, zktérych jedna jest bezposrednio zwiazana z po-
wierzchng centrioli, a druga rozciaga sie na zewnatrz tego
obszaru, tworzac chmure elektronowo gestego materiatu.
PCM powiazany z centriolami najobficiej wystepuje na ich
proksymalnym koticu [85]. Pozostaly jest umiejscowiony
gléwnie w ich bliskim sasiedztwie, ale rozciaga sie tez do
pewnej odlegtosci od centrioli, tworzac cze$¢ zewnetrzna
materiatu pericentriolarnego. Materiatem tym sa elektro-
nowo geste czastki o $rednicy 70-100 nm, nazywane sate-
litami pericentriolarnymi/centriolarnymi [8]. Ich liczba
waha sie w zaleznosci od fazy cyklu komérkowego, wzrasta
podczas interfazy i spada w trakcie mitozy [64].

Badania ostatnich lat z wykorzystaniem nowych technik
mikroskopowych umozliwity doktadniejsze poznanie struk-
tury i organizacji biatek w PCM. Podczas interfazy wiekszo$¢
znichjest zorganizowana w sposéb warstwowy. Poszczegdl-
ne biatka formuja przylegajace do siebie pierscienie o po-
wiekszajacej sie Srednicy, ktére sa utozone wokét proksymal-
nego korica centrioli matczynej. Struktura tych pierscieni
jest nieciggta, poniewaz z jednej strony wystepuje w nich
niewielka przerwa, w ktérej znajduje sie centriola pochodna
(ryc. 2). Poprzez pier$cienie innych biatek poprzecznie roz-
cigga sie pericentryna, jedno z biatek zwiazane z nukleacja
mikrotubul. Jest ona niezmiernie wazna dla organizacji PCM,
poniewaz tworzy rusztowanie dla reszty materiatu pericen-
triolarnego, a jej nieobecno$¢ w komérkach prowadzi do
powaznych zaktécen i nieprawidlowej budowy PCM. Taka
organizacja strukturalna PCM wydaje sie stabilna, poniewaz
utrzymuje sie réwniez mimo braku komplekséw odpowie-
dzialnych za nukleacje mikrotubuli lub catkowitej absencji
mikrotubul. Biatka PCM zachowujg swoje okreslone pozycje
wokdt centrioli matczynej réwniez w trakcie mitozy [66].
Brak centrioli prowadzi do strukturalnej niestabilnosci PCM
i moze by¢ takze przyczyna jego catkowitego zanikniecia,
a ich nieprawidtowa budowa, np. redukcja wielko$ci, skut-
kuje natomiast zmiang wielko$ci PCM.
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Ryc. 2. Schemat organizacji centrosomu w interfazie cyklu komdrkowego. Biatka centrosomalne wokét proksymalnego korica centrioli matczynej tworza nieciagte,
przylegajace do siebie pierécienie o powiekszajacych sie Srednicach, przeciete poprzecznie warstwami pericentryny. Na schemacie zaznaczono biatka opisane

w tekscie

SATELITY

Cechg charakterystyczng satelit centriolarnych jest
ogromna dynamika, poniewaz ich obecno$¢ w centroso-
mie jest okresowa i wydaje sie tylko przej$ciowo powia-
zana z PCM [85]. Struktury te poruszaja sie pomiedzy cy-
toplazma a centrosomem i prawdopodobnie uczestnicza
w transporcie komponentéw centrosomu z cytoplazmy
(biatek centriolarnych i pericentriolarnych) wzdtuz mi-
krotubuli [18,64]. Transport odbywa sie w kierunku korica
,minus” mikrotubuli i w tym rejonie czesto obserwuje sie
nagromadzenie satelit centriolarnych [64].

Pierwszym zidentyfikowanym molekularnym komponen-
tem satelit byt materiat pericentriolarny-1 (pericentriolar
material-1, PCM-1) [64], ktéry do tej pory jest najczesciej
wykorzystywanym markerem molekularnym tych struk-
tur. Zahamowanie funkcji PCM-1 zaburza lokalizacje bia-
tek centrosomalnych, takich jak nineina, centryna i pe-
ricentryna oraz zaktdca radialng organizacje mikrotubul
[18]. PCM-1 nie jest wigczany w strukture centrosoméw,
co wskazuje, ze najprawdopodobniej spetnia role biatka
platformowego (scaffold protein) dla innych biatek centro-
somalnych, ktére sg przenoszone do struktur docelowych
w centrosomie poprzez mechanizm transportowy zwigza-
ny z biatkiem motorycznym dyneing w kompleksie z dy-
naktyng [64]. Satelity centriolarne, a przede wszystkim bez-
posredni udziat PCM-1 w transporcie biatek, majg ogromne
znaczenie w trakcie reorganizacji centrosoméw zwigzanej
zich dojrzewaniem i duplikacja. W czasie trwania tego pro-
cesu material pericentriolarny zostaje znacznie powiek-

szony dzieki rekrutacji dodatkowych sktadnikéw, ktére sa
réwniez wykorzystywane do nukleacji odpowiedniej ilosci
mikrotubul i organizacji wrzeciona mitotycznego.

W ostatnich latach w satelitach centriolarnych stwier-
dzono obecno$é wielu innych biatek, np. BBS4, CEP290,
CEP90, CEP72, DISC1, Kizuna (szeroki przeglad biatek sa-
telitarnych oraz ich potencjalnej funkcji [8]). Wydaje sie
takze, ze cze$¢ biatek wystepujacych w satelitach, np.
BBS4, FOR20, CEP90 czy Hook-3 jest odpowiedzialna za
wewnatrzkomdrkowe rozmieszczenie i integracje sate-
lit centriolarnych, poniewaz komdrki pozbawione tych
biatek charakteryzujg sie znacznym rozproszeniem tych
struktur. Biatka satelit centriolarnych maja réwniez zwig-
zek z utrzymywaniem zdolno$ci nukleacji mikrotubul
oraz prawidtowg budowg wrzeciona podziatowego. Po-
zbawienie komdrek np. funkcjonalnego Cep72, ktére jest
zwigzane z rekrutacja pierscieniowego kompleksu y-TuRC
(y tubulin ring complex) do centrosomu, powoduje obni-
zenie zdolno$ci nukleacji mikrotubul. Brak biatka Par6a
prowadzi natomiast do powstawania wielobiegunowych
wrzecion mitotycznych, a nieobecno$é CEP90 jest zwia-
zana z fragmentacja bieguna wrzeciona podziatowego.

NUKLEACJA MIKROTUBUL

Z materiatem pericentriolarnym oraz z centriolami nie-
odlgcznie wigze sie organizacja sieci mikrotubul w komdr-
ce. Uwarunkowana jest ona przede wszystkim dynamika
przebiegu kilku proceséw, do ktérych nalezy nukleacja
i elongacja mikrotubul, ich umocowanie oraz uwalnianie.
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Nukleacja to proces inicjujacy formowanie mikrotubul
de novo przez polimeryzacje dimeréw tubuliny a i B, kté-
re sg podstawowym budulcem mikrotubul w komérkach
eukariotycznych, uzalezniony przede wszystkim od obec-
nosci tubuliny y w PCM. Tubulina ta jest paralogiem tu-
buliny a i p.

W komérkach zwierzecych cytosolowa tubulina y wyste-
puje gtéwnie w postaci dwdch proteinowych komplek-
séw: matego kompleksu y-TuSC (g tubulin small complex),
zawierajgcego tubuline y i dwa biatka GCP2 i GCP3, oraz
pierécieniowego kompleksu y-TuRC, ktéry funkcjonal-
nie odpowiada za nukleacje mikrotubul [117]. U orga-
nizmdéw wielokomérkowych jest on zbudowany z sze-
$ciu do siedmiu komplekséw y-TuSC zorganizowanych
w otwarty pier$cien, przykryty co najmniej trzema biat-
kami GSP: GSP4, GSP5 i GSP6. U ssakéw dodatkowym ele-
mentem budujacym y-TuRC jest biatko GSP-WD/NEDD1.
W wiekszoéci komdrek eukariotycznych formowanie
y-TuRC zachodzi w cytoplazmie, a nastepnie struktura
ta jest przenoszona do centrosomu, gdzie nastepuje nu-
kleacja mikrotubul. Tubulina y nie wlacza sie do struktury
tworzonych mikrotubuli, natomiast jest zwiazana z ich
spolaryzowanym koricem ,,minus”. W przypadku y-TuSC
obecno$¢ kazdego z jego komponentdéw jest niezbedna
do zachowania budowy i prawidlowego funkcjonowania
wrzeciona mitotycznego, natomiast u wyzszych Eukaryota
biatka GCP4, GCP5 i GCP6 najprawdopodobniej petnia role
strukturalng przy formowaniu y-TuRC [97]. Dodatkowa
rolg y-TuRC, oprécz nukleacji, jest najprawdopodobniej
réwniez stabilizacja mikrotubul poprzez zabezpieczanie
kofica ,,minus”, co zapobiega ich depolimeryzacji [71].

Proces nukleacji mikrotubul jest uzalezniony réwniez od
wigzania y-TuRC do centrosomu i bezpo$redniej interak-
cji tego kompleksu z wieloma biatkami. Naleza do nich
miedzy innymi: pericentryna, CPAP, CG-Nap, CDK5RAP2,
kendryna, Nlp czy dyneina.

Elongacja mikrotubul odbywa sie poprzez wiazanie ko-
lejnych heterodimeréw tubulin a i f. Naleza one do jed-
nych z najbardziej zachowawczych biatek w komérkach
eukariotycznych. W N-koricowej domenie tych tubulin
wystepuja miejsca wiazace nukleotydy (nucleotide sites),
GDP/GTP. Centralna cze$¢ jest odpowiedzialna za interak-
cje pomiedzy tubulinami o i p w obrebie heterodimeru,
natomiast C-koricowa domena jest miejscem interakcji
z grupa biatek zwigzanych z mikrotubulami (MAPs). Pod-
czas formowania mikrotubuli heterodimery tubuliny o i
tacza sie ze soba w porzadku ,,gtowa do ogona”, tworzac
trzon mikrotubuli (microtubule nucleus). Nastepnie trzon
wydtuza sie liniowo do protofilamentdéw, a te tacza sie
bocznie, formujac mikrotubule. Polimeryzacja mikrotubul
nastepuje po zwigzaniu do tubuliny B czasteczki GTP i jej
hydrolizie z uwolnieniem fosforanu (Pi). Hydroliza GTP
znacznie zmienia konformacje tubuliny, co powoduje jej
osadzenie w strukturze mikrotubuli. Obecno$é GTP sta-
bilizuje koniec ,,plus” mikrotubuli, czego rezultatem jest
polimeryzacja, natomiast utrata tej wlasciwosci prowadzi
do szybkiej depolimeryzacji mikrotubuli. Cechg charakte-

rystyczna mikrotubuli jest takze kierunkowa polaryzacja,
ktéra warunkuje okreslone ulozenie tubulin. Tubulina
zawsze znajduje sie od korica ,,plus” (plus end) mikrotu-
buli, a tubulina a od jej ujemnego korica (minus end) [51].
Wzrost mikrotubul nastepuje od korica ,,plus” w kierunku
zewnetrznym, do blony komdrkowej i skutkuje wytwo-
rzeniem w interfazie struktury gwieZdzistej mikrotubul,
z wiekszo$cig mikrotubuli skierowanych koticem ,,plus”
do cytoplazmy. Koniec ,,plus”, w przeciwietistwie do kon-
ca ,,minus” zwréconego do centrosomu, cechuje duza
dynamika i szybki wzrost [51,71,117].

MocowANIE MIKROTUBUL

Inng wazng funkgcjg, ktérg petnia PCM i centriole jest za-
mocowanie mikrotubul w obrebie centrosomu. W odréz-
nieniu od procesu nukleacji, ktéry w komérkach ssakéw
przebiega w poblizu obydwu centrioli, bezpo$rednie mo-
cowanie mikrotubul do tej struktury jest charakterystycz-
ne tylko dla centrioli matczynej i odbywa sie w jej sub-
dystalnych wyrostkach, na ktérych mikrotubule tworzg
charakterystyczna gwiezdzist strukture podczas interfa-
zy. Wigzanie to jest uwarunkowane obecnoscia swoistych
biatek, do ktérych nalezg miedzy innymi EB1 oraz nineina.
Nineina jest zwigzana z subdystalnymi wyrostkami cen-
trioli matczynej poprzez C-koniec, natomiast N-koniec
tego biatka wchodzi w interakcje z y-TuRC, ktéry w przy-
padku braku nineiny nie umocowuje samodzielnie mikro-
tubuli w centrosomie. Komérki wykazujace nadekspresje
nineiny cechuje obnizony poziom uwalniania mikrotubul
do cytoplazmy oraz réwniez zahamowanie ich migracji
[1]. Obnizenie poziomu nineiny, np. poprzez wyciszenie
przez siRNA, prowadzi do znacznych zaburzen w organi-
zacji mikrotubul [18]. W niektérych wyspecjalizowanych
typach komérek, np. komérkach epitelialnych, z udzia-
tem nineiny nastepuje zakotwiczanie mikrotubul poza
centrosomem. Komdrki takie majg unikalne miejsca za-
kotwiczajace mikrotubule w domenach wierzchotkowych
(apical domains), w ktérych obecna jest takze centriolina
[1]. Nineina jest uwalniana z centrosomu razem z mikro-
tubulami, co sugeruje, ze oprécz mocowania mikrotubul
moze spetnial role biatka okrywajgcego i chroniacego
ujemny koniec mikrotubul.

UWALNIANIE MIKROTUBUL

Uwalnianie mikrotubuli z centrosoméw jest fizjologicz-
nym procesem zachodzacym miedzy innymi podczas
réznicowania niektérych typéw komérek. U ssakéw np.
w neuronach, komérkach mie$ni szkieletowych oraz
epitelialnych sa obecne mikrotubule niezwiazane z cen-
trosomami, niezmiernie istotne dla prawidtowego funk-
cjonowania tych komérek w organizmie. Nie sg one zor-
ganizowane w promienista strukture charakterystyczna
dla proliferujacych i migrujacych komdrek, a przyjmu-
ja najczesciej strukture liniowa. Specyficznym biatkiem
zwigzanym z uwalnianiem mikrotubul do cytoplazmy jest
katanina, ktéra reguluje réwniez ich dtugo$¢ po uwolnie-
niu z centrosomu. Oddzielanie mikrotubuli przez katanine
nastepuje poprzez zaburzenia ich polimerowej struktury
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zwykorzystaniem energii z hydrolizy ATP. Zahamowanie
jej aktywnoéci, np. w neuronach, prowadzi do niepra-
widlowego procesu uwalniania mikrotubul i akumulacji
duzej ich iloéci w centrosomie [2].

NIESTABILNOSC CHROMOSOMALNA, CENTROSOMY I ICH ZNACZENIE
W KANCEROGENEZIE

Niestabilno$¢ chromosomalna, ktéra u ludzi jest obserwo-
wana w wielu typach nowotworéw, odnosi sie zaréwno do
liczby, jak i struktury chromosomdw. Liczbowy CIN (CINn)
dotyczy zmian prawidtowej liczby chromosoméw w ko-
morce wynikajacych z uzyskania lub utraty catych chro-
mosomdw. Strukturalny CIN (CINs) wigze sie natomiast
z obecnoscig nieprawidtowych strukturalnie chromoso-
méw, ktére powstaja przez wiaczenie lub utrate ich frag-
mentdw, jak réwniez przez amplifikacje DNA, inwersje,
delecje oraz translokacje, bedace jedng z najczestszych
zmian w obrebie CINs nowotwordéw [32].

Doktadne mechanizmy molekularne lezace u podstaw CIN
wciaz pozostaja niewyja$nione. Przypuszczalnymi pro-
cesami prowadzacymi do wystepowania liczbowego CIN
w komdérkach nowotworowych moze by¢ nieprawidtowy
przebieg mitozy wynikajacy miedzy innymi z zaburzet
punktu kontrolnego, wadliwej kohezji chromosoméw, nie-
prawidlowego potaczenia chromosoméw z wrzecionem
mitotycznym, jak réwniez obecnosci wielobiegunowego
wrzeciona mitotycznego zwigzanego z liczbowymi zabu-
rzeniami centrosomdéw [7,33,38,46].

Zmiany struktury i liczby chromosoméw czesto obser-
wowane w komérkach nowotworowych sa przedmiotem
badari od wielu lat. Na poczatku XX wieku Theodor Boveri
jako pierwszy zasugerowat, ze nowotwory moga by¢ kon-
sekwencja zaburzer podziatéw komérki prowadzacych do
nieprawidlowego rozdziatu chromosoméw. Wadliwa se-
gregacja chromosomdw jest przyczyna aneuploidii, ktéra
jest uwazana za jeden z gléwnych czynnikéw niestabilno-
$ci genetycznej w nowotworach [115]. W komérkach no-
wotworowych, ktére charakteryzuje CIN, nieprawidtowa
segregacja chromosoméw w czasie podziatéw zachodzi
10-100 razy czesciej niz w komérkach prawidtowych lub
komérkach nowotworowych o stabilnym diploidalnym
kariotypie [33]. Defektywny rozdziat materiatu wigze sie
z wadliwym funkcjonowaniem centrosoméw, ktére ze
wzgledu na role jaka petnig w komdrce, moga takze wpty-
wad na jej cechy zwigzane z organizacja MTOC, takie jak
ksztatt, polarno$é i ruchliwo$é. Zaburzenia centrosoméw
sprzyjaja wiec nie tylko niestabilnosci chromosomalnej,
ale réwniez utracie organizacji tkanek, co stanowi dwie
najczestsze cechy fenotypowe nowotworéw litych u lu-
dzi [89].

CIN i zaburzenia centrosoméw

W ostatnich latach obserwuje sie wzrost zainteresowania
mozliwoscia udziatu centrosoméw w rozwoju nowotwo-
réw, tym bardziej ze nieprawidtowo$ci centrosoméw sa
juz obserwowane we wczesnych stadiach stanéw zapal-

nych, zmianach przednowotworowych oraz dodatkowo
korelujg z aneuploidia [70,96]. Istniejg liczne dowody, ze
zaburzenia regulacji cyklu podziatowego centrosoméw
lub brak koordynacji pomiedzy cyklem centrosoméw
i komérkowym nieuchronnie prowadza do zmian liczby
chromosoméw i niestabilno$ci chromosomalnej [88]. Cze-
sto obserwowana w komérkach nowotworowych i lezaca
u podstaw CIN amplifikacja centrosoméw prowadzi do
formowania wielobiegunowego wrzeciona, co jest uwa-
zane za bezpos$rednia przyczyne btednej segregacji chro-
mosoméw oraz moze powodowac zaburzenia cytokinezy
i podzial na wiecej niz dwie komérki potomne [33,69].
Wielobiegunowa mitoza moze by¢ jednak niekorzystna
dla samych komérek nowotworowych, poniewaz znaczaco
zmniejsza zywotno$¢ komorek i czesto prowadzi do ich
$mierci [63]. W wiekszo$ci przypadkéw komérki maja-
ce trzybiegunowe wrzeciono koricza cytokineze, nato-
miast wieksza liczba biegunéw podziatowych skutkuje
zatrzymaniem tego procesu. Zaburzenia cytokinezy wtg-
czajg punkt kontrolny zalezny od p53, co powoduje za-
trzymanie cyklu komérkowego lub $mieré¢ komdérki [29].
Komérki wyksztalcity mechanizmy eliminujace skutki
obecnosci nadmiernej liczby centrosoméw, do ktérych
nalezg: inaktywacja centrosomu, asymetryczna segrega-
cja centrosomdw oraz zjawisko grupowania centrosoméw
(centrosome clustering) wystepujace np. w komérkach
neuroblastomy, raka piersi oraz w wielu innych typach
nowotwordw [34,65]. W komérkach tych nadliczbowe cen-
trosomy grupuja sie przed utworzeniem wrzeciona po-
dziatlowego i formuja wrzeciona dwubiegunowe, ztozone
zkilku centrosoméw (szczegétowy opis mechanizmu ich
tworzenia [34,63]). Zahamowanie tworzenia takich sku-
pisk powadzi do wzrostu wielobiegunowych podziatéw,
znacznie obnizonej zywotnos$ci komdrek i zwiekszonej
liczby komérek martwych, proporcjonalnie do liczby nie-
prawidtowych centrosoméw [65].

Nieprawidlowosci centrosoméw w nowotworach

Wiele komérek nowotworowych cechuje wystepowanie
réznego rodzaju zaburzer centrosoméw, mimo ze funk-
cjeiliczba tych organelli podlegaja wielu mechanizmom
kontrolnym. Nieprawidlowo$ci centrosoméw obserwowa-
ne w nowotworach mozna podzieli¢ na dwie kategorie:
strukturalne i numeryczne [88,89,95]. Czesto wystepuja
razem, ale Zrédto ich powstawania oraz funkcjonalne kon-
sekwencje sg zréznicowane [89].

STRUKTURALNE ZABURZENIA CENTROSOMOW

Aberracje strukturalne centrosoméw obserwowane w ko-
moérkach nowotworowych moga obejmowaé: nieprawi-
dtowg wielko$¢ centrosomu (najczesciej powiekszenie
rozmiardéw, czego przyczyng moze by¢ réwniez nadmier-
na akumulacja PCM), ksztalt centrosomu (np. wystepo-
wanie atypowych filamentdéw, zaklécenie cylindrycznej
budowy centrioli) czy zaburzong kompozycje centrosomu
(wynikajaca przyktadowo ze zmian poziomu biatek cen-
trosomalnych na skutek defektywnej ekspresji genéw
lub zaburzeri modyfikacji potranslacyjnych biatek cen-
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trosomalnych, np. fosforylacji) [69,89,95]. Do struktural-
nych nieprawidtowosci mozna takze zaliczy¢ obecno$é
ciatek niecentriolarnych (acentriolar bodies), stanowia-
cych zgromadzenie biatek centrosomalnych bez centrioli
[88,89]. Wszystkie te zaburzenia sa odzwierciedleniem de-
regulacji ekspresji i aktywnosci biatek centrosomalnych,
co ma znaczacy wpltyw na ich funkcje. Dziatanie wadli-
wych centrosoméw jest zréznicowane i moze je cecho-
waé zwiekszona lub zmniejszona rekrutacja komplekséw
Y-TuRC oraz rézny poziom nukleacji mikrotubul [12,89].
W komérkach nowotworowych nukleacja mikrotubul
czesto jest nieprawidtowa, co prowadzi do formowania
zdezorganizowanego wrzeciona, aberracji mitotycznych
i ujawnia sie w zaburzeniach ksztattu, polarnosci komé-
rek i organizacji tkanek [89,95]. Dodatkowo w komérkach
nowotworowych sg obserwowane zaburzenia procesu
dojrzewania centrosomu, nieprawidtowe utozenie cen-
trosomu w komdrce oraz pozacentrosomalna lokalizacja
tubuliny y [24]. Prowadzi to do zaburzeti organizacji mi-
krotubul, ktérych poziom koreluje z agresywno$cia wy-
kazywana przez komérki nowotworowe [15].

NUMERYCZNE ZABURZENIA CENTROSOMOW

Numeryczne zaburzenia centrosoméw dotycza komdérek,
ktére w zaleznosci od fazy cyklu komérkowego zawierajg
wiecej niz 1 lub 2 centrosomy lub maja odpowiednio wie-
cej niz 2 lub 4 centriole. Do nadmiernej liczby centroso-
méw w komdérkach moze prowadzié kilka mechanizméw.
Jednym z nich jest zwielokrotniony podziat centrosoméw
w ciggu jednego cyklu komérkowego. Dodatkowa redu-
plikacja moze dotyczy¢ cze$ci centrosoméw, dlatego koni-
cowa ich liczba moze by¢ parzysta lub nieparzysta. Inna
przyczyna moga by¢ zaburzenia cytokinezy, co skutkuje
zaréwno duplikacja centrosoméw, jak i materiatu gene-
tycznego, a catkowita liczba zamplifikowanych centro-
soméw powstajaca na tej drodze odpowiada ploidalnosci
materiatu genetycznego. Kolejnym mechanizmem jest
niewta$ciwe rozdzielenie centrioli centrosomu, ktére wy-
nika z zaburzet mechanizméw kontrolujacych separacje
centrioli w ciggu cyklu podziatowego. W takim przypadku
kazda z btednie rozdzielonych centrioli moze utworzy¢
wtlasna centriole pochodna i samodzielny centrosom [28].
Nadliczbowe centrosomy w komérkach nowotworowych
mogg by¢ wynikiem obecno$ci wiruséw, np. wirusa bro-
dawczaka ludzkiego typu 16 (HPV-16) i dziataniem onko-
proteiny E7. Ekspresja tego wirusa powoduje zwigkszenie
liczby formowanych centrioli oraz liczebno$ci komérek
z nieprawidtowa liczbg centrosoméw. Nieprawidtowosci
centrosoméw indukowane przez HPV-16 E7 wystepuja
w bardzo wczesnych zmianach przednowotworowych,
ktére moga w konsekwencji prowadzi¢ do progresji no-
wotworu i destabilizacji genomu [25]. Wirusy moga by¢
potencjalnie odpowiedzialne za jeszcze jeden mechanizm
liczbowych zaburzen centrosoméw zwiazany z fuzja ko-
mdrek. Jest to réwniez zjawisko fizjologiczne i wystepuje
np. podczas rozwoju wiékien mie§niowych. Moga je wy-
wotywacé takze ludzkie wirusy onkogenne, co potencjalnie
moze prowadzi¢ do kancerogenezy. Do nadmiernej liczby
centrosomdéw w komérkach prowadzi takze ich fragmen-

tacja. W trakcie mitozy centrosomy podlegaja dziataniu
ogromnych sit rozciagajacych, ktérych wystepowanie
jest zwigzane z ich bezpo$rednim potgczeniem z wrze-
cionem. Moze to prowadzi¢ do rozerwania centrosomu
ijego fragmentacji, a powstate cze$ci moga funkcjonowaé
jako dodatkowe organella i formowaé wielobiegunowe
wrzeciona [29]. Hipotetyczna przyczyng numerycznych
zaburzen moze by¢ réwniez formowanie centrosoméw de
novo, jednak zjawisko to i jego ewentualny udziat w rozwo-
junowotwordw jest dyskusyjne i wymaga dalszych badar.

Ogromne znaczenie w utrzymywaniu prawidtowej liczby
centrosoméw w komérkach ma niezaktécony przebieg
i wiadciwa regulacja cyklu podziatowego tych organelli.
Zaburzenia procesu, zwigzane z wadliwym dziataniem
czynnikdéw zaangazowanych w jego regulacje, sa czesto
obserwowane w nowotworach.

CYKL PODZIALOWY CENTROSOMOW I JEGO KONTROLA

Regulacja cyklu podziatowego centrosomdéw dotyczy jego
dwéch podstawowych aspektéw: kazda centriola musi
ulega¢ duplikacji tylko raz w ciagu cyklu komérkowego,
aliczba nowo powstajacych centrioli musi by¢ $cisle kon-
trolowana. Formowanie nowych centrioli podczas cyklu
podziatowego moze nastepowac dwiema drogami: de novo,
kiedy nowa centriola powstaje bez widocznego zwiaz-
ku ze starszg centriola, oraz $ciezka semikonserwatyw-
ng, w ktérej nowe centriole sa formowane w potaczeniu
z centriola matczyng [100].

Powstawanie centrioli de novo jest czesto obserwowane
np. u matzy, grzybéw i roélin nizszych, ale u kregowcdéw
fizjologicznie zachodzi réwniez w komérkach nabtonka
tchawicy podczas ciliogenezy. Zjawisko to odnotowano
réwniez po usunieciu lub laserowym uszkodzeniu cen-
trioli w komérkach HeLa oraz w chomiczych CHO. W ta-
kich komérkach nowe centriole powstawaty w obszarze
gromadzgcego sie na terenie cytoplazmy materiatu pe-
ricentriolarnego, jednak liczba formujgcych sie w ten
sposdb centrioli pochodnych czesto byta nieprawidtowa,
adodatkowo cze$é znich wykazywata powazne aberracje
strukturalne [57].

Na poziomie ultrastrukturalnym semikonserwatywna
$ciezka formowania procentrioli jest dobrze opisana, na-
tomiast wiedza na temat czynnikéw kontrolujacych ten
proces poszerzyta sie dopiero w ciggu ostatnich lat. Po-
wstawanie nowej centrioli wydaje sie niezmiernie zacho-
wawczym procesem pod wzgledem udziatu biatek, ktére
w réznych organizmach maja swoje wzajemne homologi
lub funkcjonalne analogi. Wiele biatek zwigzanych z tym
procesem wykazuje zwigzek z kancerogenezg. Sciezke for-
mowania centrosomdéw dzieli sie na cztery nastepujace
po sobie fazy: cze$ciowe roztgczenie centrioli, nukleacje
centrioli pochodnej (nazywanej réwniez procentriola do
chwili, gdy nie osiagnie catkowitej dtugosci), elongacje
procentrioli i dojrzewanie centrosoméw oraz ich sepa-
racje [11,100]. Cykl jest $cisle synchronizowany z cyklem
komérkowym.
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Ryc. 3. (ykl podziatowy centrosomdw. Zaznaczono gtdwne etapy cyklu oraz najwazniejsze czynniki requlujace ten proces. Szczegétowy opis w tekscie

Komérki w koficowej fazie M cyklu komérkowego maja
pojedynczy centrosom ztozony z dwéch centrioli utozo-
nych prostopadle wzgledem siebie i potgczonych przez
widkna kohezyjne [6,74,105] (ryc. 3). To potaczenie two-
rzy sie podczas formowania procentrioli w fazie S i blisko
wigze nowo powstajaca centriole do centrioli matczynej.
Jest ono jednym z czynnikéw zapobiegajacych tworze-
niu nadmiernej liczby centrioli, a jego rozpad to jeden
znajwazniejszych etapédw umozliwiajgcych przejscie cen-
trosomu do nastepnego cyklu podziatowego [114]. Cze-
$ciowe rozdzielenie (disengagement) centrioli matczynej
od centrioli pochodnej nastepuje podczas péznej mitozy
i wczesnej fazy G1, co zmienia ich wcze$niejsze prostopa-
dte utozenie przestrzenne, ale centriole nadal pozostaja
potaczone elastycznym tacznikiem (linker) [74]. Gtéwny-
mi enzymami zaangazowanymi w cze$ciowe rozdzielenie
centrioli sg separaza (proteaza bioraca takze udziat w od-
dzieleniu chromatyd siostrzanych) oraz kinaza PLK1, be-
daca niezaleznym aktywatorem tego etapu. Jednoczesna
utrata proteazy i PLK1 uniemozliwia roztaczenie centrioli
i prowadzi do catkowitej blokady duplikacji centrosoméw
[113,114]. Podczas wyjscia komdrki z fazy M cyklu ko-
moérkowego separaza specyficznie nacina pericentryne
B. W mutantach komérkowych, w ktérych biatko to nie
podlega nacieciu, centriole nie rozdzielaja sie, a proces
ich duplikacji jest zahamowany [67]. PLK1 i separaza sa
aktywowane tylko w trakcie mitozy, co warunkuje sprze-
zenie procesu duplikacji centrioli z cyklem komérkowym.

Kazda z dwdch centrioli w péZnej fazie G1 lub wezesnej
S zostaje centriolg matczyng i formuje nowa procentrio-
le. Powstaje ona z udziatem struktury podobnej do ,,kota
wozu” na bocznej powierzchni proksymalnego korica kaz-

dej z centrioli matczynych i jest z nig $cisle potaczona[105].
Rozpoczecie syntezy procentrioli wymaga aktywnosci ki-
nazy CDK2 w kompleksach z cykling E lub cykling A, ktére
reguluja réwniez rozpoczecie procesu replikacji DNA [81].
Jednym z biatek centrosomalnych fosforylowanych przez
CDK2/cykline E jest nukleofozmina (NPM/B23), wystepu-
jaca swoiscie tylko w niezreplikowanych centrosomach
[93]. Po fosforylacji biatko to wykazuje podwyzszone po-
winowactwo do wigzania z kinazg ROCK2 obecng w cen-
trosomach, co prowadzi do jej aktywacji [73]. Skutkiem
fosforylacji nukleofozminy jest takze jej usuniecie z cen-
trosomu, umozliwiajace rozpoczecie formowania procen-
trioli [93]. Ponowna relokacja NPM/B23 do centrosomu
nastepuje w trakcie mitozy [113]. Innymi substratami dla
kompleksu Cdk2/cyklina E sg biatka CEP110 i kinaza MPS1.
Kinaza ta odgrywa role w duplikacji centrosoméw, punkcie
kontrolnym wrzeciona oraz jest biatkiem regulatorowym
kinazy Aurory A, bioracej udziat w pézniejszej fazie cyklu
powielania centrosoméw [30]. Inicjacja powstawania pro-
centrioli u kregowcédw wymaga takze obecnosci i enzy-
matycznej aktywnosci kinazy PLK4, ktéra w centrosomie
bezposrednio oddziatuje z biatkiem CEP152 [43]. Biatko to
tworzy rusztowanie dla kinazy i jest konieczne do rekruta-
¢ji tego enzymu do centrosomu. Redukcja poziomu CEP152
prowadzi do zaburzen procesu duplikacji centrioli i two-
rzenia jednobiegunowego wrzeciona podziatowego. W for-
mowaniu centrioli bierze réwniez udziat biatko SIL/STIL.
Jest ono niezbedne do rekrutacji konserwowanego biatka
budujacego rdzeti struktury ,kota wozu” hSAS-6 do cen-
trioli, z ktérym formuje kompleks oraz bezposrednio od-
dziatuje réwniez z innym centrosomalnym biatkiem CPAP
[108,116]. Nadekspresja SIL/STIL prowadzi do formowania
wielu centrioli wokét centrioli matczynej [108,116].
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0d chwili powstania procentriole wydtuzaja sie i osiagaja
rozmiar zblizony do centrioli matczynej w koticowej fazie G2
lub w fazie M, w zaleznoéci od typu komdrek [105]. Elongacja
nowo powstajacej centrioli wymaga obecnosci kolejnych bia-
tek, wspomnianego wcze$niej CPAP oraz CP1101CEP97, ktd-
rych zadaniem jest przede wszystkim kontrola formowania
i stabilizacja nowo powstajacych mikrotubuli procentrioli.
Nadekspresja biatka CPAP w komérkach prowadzi do formo-
wania znacznie wydtuzonych centrioli, a takze powstawania
wiekszej, nieprawidtowej liczby procentrioli [61]. Funkcja
CP1101 partnerskiego CEP97 jest okrywanie rosnacych cen-
trioli i prawdopodobnie ograniczanie ich wydtuzania. Biatko
CEP97 jest odpowiedzialne za rekrutacje CEP110 do cen-
trosomu, a jego brak w komérce prowadzi do nieobecnodci
CEP110 w centrosomie oraz defektéw wrzeciona. W trakcie
trwania fazy G2 oprécz elongacji centrioli nastepuje takze
dojrzewanie catego centrosomu przez rekrutacje czynni-
kéw niezbednych do formowania PCM i mikrotubuli, do kté-
rych naleza miedzy innymi pericentryna, CEP192, Cep215/
CDK5RAP2, tubulina y [12]. Ogromne znaczenie w procesie
dojrzewania centrosomu i akumulacji PCM w péZnej fazie
G2 odgrywajg kinazy PLK1 i Aurora A. Pelnia one réwniez
wazna role w aktywacji czynnikéw odpowiedzialnych za
wejscie komdrki w faze podziatowa. PLK1 fosforyluje cykline
B, aktywujac kompleks CDK1/cyklina B1, ktéry jest bezpo-
$rednim czynnikiem umozliwiajacym rozpoczecie mitozy.
Aurora A jest natomiast odpowiedzialna miedzy innymi za
fosforylacje fosfatazy CDC25B, ktdrej dziatanie jest konieczne
do aktywacji kinaz zaleznych od cyklin i umozliwia wejscie
komérki w faze M [90].

Rozpoczecie fazy podziatowej cyklu komérkowego jest
poprzedzone utratg drugiego typu potaczenia wystepuja-
cego pomiedzy proksymalnymi cze$ciami centrioli mat-
czynych [74]. Czynnikami zwigzanymi z funkcjonowa-
niem tego polgczenia sa: biatko zakotwiczajgce C-Nap 1,
fibrylarny sktadnik rutletyna (rootletin) oraz biatka CEP68
i CEP215/CDK5RAP?2 [6,37,78]. Utrata tego potgczenia na-
stepuje w koricowej fazie G2, co jest zwiazane z fosforylacja
C-Nap loraz rutletyny przez kinaze NEK2A. Fosforylacja
biatek tgcznikowych inicjuje ich usuniecie z centrosoméw
i catkowita utrate potgczenia pomiedzy centrosomami
[6,74]. Czasowa nadekspresja aktywnosci kinazy NEK2A lub
wylgczenie funkeji C-Nap 1 prowadzi do przedwczesnego
rozdziatu centrioli [78]. Wyciszenie aktywnosci rutletyny
przez siRNA skutkuje natomiast rozpadem centrosomu,
co potwierdza udziat tego biatka w kohezji centrioli przed
mitozg [6]. Przedwczesna separacja centrosoméw nastepu-
je réwniez po zniesieniu przez siRNA funkgji biatek CEP68
i CEP215/CDK5RAP2 [37]. Utrata potaczenia pomiedzy
centriolami skutkuje ich separacja i utworzeniem dwéch
oddzielnych centrosoméw odsuwajacych sie do przeciw-
legtych biegunéw komdérki. Nastepnie kazdy z nich uczest-
niczy w formowaniu bieguna wrzeciona mitotycznego. Po
zakoriczeniu mitozy i cytokinezy komérki potomne otrzy-
mujg po jednym centrosomie, zamykajac cykl podziatowy
tego organellum [11,74].

Proces podziatu centrosoméw jest $cisle zsynchronizo-
wany z cyklem replikacji DNA. Obydwa cykle sg inicjo-

wane w podobnym czasie i regulowane przez te same
kompleksy biatek, do ktérych zalicza sie miedzy innymi
CDK2 i cykline A/E. Obydwa procesy wymagajq takze pro-
teolizy materiatu kohezyjnego w celu separacji podjedno-
stek (rozdzielenie centrioli matczynych i chromatyd sio-
strzanych) i sg procesami semikonserwatywnymi. Innym
waznym czynnikiem synchronizujgcym proces replikacji
DNA i duplikacji centrosoméw jest biatko retinoblastoma.
Ulega ono fosforylacji, co prowadzi do aktywacji kinazy
CDK2, uwolnienia czynnika transkrypcyjnego E2F i umoz-
liwia wejécie komdrki w faze S cyklu komérkowego [81].
Zaburzenia mechanizméw kontrolujgcych duplikacje cen-
trosomdw i ich liczbe w komérce oraz brak koordynacji
pomiedzy cyklem centrosoméw i replikacji DNA moze
prowadzi¢ do niestabilno$ci chromosomalnej, ktéra jest
cecha wielu komérek nowotworowych.

REGULATORY LICZBY CENTROSOMOW I ICH ZWIAZEK Z KANCEROGENEZA

Amplifikacja centrosoméw jest jednym z najczestszych
zaburzen tych organelli obecnym w guzach litych u ludzi.
Obserwowana jest miedzy innymi w nowotworach: piersi,
jajnikdw, ptuc, mézgu, okreznicy, watroby, trzustki, jader,
szyjki macicy, woreczka zdétciowego i drég zdtciowych,
stercza, kory nadnerczy, glowy i szyi, pecherza, odbytu
oraz wystepuje w bialaczkach, chtoniakach i kostniako-
miesakach. Pomimo ze zaburzenia centrosoméw sa po-
wszechnym zjawiskiem w komérkach nowotworowych,
wiedza na temat molekularnych mechanizméw prowa-
dzacych do tego zjawiska i ich zwigzkiem z nowotwo-
rzeniem jest niewielka. Wiadomo, Ze cze$¢ biatek kodo-
wanych przez geny, ktérych mutacje czesto obserwuje
sie w komdrkach nowotworowych, bierze réwniez udziat
w regulacji procesu podzialowego centrosomdw, utrzy-
mywaniu ich prawidtowej liczby oraz jest zwiazana z od-
powiedzig komdrki na obecno$é uszkodzeri DNA.

Kinazy w zaburzeniach centrosoméw

Wydaje sie, ze CDK2 jako jedyna z kinaz zaleznych od
cyklin odpowiada za koordynacje cyklu komérkowego
i cyklu podziatowego centrosomdéw oraz regulacje innych
czynnikéw wplywajgcych na proces duplikacji tego or-
ganellum. CDK2 wraz z cykling E i cykling A jest czynni-
kiem inicjujacym jednoczesne rozpoczecie syntezy DNA
i procesu formowania nowych centrioli oraz warunkuje
przej$cie komérki poprzez faze S [77,81]. Brak aktywno-
$ci tej kinazy catkowicie hamuje duplikacje centrosomdw,
natomiast nadekspresja cykliny E skutkuje aktywacja jej
kompleksu z kinaza CDK2, co indukuje duplikacje centro-
soméw w bardzo wczesnej fazie G1 [77,86] (informacje
podsumowujace znaczenie biatek w regulacji struktury
i liczby centrosoméw oraz ich zwiazek z kancerogeneza
znajdujg sie w tabeli 1).

Kinaza CDK2 fosforyluje takze wiele biatek centrosomal-
nych, ktérych modyfikacje warunkuja prawidtowy prze-
bieg cyklu podziatowego centrosomdw, jak réwniez mo-
dyfikuje aktywno$¢ innych kinaz zwigzanych z regulacja
tego cyklu. CDK2 wraz z cykling E wydaja sie odgrywaé

1059



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2014; tom 68: 1050-1068

Tabela1. Biatka, ktdrych dysfunkcje prowadza do zaburzen i nieprawidtowej duplikacji centrosoméw oraz nowotworéw

BIALKO FUNKCJA ZABURZENIE SKUTEK CENTROSOMY/NOWOTWORY PISM.
Cykl podziatowy centrosoméw
kinaza niezbedna do przejscia fazy G1/S cyklu brak aktywnosci zahamowanie cyklu duplikacji centrosoméw [13,77,81,86]
komérkowego i rozpoczecia cyklu podziatowego nadekspresja (facznie z cykling E) przedwczesna indukgja cyklu centrosoméw
(DK2 . e L
centrosomow, fosforyluje biatka centrosomalne na poczatku fazy G1; rak jelita grubego,
iinne kinazy requlujace cykl centrosoméw przerzuty do weztéw chtonnych
fosfoproteina regulujaca cykl duplikagji centrosoméw brak lub modyfikacje biatka zahamowanie cyklu duplikacji centrosoméw [93,111]
NPM/B2 poprzez wptyw na formowanie procentrioli uniemozliwiajace jego fosforylacje
(nukleo- i oddziatywanie z kinazami ROCK2 i Aurora A
fozmina) nadekspresja rak zotadka, okreznicy, jajnika, stercza [41,119]
translokacje biataczki (AML, APL), chtoniaki
kinaza najprawdopodobniej synchronizujaca brak obecnosci opdznienie rozpoczecia cyklu centrosomow [73]
ROCK2 inicjacje cyklu podziatowego centrosomow rak jelita grubego, pecherza, piersi,
zrozpoczeciem cyklu komdrkowego nadekspresja watrobowokomdrkowy [84]
kinaza wystepujaca w centrosomach, zwigzana zwigkszona ilo$¢ w centrosomie nadmierna duplikacja centrosoméw w liniach [26,54]
MPS1 z punktem kontrolnym wrzeciona podziatowego zwigzana z zaburzeniami komdrkowych raka piersi i kostniakomiesaka
degradacji kinazy
kinaza inicjujaca powstawanie procentrioli, nadekspresja nadmierna liczba procentrioli [58]
bezposrednio oddziatujaca z rekrutujacym biatkiem
centrosomalnym CEP152 brak aktywnosci brak duplikagji centrosoméw [43]
PLK4 L I )
heterozygotycznos¢ amplifikacja centrosomow; nowotwory watroby [60]
i ptuc oraz zwiekszona zachorowalnos¢ na [99]
chtoniaki i miesaki (przy braku p53)
kinaza odgrywajaca ogromna role podczas mitozy nadekspresja, zwiekszona nadliczbowe centrosomy, wielobiegunowe [42,80,90,107]
w procesie segregacji chromosomow i cytokinezie, aktywnos¢ wrzeciona podziatowe; nowotwory piersi,
Aurora A X L
wystepujaca w centrosomach od poczatku cyklu jajnika, przetyku
duplikadji tych organelli do korica mitozy
kinaza odpowiedzialna za dojrzewanie centrosomow, nadekspresja nadliczhowe centrosomy; nowotwory glowy, [47,59,80,101]
PLK1 petnigca takze wiele innych funkcji podczas fazy M cyklu szyi, ptuc, jelita grubego, zotadka, piersi,
komérkowego jajnika, stercza
biatko obecne w centrosomach i prawdopodobnie brak obecnosci, nadliczhowe centrosomy; [31,109]
requlujace cykl podziatowy centrosoméw, czynnik mutagje nowotwory stercza, piersi, ptaskonabtonkowy
53 transkrypcyjny aktywowany przez wiele czynnikéw rak glowy i szyi
P stresowych, requlujacy ekspresje gendw zwiazanych
z zatrzymaniem cyklu komdrkowego, apoptoza,
starzeniem i aktywagja szlakow naprawy DNA
Odpowiedz komérki na uszkodzenia DNA
biatko obecne w centrosomach, odpowiedzialne za zaburzenia nadliczhowe centrosomy [52,104]
ubikwitynacje tubuliny y i prawdopodobnie za parowanie ubikwitynacji tubuliny y
BRCA1 AT R . L, . . Lo
centrioli, udziat w naprawie podwdjnych peknie¢ DNA mutagje nadliczbowe centrosomy; rak piersi,
w procesie HR jajnika, stercza [102]
biatko obecne w centrosomach, mutacje strukturalnie nieprawidtowe centrosomy, [39,73,87,94]
bezposrednio oddziatujace aneuploidia, zaburzenia regulacji cyklu
BRCA2 z biatkami centrosomalnymi: nukleofozmina, centrosomow (poprzez oddziatywanie
ROCK2 oraz tubuling y, udziat w naprawie podwéjnych znukleofozming i kinaza ROCK2);
peknie¢ DNA w procesie HR rak piersi, jajnika, stercza
rekombinaza DNA obecna w centrosomach, razem z BRCA2 brak obecnosci amplifikacja i fragmentacja centrosomow, [10,14,22,48]
RAD51 oddziatuje z tubuling y, buduje nukleofilament i bierze aneuploidia; nowotwory piersi
udziat w naprawie podwajnych peknie¢ DNA w procesie HR
RAD51C, paralogi RAD51 obecne w centrosomach, biorg udziat obnizona ekspresja lub brak amplifikacja i fragmentacja centrosomow; [19,35,40,98,103]
RAD51D, w naprawie podwéjnych peknie¢ DNA w procesie HR, obecnosci nowotwory piersi, jajnika
XRCC2, buduja nukleofilament razem z RAD51
XRCG3
biatko obecne w centrosomach katalizujace reakcje brak aktywnosci amplifikacja centrosomow [53,83,92]
PARPT poli(ADP-rybozyl)acji biatek centrosomalnych

i jadrowych, bierze udziat w regulacji cyklu podziatowego
centrosomow, zaangazowane w naprawe uszkodzeri DNA

obnizona ekspresja

linie komérkowe raka zotadka, okreznicy
oraz niektérych nowotworéw piersi

AML - ostra biataczka limfoblastyczna (acute myeloid leukaemia); APL - ostra biataczka promielocytowa (acute promyelocytic leukaemia); HR - rekombinacja
homologiczna (homologous recombination)
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znaczaca role np. w rozwoju raka jelita grubego, a komdr-
ki tego nowotworu wykazujg podwyzszony poziom kina-
zy [13]. Nadekspresja CDK2 jest zwiazana z przerzutami
do weztéw chtonnych, a jednoczesny wysoki poziom tej
kinazy i cykliny E promuje progresje wczesnych stadiéw
raka [68].

Jednym z biatek podlegajacych potranslacyjnej modyfi-
kacji przez kompleks CDK2/cyklina E jest nukleofozmina
(NPM/B23), ktéra po fosforylacji Thr199 opuszcza centro-
som, co umozliwia rozpoczecie procesu syntezy procen-
trioli [93,111]. Inhibicja nukleofozminy w komérkach ssa-
kéw przez przeciwciata lub ekspresja zmienionego biatka
niepodlegajacego fosforylacji hamuje duplikacje centro-
soméw w bardzo wczesnej fazie [111]. Nukleofozmina
najprawdopodobniej reguluje duplikacje centrosomdéw
poprzez swoja obecno$¢ w centrosomie, co zapobiega
formowaniu nowej centrioli. Jest ona fosfoproteing od-
dzialujacg z wieloma biatkami i zaangazowana w rézne
procesy w komérce. Oprécz udziatu w regulacji duplika-
cji centrosomdéw wiaze sie miedzy innymi z biogeneza
rybosoméw, duplikacja DNA, moze réwniez regulowaé
aktywno$¢ innych biatek, np. p53 i ROCK2, przez ich bez-
posrednie wigzanie [118]. Ostatnie badania wykazaty tak-
ze, iz nukleofozmina to silny aktywator kinazy Aurory
Aw centrosomie, ktdra jest waznym czynnikiem reguluja-
cym przebieg cyklu podzialowego centrosomdéw. Mutacje
w genie kodujgcym NPM/B23 sg obecne w wielu ludzkich
nowotworach, co prowadzi do nadekspresji, zmiany struk-
tury lub catkowitego braku tego biatka [41]. Nadekspresje
nukleofozminy obserwuje sie np. w raku zotadka, jajnika,
stercza i raku okreznicy, co prowadzi do hamowania pro-
cesu starzenia sie tych komdrek zwigzanego z aktywacja
biatka p53 [41,119].

Biatko ROCK?2, ktérego aktywno$¢ wzrasta po wigzaniu
do ufosforylowanej nukleofozminy, to kolejny czynnik
wplywajacy na cykl podziatlowy centrosoméw posred-
nio zwigzany z aktywno$cig CDK2. ROCK2 jest seryno-
wo/treoninowg kinazg kontrolowana przez mate GTP-azy
Rho (rodzina enzyméw pelnigcych role molekularnych
przetacznikéw kontrolujacych wiele $ciezek przekazywa-
nia sygnatu w komérkach eukariotycznych) i wraz z in-
nym czlonkiem tej rodziny, kinaza ROCK1, jest zwigzana
z funkcjonowaniem cytoszkieletu aktynowego. Ekspre-
sja aktywnej postaci enzymu ROCK2 promuje duplikacje
centrosoméw, natomiast brak tej kinazy opéznia rozpo-
czecie cyklu podziatowego centrosoméw [73]. Najpraw-
dopodobniej jest wiec niezbedna do synchronizacji czasu
inicjacji procesu duplikacji centrosoméw z cyklem ko-
mérkowym. Opdznienie przebiegu cyklu centrosoméw,
wynikajace z braku aktywnosci tej kinazy sugeruje, ze
funkcje tego biatka musza by¢ czesciowo kompensowa-
ne przez inny czynnik, najprawdopodobniej nalezgca do
tej samej rodziny kinaze ROCK1. Wystepuje ona réwniez
w centrosomach i ma taka sama swoisto$¢ substratowa jak
ROCK2 [29]. Mutacje w genie kodujagcym ROCK2 stwier-
dzono w raku zotadka i czerniaku, a podwyzszony poziom
tego biatka odnaleziono w nowotworach jelita grubego,
pecherza, piersi i raku watrobowokomérkowym [84].

Kolejnym biatkiem podlegajacym regulacji poprzez CDK2
jest kinaza MPS1, ktérej funkcja zwigzana jest przede
wszystkim z punktem kontrolnym wrzeciona podziato-
wego. Zaburzenia jej aktywnosci prowadza do fenotypu
komérek, charakteryzujacego sie wystepowaniem niepra-
widtowo$ci mitotycznych i zaburzeniami duplikacji cen-
trosoméw [26]. Nadmierna duplikacja centrosoméw wiaze
sie z koncentracja tego biatka w centrosomie i wynika
z nieprawidlowego dziatania mechanizméw kierujacych
te kinaze do proteolitycznej degradacji. Zaburzenia tych
proceséw sa obserwowane w réznych liniach nowotwo-
rowych, np. raka piersi i kostniakomiesaka [54].

Inng kinaza zwigzang z cyklem podziatlowym centroso-
méw jest kinaza PLK4. Nadekspresja tego enzymu pro-
wadzi do amplifikacji centrosoméw przez formowanie
nadmiernej liczby procentrioli przylegajacych do kazdej
z centriol matczynych [58]. Brak aktywnosci tego enzymu
uniemozliwia natomiast duplikacje centrioli i prowadzi
do zaburzed mitozy [43]. Poziom PLK4 w komdrce jest
$cisle zwigzany z aktywnos$cig SCF™ ligazy ubikwityny
(SCFslimb ubiquitin ligase), kierujacej te kinaze na droge
proteolitycznej degradacji, a jej nadekspresja jest zwia-
zana z nowotworami [16]. Brak jednego funkcjonalnego
allela genu Plk4”- u myszy prowadzi do zaburzen zwia-
zanych z amplifikacja centrosomdw, obecnoscia wielo-
biegunowych wrzecion oraz nieprawidtowej cytokine-
zy, ktérej skutkiem jest poliploidalny kariotyp [60,99]. In
vivo heterozygotyczno$¢ tego genu jest zwigzana z okoto
15-krotnym wzrostem zachorowan na nowotwory wa-
troby i ptuc u myszy [60]. Fenotyp ten jest jeszcze bar-
dziej zarysowany przy jednoczesnym braku aktywnosci
biatka p53 (Plk4/p537"), skutkujacej znacznie zwiekszona
zachorowalno$cig na chtoniaki i miesaki w poréwnaniu
z myszami o genotypie Plk47*p537- [99].

Kolejna kinaza powigzana z amplifikacja centrosoméw to
Aurora A nalezaca do rodziny serynowo/treoninowych ki-
naz, ktérych gtéwna aktywno$é wiaze sie z metabolizmem
centrosoméw i chromosoméw podczas mitozy. Kinaza ta
jest umiejscowiona w centrosomie od chwili rozpoczecia
duplikacji centrosoméw do korica mitozy, a jej zaburze-
nia odnaleziono w wielu nowotworach (przeglad udziatu
Aurory A w kancerogenezie [72,90]). W niektdrych ty-
pach raka zaburzenia te dotycza znacznej cze$ci wszyst-
kich przebadanych zmian i przyktadowo nadekspresje
tej kinazy wykazuje 94% rakéw przewodowych, powy-
zej 70% nowotwordw przetyku i 57% nowotwordw jaj-
nikéw, w ktérych zaburzenia Aurory A sa obserwowane
juz w bardzo wczesnych zmianach [42,107]. Gen Aurory
A jest umiejscowiony w chromosomie 20q13, we frag-
mencie, ktéry czesto podlega amplifikacji w réznego typu
nowotworach. Nadekspresja tego enzymu moze wynika¢é
z amplifikacji wspomnianego fragmentu chromosomu,
zwiekszonej aktywacji transkrypcji genu lub zahamowa-
nia degradacji tego biatka [72]. Nadmierna aktywnosé
Aurory A jest zwigzana z charakterystycznym fenotypem
komdrek, ktéry cechuje miedzy innymi obecno$é nad-
liczbowych centrosoméw i wielobiegunowych wrzecion
podziatowych, wielojadrowo$¢, aneuploidia, zaburzenia
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punktéw kontrolnych cyklu komérkowego oraz zahamo-
wanie apoptozy [80,90]. Obnizenie aktywno$ci Aurory
A skutkuje natomiast formowaniem jednobiegunowego
wrzeciona, co bezposrednio wskazuje na udziat tego en-
zymu w procesie separacji i duplikacji centrosoméw. Au-
rora A fosforyluje miedzy innymi biatko p53, co prowadzi
do jego ubikwitynacji przez MDM2/HDM2 i degradacji
poprzez proteolize, hamuje réwniez jego funkcje trans-
krypcyjne poprzez zniesienie wigzania biatka p53 do DNA.
Wyciszenie Aurory A obniza fosforylacje p53, a to zwiek-
sza stabilno$¢ tego biatka i zatrzymuje cykl komérkowy
w fazie G2/M. Nadekspresja kinazy prowadzi natomiast
do zwiekszonej degradacji tego biatka, ktérej skutkiem
jest zaburzenie punktu kontrolnego i transformacja no-
wotworowa komdrek.

Nadekspresja kolejnej kinazy PLK1, podobnie jak w przy-
padku Aurory A, prowadzi do powstawania wielojadro-
wych komérek i wzrostu liczby centrosomdéw. Dodatkowo
akumulacja nadliczbowych centrosoméw w komdrkach
jest potegowana poprzez brak biatka p53, dlatego wyda-
je sie, ze zrédlem nieprawidtowej liczby centrosoméw
moga by¢ zaburzenia podziatéw komdrkowych, szczegél-
nie w przypadku nieobecnosci funkcjonalnego p53 [80].
PLK1 to konserwowana kinaza serynowo-treoninowa, kt6-
rej aktywno$¢ jest niezbedna do prawidlowego przejécia
komérki przez faze M cyklu komdrkowego. Umozliwia
ona miedzy innymi wej$cie komérki w faze podziatowa
(poprzez aktywacje fosforylacji fosfatazy CDC25), formo-
wanie wrzeciona, segregacje chromosomdw i cytokineze.
Nadekspresja tej kinazy jest obserwowana w wielu nowo-
tworach, np. glowy, szyi, ptuc, jelita grubego i zotadka,
a wysoki poziom transkryptu PLK1 wykazuje okoto 80%
nowotwordw piersi, jajnikéw i stercza [47,59,101].

Biatko p53 w amplifikacji centrosoméw

Komérki pozbawione funkcjonalnego biatka p53 charak-
teryzuje wystepowanie nadliczbowych centrosoméw, co
sugeruje jego udzial w regulacji cyklu podziatowego tych
organelli [31]. Biatko to jest réwniez obecne w centroso-
mach, ale funkcjonalne znaczenie tej lokalizacji ciggle
pozostaje niejasne. Wydaje sie jednak, ze jego fizyczna
obecno$é w tych organellach oraz transaktywacyjna funk-
cja p53 sa wazne dla kontroli cyklu duplikacji centroso-
méw. W réznych typach nowotwordw, np. stercza, piersi
oraz ptaskonabtonkowym raku glowy i szyi, obserwuje sie
$cistg zalezno$¢ pomiedzy nadliczbowymi centrosomami
i mutacjami p53 [109]. Zmiany w tym genie wystepuja
w wiecej niz potowie wszystkich ludzkich nowotworéw,
korelujg z aneuploidig oraz prowadza do niestabilno$ci
chromosomalnej [31,34]. W modelowych liniach komdr-
kowych obecno$¢ tylko jednego zmutowanego allela genu
p53 jest zwigzana z wczesnym pojawieniem sie zaburzen
liczby chromosoméw, a u heterozygotycznych myszy pro-
wadzi do zwiekszonej kancerogenezy [45].

W komdrece biatko p53 jest zaangazowane w kontrole prze-
biegu wielu proceséw. Jako czynnik transkrypcyjny re-
guluje odpowiedz komérki na réznego rodzaju czynniki

poprzez aktywacje wielu proceséw, do ktérych nalezy
autofagia, apoptoza, reperacja uszkodzeri DNA, starze-
nie sie lub zatrzymanie cyklu komdrkowego (w punktach
kontrolnych cyklu G1/S i G2/M), co wiaze sie z utrzy-
mywaniem integralno$ci genomu. W komdrkach nieek-
sponowanych na zaden czynnik stresowy poziom biatka
p53 jest niski, natomiast stres genotoksyczny wywotuje
serie potranslacyjnych modyfikacji tego biatka, co skut-
kuje jego stabilizacja, jadrowa akumulacja i biochemiczng
aktywacja [82]. Nawet podczas optymalnych warunkéw
wzrostu komdérki sa poddawane zaréwno wewnetrznym,
jak i zewnetrznym czynnikom stresowym, co prowadzi
do czasowego zatrzymania cyklu, niezaleznie od statusu
p53. W komérkach pozbawionych funkcjonalnego p53
nastepuje reduplikacja centrosoméw [30]. Powrdt takich
komérek do prawidtowego przebiegu cyklu komérkowego
i ich przejscie przez faze podziatowa wiaze sie z wadli-
wa mitoza i bledna segregacja chromosoméw, wynika-
jaca z nieprawidlowej liczby centrosoméw. Dodatkowym
czynnikiem prowadzacym do obecnosci nadliczbowych
centrosoméw i CIN w komérkach pozbawionych biatka
p53 jest réwniez nadekspresja cykliny E, ktdra jest cze-
sto obserwowana w réznego typu nowotworach, np. raku
piersi, ptuc, macicy [49].

Dziatanie p53 jako czynnika kontrolujacego cykl podzia-
towy centrosoméw zalezy réwniez od funkcjonowania
biatek oddziatujacych z p53, np. biatka p21 (gtéwne-
go produktu transaktywacyjnego, bedacego efektoro-
wym biatkiem p53), MDM2/HDM2 i MDMX/MDM4 oraz
GADD25, regulujacego dziatanie biatka MDM2/HDM?2
[75,88]. MDM2/HDM2 razem z MDMX/MDM4 nalezg do
negatywnych regulatoréw p53 i wptywaja na obnizenie
transkrypcyjnej aktywnosci tego biatka [75]. MDM2/
HDM2 majace aktywno$¢ ligazy ubikwityny jest odpo-
wiedzialne za ubikwitynacje i proteolityczna degradacje
p53, MDMX/MDM4 natomiast stabilizuje MDM2/HDM2
[82]. Amplifikacja MDM2/HDM2 i MDMX/MDMA4 jest obser-
wowana w wielu nowotworach o réznym pochodzeniu,
miedzy innymi raku ptuca i Zotadka, a nadekspresje biatka
MDMX/MDM4 odnaleziono w nowotworach piersi, jelita
grubego i retinoblastomie [112].

W prawidtowych komérkach poddanych dziataniu stresu
fizjologicznego lub $rodowiskowego biatko p53 jest sta-
bilizowane i nie podlega proteolizie inicjowanej przez
MDM2/HDM2. Skutkuje to zwiekszong ekspresja biat-
ka p21, blokujgcego inicjacje reduplikacji centrosoméw
przez inhibicje komplekséw CDK2 z cykling E. Réwniez
podczas niezaktéconego przebiegu cyklu komérkowego
biatko p21 podlega ekspresji na poziomie podstawowym
w sposéb zalezny od p53, co zapobiega przedwczesnej
aktywacji CDK2/cykliny E. Wiazanie biatka p21 do kom-
plekséw CDK2 hamuje réwniez fosforylacje biatka retino-
blastomy (RB), procesu ktéry jest niezbedny do oddyso-
cjowania czynnika transkrypcyjnego E2F (znajdujacego
sie przed fosforylacja w kompleksie z biatkiem RB) i pro-
gresji cyklu komérkowego z fazy G1 do S. Dodatkowy efekt
oddziatywania biatka p21 na cykl komérkowy dotyczy
réwniez hamowania PCNA i cykliny B1 oraz degradowania
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biatka retinoblastomy, niezaleznie od oddzialywania na
funkcje komplekséw cyklina/CDK, czego rezultatem jest
aktywacja punktéw kontrolnych G1/S i S. Zablokowanie
ekspresji p21 prowadzi do formowania nadmiernej liczby
centrioli, co moze powodowad niestabilno$¢ genomu [23].
W komérkach bez obecnosci p53 nie zostajg uruchomione
procesy prowadzace do ekspresji biatka p21, w wyniku
czego nastepuje aktywacja CDK2 i w konsekwencji redu-
plikacja centrosoméw [29].

Biatka odpowiedzi komérkowej na uszkodzenia
DNA i zaburzenia centrosoméw

Czynnikami wplywajacymi na regulacje liczby centroso-
méw sg réwniez biatka odpowiedzi komérkowej na obec-
no$¢ uszkodzeri DNA, zaangazowane w naprawe uszko-
dzeti DNA i/lub aktywacje punktéw kontrolnych cyklu
komérkowego. Nalezg do nich miedzy innymi BRCA1/2,
NBS1, kinazy ATM i ATR oraz polimeraza 1 poli(ADP-ry-
bozy) (PARP1). Nieprawidtowa liczba centrosomdw jest
czesto obserwowana w komdérkach eksponowanych na
czynniki uszkadzajace DNA oraz wiaze sie z mutacjami
gendéw kodujacych biatka naprawy DNA [22], jednak me-
chanizmy prowadzace do tego zjawiska sg wcigz mato
poznane.

Wiele biatek, ktérych dysfunkcje zaburzaja centrosomy
nalezy do systemu rekombinacji homologicznej (HR), od-
powiedzialnego w komérkach ssakéw za naprawe podwdj-
nych peknieé DNA (DSBs). BRCA1 i BRCA2 sg produktami
gendéw zwigzanych z rodzinng podatnoscig do zachoro-
wan na raka piersi/jajnikéw odgrywajacymi wazna role
w HR. Biatko BRCA2 bezposrednio wiaze sie z rekombinazg
RAD51, enzymem budujacym nukleofilament w jadrze ko-
moérkowym w miejscach obecnosci DSBs. Nukleofilament
jest ztozony z wielu monomerdw tego biatka i odpowiada
za poszukiwanie homologicznych sekwencji na nieuszko-
dzonej chromatydzie siostrzanej, stanowiacej matryce
reperacyjnej syntezy DNA. Prawidlowe tworzenie nukle-
ofilamentu biatek RAD51 zalezy od wigzania tego biatka
do BRCA2, ktére transportuje RAD51 do miejsc uszko-
dzeri DNA [20]. Formowanie tej struktury jest takze uwa-
runkowane obecnoscig BRCA1, ktére wspédtdziata w tym
procesie z BRCA2 za posrednictwem biatka tacznikowego
PALB2/FANCN oraz od obecno$ci pieciu paralogéw biatka
RAD51: RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2 i XRCC3 [106].

Biatka BRCA1/2 wykazujg zaréwno jadrows, jak i centro-
somalna lokalizacje. Obecno$¢ BRCA2 w centrosomach
stwierdzono podczas fazy S i wczesnej M, natomiast cen-
trosomalna lokalizacja BRCA1 jest przedmiotem dyskusji
[87]. Cze$¢é badath wykazata wystepowanie BRCA1 w tych
organellach podczas interfazy i mitozy, inne natomiast
zakwestionowaly jego obecno$¢ w centrosomach. Ostat-
nio udowodniono jednak, ze BRCA1 wystepuje w niezdu-
plikowanych centrosomach i jest zwigzane z centriola
matczyna, natomiast centriola pochodna uzyskuje to biat-
ko przed rozpoczeciem syntezy procentrioli [110]. Brak
funkcjonalnych biatek BRCA1/2 w komdrkach skutku-
je amplifikacja centrosoméw, ktérg w przypadku dys-

funkcji BRCA1 zaobserwowano np. w nowotworach piersi
[21,44,102].

Udzial BRCA1 w regulacji liczby centrosoméw moze by¢
najprawdopodobniej zwiazany z jego bezposrednim od-
dzialywaniem z wieloma biatkami regulujacymi proces
duplikacji centrosoméw, np. CDK2/cykling A, CDK2/cy-
kling E, GADD45, p21, p53 i RB [21], jak réwniez z oddzia-
tywaniem z tubuling y. BRCA1 w kompleksie z biatkiem
towarzyszacym BARD1 ubikwitynuje te tubuline, a eks-
presja zmienionej tubuliny y, ktéra nie podlega tej mo-
dyfikacji, prowadzi do amplifikacji centrosoméw [104].
Molekularny mechanizm kontrolowania liczby centroso-
mdéw z udziatem BRCA1 poprzez potranslacyjny mecha-
nizm modyfikacji biatek wymaga dalszych badan. Inng
prawdopodobna funkcja BRCA1 jest réwniez udziat w pa-
rowaniu centrioli i utrzymywaniu prawidtowej struktury
centrosomu [52].

Mechanizm kontroli liczby centrosoméw z udziatem
BRCA2 najprawdopodobniej jest zwigzany z biatkami cen-
trosomalnymi - nukleofozmina i kinazg ROCK2. W centro-
somach biatka te bezposrednio oddziatuja ze soba, wia-
7a sie réwniez z BRCA2, tworzgc trdjbiatkowy kompleks,
ktéry kontroluje liczbe centrosoméw oraz prawidlowy
podziat komérki [73]. Dysfunkcje BRCA2 prowadza do za-
burzed tych proceséw [118]. W centrosomach BRCA2 (po-
dobnie jak BRCA1) bezposrednio oddziatuje z tubuling y
i prawdopodobnie interakcja ta ma réwniez wpltyw na
regulacje liczby centrosoméw [87]. Komérki pozbawione
funkcjonalnego BRCA2 charakteryzuje spontaniczna aku-
mulacja strukturalnie nieprawidtowych chromosoméw,
a komdérki nowotworowe z mutacjami BRCA2 sg aneuplo-
idalne [39,94]. Zaburzenia funkcji BRCA2 prowadzg takze
do nieprawidtowej cytokinezy komdrek zwigzanej z orga-
nizacja miozyny Il podczas koricowej fazy tego procesu,
czego wynikiem jest obecno$¢ dwujadrowych komdrek
[44]. Powyzsze cechy fenotypowe zwigzane z zaburze-
niami funkcji BRCA2 sugeruja ogromne znaczenie tego
biatka w procesie kancerogenezy.

Z zaburzeniami centrosomdw jest réwniez zwigzane nie-
prawidlowe dziatanie innych biatek systemu HR. Ekspre-
sja dominujaco-negatywnego allelu RAD51 odpowiada za
fragmentacje centrosoméw i aneuploidie, a komérki po-
zbawione tego biatka charakteryzujg sie nadmierna ilo-
$cig centrosomdéw [10,22]. Zaburzenia centrosomdw i nie-
stabilno$é chromosomalna objawiajaca sie aneuploidia
oraz obecno$¢ nieprawidtowych wrzecion mitotycznych
zwigzana jest takze z obnizong ekspresjg lub nieobecno-
$cig paralogédw RAD51 [19,98]. Haploinsuficjencja RAD51B
oraz brak ekspresji Rad51D sa przyczynami fragmentacji
centrosoméw [19,103]. Komdrki pozbawione aktywnosci
Xrce2 i Xree3 réwniez charakteryzuje fragmentacja i/
lub amplifikacja tych organelli (szczegdlnie podczas mi-
tozy), a podwyzszona ich liczba wystepuje w komérkach
mutantéw Rad51C [40,98]. Biatka Xrcc2, Rad51C i Rad51
kolokalizuja ze soba w centrosomach, a ich obecnos$¢
w tych organellach jest obserwowana przez wiekszo$é
cyklu komérkowego. Dodatkowo biatko RAD51 ma taka
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samg lokalizacje w centrosomach jak BRCA2 i wspdlnie
oddziatuja z tubuling y [14]. Mutacje genéw kodujacych
biatko RAD51 i jego paralogi zostaly odnalezione u pacjen-
téw z rakiem piersi/jajnika, co wskazuje na ich zwigzek
z kancerogeneza, jednak doktadna ocena ich penetracji
wymaga dalszych badar [35,48].

0d dawna wiadomo, ze wiele czynnikéw uszkadzajacych
DNA, np. promieniowanie jonizujgce czy cytostatyki, jest
przyczyna formowania wielobiegunowych wrzecion mi-
totycznych oraz prowadzi do amplifikacji i fragmentacji
centrosoméw, zaréwno w komdrkach prawidtowych, jak
i nowotworowych. Uszkodzenia DNA sa przyczyng opdz-
nienia cyklu komdrkowego zwiazanego miedzy innymi
z aktywacja punktu kontrolnego G2/M, co zapobiega po-
dziatom komdérkowym w ich obecno$ci [27]. Aktywacja
punktu kontrolnego G2/M wiaze sie z udzialem seryno-
wo-treoninowych kinaz nalezacych do rodziny kinaz 3
fosfatydyloinozytolu (PI3K), ATM i ATR oraz przebiega
drogg niezalezng lub zalezna od biatka p53. Bez wzgledu
na udziat p53 obydwa mechanizmy wymagaja obecnos$ci
kinaz ATM i ATR, spetniajacych role sensoréw obecnosci
uszkodzeri DNA oraz koordynatordw $ciezki odpowiedzi
komérki na te uszkodzenia [30].

W $ciezce niezaleznej od p53 aktywacja tych kinaz pro-
wadzi do uruchomienia kaskady czynnikéw sygnalizacyj-
nych obejmujacych aktywacje kolejnych kinaz, do ktérych
nalezg CHK1 i CHK2 oraz inhibicje kinazy PLK1. Hamowa-
nie aktywnosci PLK1 przebiega przez defosforylacje tego
biatka w $ciezce zaleznej od aktywno$ci ATM i CHK1. In-
hibicja aktywnosci tego enzymu prowadzi do hamowania
fosfataz z rodziny CDC25, CDC25A, -B i -C, ktérych dzia-
tanie wiaze sie z defosforylacja CDK1 i przeksztalceniem
jej do aktywnej postaci. Kompleks CDK1/cykliny B jest
kluczowy dla rozpoczecia mitozy, a brak aktywnej formy
CDK1 prowadzi do zatrzymania komdérki w fazie G2 lub do
opdznienia rozpoczecia fazy podziatowej [27].

W aktywacji punktu kontrolnego G2/M zaleznego od p53
kinazy ATM lub ATR fosforyluja i stabilizuja p53. Fosfo-
rylacja dotyczy Ser 15 i 20 biatka p53, a odpowiedzig na
nig jest aktywacja genéw kodujacych biatka p21 i 14-3-3,
ktére hamuja kompleks CDK1/cykliny B i tym samym
uruchamiajg punkt kontrolny G2/M. Zatrzymanie komé-
rek w fazie G2 moze prowadzi¢ do desynchronizacji cyklu
komdrkowego i centrosomdw, co potencjalnie umozli-
wia reduplikacje centrosoméw prowadzacg do ich am-
plifikacji. Proces wymaga aktywno$ci CDK2 i zachodzi
w komérkach, w ktérych aktywacja punktu kontrolnego
G2/M przebiegata droga niezalezna od p53, poniewaz ki-
naza CDK2 jest efektywnie hamowana przez biatko p21.
Po uruchomieniu tego punktu kontrolnego przez me-
chanizm niezalezny od p53 w komdrkach wystepuje ak-
tywna postaé CDK2, ktéra moze inicjowal reduplikacje
centrosomdéw [29].

Kolejnym biatkiem, ktére bierze udziat w naprawie DNA
oraz wykazuje powiazanie z amplifikacja centrosoméw
jest polimeraza 1 poli(ADP-rybozy), ktéra w komérkach

ulega aktywacji i wigze sie do DNA w miejscach pojedyn-
czych i podwéjnych peknieé [83]. Komérki pozbawione
aktywnosci tego biatka maja zamplifikowane centrosomy,
dlatego przypuszcza sie, ze obserwowana w nich niesta-
bilno$¢ chromosomalna moze by¢ zwiazana z dysfunkcja
centrosoméw [53]. Poziom ekspresji PARP1 najprawdo-
podobniej wiaze sie z kancerogeneza, poniewaz obnizo-
ng ekspresje tego biatka obserwuje sie miedzy innymi
w liniach komérkowych raka zotadka i okreznicy oraz
w niektérych nowotworach piersi [83]. PARP1 wystepu-
je w centrosomach podczas catego cyklu komérkowego
i katalizuje reakcje poli(ADP-rybozyl)acji biatek centro-
somalnych [53]. Poniewaz takze inni cztonkowie rodziny
PARP, np. PARP3, PARP4 i PARP5 oraz réwniez poli(ADP-
-rybozyl)owane bialtka sg odnajdywane w réznych ele-
mentach aparatu mitotycznego, przypuszczalnie moga
wplywaé na regulacje prawidlowego rozdziatu chromo-
soméw w trakcie mitozy [83]. Mechanizm prowadzacy
do amplifikacji centrosoméw w przypadku braku funk-
cjonalnego PARP1 nie jest doktadnie poznany. Przypusz-
cza si¢ jednak, ze nieobecno$é tego enzymu, podobnie
do innych biatek zwigzanych z reperacja DNA, powoduje
akumulacje uszkodzonego DNA, wydtuzong aktywacje
punktéw kontrolnych i zatrzymanie cyklu komérkowego,
co umozliwia nadmierng amplifikacje centrosoméw [29].
Wystepowanie w centrosomach poli(ADP-rybozyl)owa-
nych biatek, np. p53 oraz poli(ADP-rybozo) glikohydro-
lazy, hydrolizujgcej taricuchy poli(ADP-rybozy) wskazuje,
ze metabolizm poli(ADP-rybozy) moze odgrywac znaczaca
role w regulacji progresji cyklu komérkowego i duplikacji
centrosomdw [53,92].

PERsPEKTYWY

Do tej pory wciaz nie jest oczywiste czy nieprawidtowe
centrosomy rzeczywiscie aktywnie uczestniczg w inicja-
cji i progresji nowotwordw, czy sg tylko po$rednim wy-
nikiem innych, niewtasciwie przebiegajacych proceséw
powiazanych z kancerogeneza. Zwigzek centrosoméw
z nowotworzeniem wydaje sie potwierdzaé obecno$é
nieprawidlowych centrosoméw we wczesnych zmianach
przednowotworowych oraz ich korelacja z aneuploidia
[96]. Nadliczbowe centrosomy niewatpliwie sprzyjaja
niestabilno$ci chromosomalnej, bedacej cecha charak-
terystyczna wiekszos$ci ludzkich nowotwordw i wykazu-
ja wspétzalezno$é ze stopniem zaawansowania nowo-
tworu [17,69]. Amplifikacja centrosoméw, powszechnie
wystepujgca w réznego rodzaju nowotworach u ludzi,
moze wynika¢ z zaburzeti kilku mechanizmdéw opisanych
w artykule. Wydaje sie jednak, ze mechanizmami najcze-
$ciej odpowiedzialnymi za nadmierna liczbe centroso-
mdéw w komérkach nowotworowych sg zaburzenia mitozy
i cytokinezy, nieprawidtowa ekspresja biatek centroso-
malnych oraz zaburzone procesy odpowiedzi komdrki na
wystepowanie uszkodzeri DNA [22,61,108,115,116]. Bardzo
wazne jest wiec szczegStowe poznanie mechanizmdéw oraz
regulacji proceséw, w ktdérych uczestnicza i ktérym pod-
legaja te organella. Ze wzgledu na czesto$é wystepowania
nieprawidtowych centrosoméw w komérkach nowotwo-
rowych niezwykle obiecujgca, w perspektywie kliniczne-
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go zastosowania, jest mozliwo$¢ wykorzystania ich jako
czynnika diagnostycznego i prognostycznego nowotwo-
réw, a takze kontrola i regulacja ich liczby w komérkach
majgca znaczenie lecznicze.

Potencjalne mozliwo$ci wykorzystania terapeutycznego
centrosomdéw zapoczatkowato wiele réznokierunkowych
i intensywnie prowadzonych badan skierowanych na wy-
korzystanie ich jako celu leczenia przeciwnowotworowe-
go. Strategie farmakologicznej interwencji moga dotyczy¢
zablokowania zjawiska grupowania centrosoméw, ktére
umozliwia komérkom majgcym nadliczbowe centrosomy
prawidlowy podziat dwubiegunowy [63,91]. Mechanizm
ten, pomimo czestej amplifikacji centrosoméw w komér-
kach nowotworowych, zapobiega ich zmasowanej $mierci
spowodowanej niesymetrycznymi podziatami. Identyfi-
kacja czynnikéw blokujacych to zjawisko i skonstruowa-
nie specyficznych lekéw przywracajacych wielobieguno-
we podziaty komérek, skutkujgce katastrofg mitotyczna,
moze by¢é droga selektywnego usuwania komérek no-
wotworowych z organizmu oraz stanowi¢ nietoksycz-
ng i celowang terapie przeciwnowotworowa. Obecnie sg
poszukiwane inhibitory czynnikéw odpowiedzialnych
za to zjawisko oraz jest analizowana mozliwo$¢ ich tera-
peutycznego wykorzystania [91]. Badania ostatnich lat,
wnoszgce duzo nowych informacji na temat regulacji cy-
klu podziatowego centrosoméw i proceséw zwigzanych
z tymi organellami, umozliwity takze wyodrebnienie ko-
lejnych celéw strategii leczniczych, do ktérych naleza
np. mikrotubule, bedace do tej pory jednym z najbardziej
zaawansowanych i odnoszacych sukcesy celem terapii
przeciwnowotworowych [50]. Intensywne badania doty-
czg réwniez regulacji aktywno$ci kinaz biatkowych, np.

PismienNIcTWO

CDK2,PLK1/4, Aurora A i NEK2A, ktére biorg udziat w réz-
nych etapach cyklu duplikacji centrosoméw, a zaburzenia
ich funkcji czesto prowadza do amplifikacji centrosoméw
[62,79]. Obecnie jest dostepnych wiele inhibitoréw ich
aktywno$ci, a wyniki badan uzyskane z ich udziatem sa
obiecujgce. Przeprowadzone in vitro hamowanie dziatania
np. CDK2 powoduje skuteczne zablokowanie nadmiernej
duplikacji centrosoméw i prowadzi do znacznej reduk-
cji komérek aneuploidalnych [62]. Obecnie testowanych
jest wiele inhibitoréw kinaz regulujacych cykl duplikacji
centrosoméw, ktérych ocena skutecznosci i mozliwos$é
zastosowania terapeutycznego znajduja sie w réznych fa-
zach badan, zaréwno przedklinicznych, jak i klinicznych
(przeglad [62,79]). Najbardziej zaawansowane badania do-
tycza zwigzkéw hamujacych aktywno$é kinaz, np. PLK1,
takich jak ON-01910 czy BI 2536, stosowanych odpowied-
nio u pacjentéw z przewlekla biataczka mielomonocytowa
(CMML) i rakiem stercza, znajdujgce sie na I11 i I etapie
badan klinicznych. W II fazie badat klinicznych znajduja
sie takze inhibitory aktywnos$ci Aurory A, np. MLN 8237,
podawane pacjentom z czerniakiem w 111 i IV stadium
zaawansowania choroby lub AT-9283, aplikowane cho-
rym w zaawansowanych i przerzutowych stadiach guzéw
litych oraz chtoniakéw (http://clinicaltrials.gov, [62]).

W tym kontekscie doktadne zrozumienie molekularnych
czynnikéw koordynujacych duplikacje i segregacje cen-
trosoméw, poznanie mechanizméw zaburzen centro-
somdéw w nowotworach oraz ich potencjalnego wspét-
dziatania moze sie przyczynié nie tylko do petniejszego
zrozumienia roli centrosoméw w kancerogenezie, ale tak-
ze by¢ podstawa rozwoju diagnostyki klinicznej i terapeu-
tycznych aplikacji zwiazanych z centrosomami.
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