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Stowa kluczowe:

Streszczenie

TGF-P jest biatkiem wielofunkcyjnym, ktére oddziatuje na wiele biatek uczestniczacych w regulacji
cyklu komorkowego, wptywajac w ten spos6b na wzrost i roznicowanie komérek. TGF-f3 wykazu-
je wlasciwosci stymulujace podzialty komérek mezenchymalnych lub hamujace podziaty komérko-
we, m.in. komorek epitelialnych, limfatycznych i hematopoetycznych, a takze komérek endotelial-
nych. TGF-f3 moze takze regulowaé wejscie komdrek na szlak apoptozy. TGF-3 odgrywa istotng
rolg w procesie angiogenezy, stymulowaniu syntezy bialek macierzy zewnatrzkomoérkowej, w tym
kolagenu typu I, w gojeniu si¢ ran i w procesach naprawczych. Dodatkowo TGF-f3 indukuje prze-
miane komérek epitelialnych w mezenchymalne. TGF-f przekazuje sygnaty za posrednictwem re-
ceptoréw — kinaz serynowo-treoninowych, ktére bezposrednio reguluja wewnatrzkomorkowy szlak
Smad. Biatka Smad stanowia unikalna rodzing czasteczek przewodzacych sygnat, ktére moga prze-
kazywac sygnatl bezposrednio z receptoréw znajdujacych si¢ na powierzchni komérki do jadra ko-
morkowego, gdzie reguluja transkrypcje poprzez oddziatywanie z biatkami wiazacymi si¢ z DNA,
a takze z transkrypcyjnymi koaktywatorami i korepresorami. Zaburzenia ekspresji TGF-[3 zanotowa-
no w wielu procesach chorobowych, w tym w nowotworach. Mutacje w genach TGF-J3, jego recep-
toréw lub czasteczek zaangazowanych w wewnatrzkomorkowe przekazywanie sygnatu za posrednic-
twem TGF-f réwniez odgrywaja istotna role w patogenezie choréb, zwlaszcza nowotworowych.
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Summary

TGFp is a multifunctional protein which affects many proteins taking part in cell cycle regulation
and, thanks to this, it influences cell growth and differentiation. TGF can stimulate the proliferation
of mesenchymal cells, but it can also act as a growth — inhibitory factor for epithelial, lymphatic, he-
matopoetic, and endothelial cells. TGFP may also regulate cell entry to the apoptosis pathway. TGF3
plays an important role in angiogenesis, the stimulation of extracellular matrix synthesis, including
colagen I, as well as in tissue repair and healing processes. Additionally, TGFp induces epithelial to
mesenchymal transition in epithelial cell phenotypes. TGFf transmits signals through transmem-
brane Ser—Thr kinase receptors that directly regulate the intracellular Smad pathway. Smad proteins
are a unique family of signal transduction molecules that can transmit signals directly from cell sur-
face receptors by interacting with DNA binding partners as well as with transcriptional coactivators
and corepressors. Abnormalities in TGF[} expression are very common in many disease processes
including tumors. Mutations in the genes for TGF, its receptors, or intracellular signaling molecu-
les associated with TGFp are also important in the pathogenesis of disease, particularly cancer.

transforming growth factor 3 * cell cycle regulation ¢ cell cycle arrest ¢ cyclin-dependent
kinase ¢ pRb * c-myc
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CDK - kinazy cyklinozalezne (cyclin - dependent kinases); TGF-P - transformujacy czynnik wzrostowy [3

(transforming growth factor [3); LAP - peptyd zwigzany z latencjq (latency associated peptide); LTBP - latentne
biatko wiazace TGF- (latent TGFB-binding protein); PCNA - jadrowy antygen komérek proliferujacych
(proliferating cell nuclear antigen); EMT - przemiana komarek epitelialnych w mezenchymalne (epithelial

to mesenchymal transition); ECM - macierz zewnatrzkomdrkowa (extracellular matrix); BMP - biatko
morfogenetyczne kosci (bone morphogenetic protein)

MECHANIZMY REGULACJI CYKLU KOMORKOWEGO

Homeostaza organizmu zalezy od réwnowagi pomigdzy ko-
moérkami dzielacymi si¢ i umierajacymi. Komérki dzielace
si¢ mitotycznie wchodzg ze stadium migdzypodziatowego
w faz¢ podziatu komorki, czyli mitozy (M). Po zakoricze-
niu mitozy komaérki moga ponownie wlaczy¢ si¢ w aktyw-
ny cykl komérkowy lub przejs¢ pod wptywem sygnatéw
hamujacych dalsze podziatly, do stadium spoczynkowego
(GO). Z kolei §mieré¢ komérek moze by¢, podobnie jak ich
podziatly, procesem aktywnym, charakteryzujacym si¢ in-
dukcja wielu gendw i sekwencja pewnych zdarzen bioche-
micznych i wtedy jest nazwana Smiercia fizjologiczna, pro-
gramowang lub apoptoza [12,24,51,87].

Prawidltowy cykl komérkowy u eukariontéw jest proce-
sem bardzo zlozonym, a w jego regulacji uczestniczy we-
wnetrzny mechanizm sktadajacy sig z trzech gtéwnych grup
biatek. Do tych grup zalicza si¢: kinazy biatkowe zalezne
od cyklin (cyclin — dependent kinases — CDK), ich endo-
genne regulatory nalezace do rodzin biatek INK4 (p16™-
K4A | p15INKIB 1 [@INKAC | p]9INK4D) § rodziny biatek CIP/KIP
(p21WAFL p27XIP2) oraz cykliny (A, B, C, D, E, H) (ryc. 1)
[12,24,33,69].

Mechanizmy regulujace podziaty mitotyczne sa wrazliwe na
sygnaly, jakie komérki otrzymuja ze Srodowiska oraz ze swo-
jego wnetrza. Sygnatami zewnatrzkomoérkowymi moga by¢
m.in. czynniki wzrostowe, hormony, cytokiny [1,88]. Z kolei
sygnatami wewnatrzkomoérkowymi moga by¢ np. uszkodze-
nia DNA wywolane promieniowaniem jonizujacym, ultra-
fioletowym, zwigzkami chemicznymi badZ innymi przyczy-
nami, ktére wywotuja tzw. stres komérkowy (cellular stress)
[41,75]. Dziatanie r6znych mitogenéw, np. czynnikéw wzro-
stowych na powierzchnig¢ komorki bedacej w aktywnym cyklu
komoérkowym oraz ich interakcja z odpowiednimi receptora-
mi, powoduje uruchomienie kaskady genetycznych i bioche-
micznych zdarzen, ktére prowadza do powstania dwoch po-
tomnych komérek [66,87,88]. Sygnat mitogenny niezaleznie
od szlaku przekazywania, musi by¢ przeniesiony do cytopla-
zmy, a nastepnie do jadra komérkowego. W jadrze komorko-
wym dochodzi do aktywacji swoistych czynnikéw transkryp-
cyjnych, ktdre z kolei aktywuja promotory genéw zwiazanych
z uruchomieniem cyklu komérkowego [66].

Zdarzenia zachodzace w kolejnych fazach niezaburzone-
go cyklu komérkowego sa zorganizowane w taki sposéb,
ze inicjacja kazdego etapu jest mozliwa dopiero po prawi-
dlowym zakoriczeniu etapu poprzedzajacego. Istotnym ele-
mentem regulacji tego mechanizmu jest obecnos¢ tzw. we-
wngtrznych punktéw kontrolnych (cell cycle checkpoints),
a ich przejscie komorka realizuje poprzez ekspresje swo-
istych genéw [12,24,33]. Szczegblne znaczenie ma prawi-
dtowa regulacja cyklu komérkowego na granicy faz G1/S
i faz G2/M, a takze podczas mitozy przy tworzeniu wrze-
ciona kariokinetycznego i rozdziale chromatyd do komé-
rek potomnych [24,33].

W prawidtowym przejsciu komorek eukariotycznych przez
te krytyczne fazy cyklu komérkowego duza rolg odgrywaja
wspomniane juz cyklinozalezne kinazy biatkowe, ich endo-
genne biatkowe regulatory, podjednostki regulatorowe tych
kinaz — cykliny, a takze produkty kilku genéw supresoro-
wych, takich jak: pRb, p16 i P53 [12,24,69]. Nastepujace
kolejno po sobie procesy aktywacji poszczegdlnych ki-
naz cyklinozaleznych (CDK) przez odpowiednie dla danej
fazy cykliny i wynikajaca z tego enzymatyczna fosforylacja
i defosforylacja wtasciwych substratéw, takich jak: biatka
strukturalne (np. histon H1, laminy, wimentyna i inne biat-
ka tworzace cytoszkielet), biatka enzymatyczne i biatka re-
gulatorowe (np. kalmodesmon), promuja uporzadkowany
przebieg cyklu komérkowego (ryc. 1) [33,64].

TGF-p

Do czynnikéw majacych wptyw na przebieg cyklu komor-
kowego i mogacych zaburzaé naturalny rytm nastgpujacych
po sobie faz cyklu nalezy transformujacy czynnik wzrosto-
wy B (transforming growth factor B — TGF-B), ktéry ma
m.in. zdolno§¢ hamowania cyklu w komérkach epitelial-
nych i epidermalnych, keratynocytach, a takze prekursoro-
wych komérkach krwi [7,9,28,34,57,65]. Do rodziny TGF-B
oprécz transformujacego czynnika wzrostowego 3 naleza
tez m.in. aktywiny, czynnik wzrostu i réznicowania (growth
and differentiation factor — GDF) i biatko morfogenetyczne
kosci (bone morphogenetic protein — BMP) [84].

TGF-B jest czynnikiem wielofunkcyjnym, ktéry ma bar-
dzo réznorodny wptyw na wzrost i réznicowanie komo-
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Ryc. 1. Schemat mechanizmu przekazywania sygnatu za
posrednictwem TGF- w komérce (wg [86] zmodyfikowano)

rek. TGF-B wykazuje wlasciwosci stymulujace podziaty
komoérek mezenchymalnych np. fibroblastéw lub hamuja-
ce podziaty komérkowe m.in. komérek epitelialnych skory,
ptuc, watroby, Sledziony, prostaty i jajnikow, komorek lim-
fatycznych i hematopoetycznych, a takze komdrek endote-
lialnych [7,54,86]. TGF-B moze takze regulowaé wejscie
komérek na szlak apoptozy. TGF- odgrywa istotng role
W procesie angiogenezy, stymulowaniu syntezy macierzy
zewnatrzkomodrkowej, w tym kolagenu typu I, naprawy tka-
nek i gojeniu sig ran [17]. Ponadto TGF-3 nalezy do istot-
nych czynnikéw regulujacych odpowiedZ immunologiczna
[38]. TGF- stanowi przedmiot licznych badan z zakresu
biologii komérki i patomechanizméw réznych proceséw
chorobowych, w tym nowotworowych [13,57,61].

U kregowcoéw zidentyfikowano pieé genéw kodujacych
TGF-B, ale tylko trzy z nich sa obecne u ssakéw (TGF-B1,
TGF-B2 i TGF-B3) [54]. Wszystkie rodzaje czynnikow
TGF-B wykazuja prawie 70% homologii sekwencji ami-
nokwasowej [44]. Sa to biatka homodimeryczne o masie
czasteczkowej (m. cz.) 25 kDa zbudowane z dwéch pod-
jednostek o m. cz. 12,5 kDa, zawierajacych 112 aminokwa-
séw. Podjednostki tych czasteczek sa potaczone mostkami
disiarczkowymi [25,44,89]. TGF-J jest syntetyzowany jako
biatko prekursorowe o dlugosci 390-414 reszt aminokwaso-
wych, a gtéwnym jego Zrédtem sa plytki krwi [2,14,53].

Najlepiej poznanym i najszerzej opisanym biatkiem z tej gru-
py jest biatko TGF-B1. Gen TGF-B1 (locus 19q13.1-q13.3)
sktadajacy si¢ z 7 eksonéw koduje czasteczke prekursoro-
wa sktadajaca si¢ z 390 reszt aminokwasowych, ktéra za-
wiera peptyd sygnatowy, LAP (latency associated peptide)
oraz w rejonie C-koicowym aktywna postac tej czastecz-
ki [17,23,25]. Czasteczka prekursorowa TGF-f ma m. cz.
okoto 110 kDa [44]. Po enzymatycznym usunigciu peptydu
sygnatowego (reszty aminokwasowe 1-29), w czym udziat
moze bra¢ wiele enzyméw m.in. plazmina, trombina, trans-
glutaminaza osocza, trombospondyna 1 czy endoglikozy-
lazy, nastgpuje proteolityczne rozdzielenie migdzy dwiema
resztami argininy w pozycjach 278 i 279 i powstaje doj-
rzaty funkcjonalnie TGF-B1 (reszty 279-390) oraz LAP
(reszty 30-278) [4,22,44,71,89]. Zanim wydzieli si¢ doj-
rzaty funkcjonalnie TGF-3, homodimer TGF-f niekowa-
lentnie potaczony z homodimerem LAP tworzy tzw. maty
latentny kompleks TGF-f1 [31]. Kompleks ten dodatko-
wo jest polaczony wiazaniem kowalencyjnym z biatkiem

om. cz. 125-160 kDa, zwanym latentnym biatkiem wigza-
cym TGF-f (latent TGFB-binding protein — LTBP), two-
rzac w ten sposéb duzy kompleks latencyjny. Duzy kom-
pleks latencyjny jest uwalniany z ptytek krwi do krazenia
z udziatem plazminy [42,44]. TGF- jest takze wytwarza-
ny przez makrofagi, neutrofile i limfocyty [38]. Niektére
komorki syntetyzuja i uwalniaja TGF-3 w postaci nieak-
tywnego kompleksu o m.cz. 110 kDa [52].

PRZEKAZYWANIE SYGNALU ZA POSREDNICTWEM TGF-[3

W przekazywaniu sygnatu z udziatem transformujacego
czynnika wzrostowego P udziat biora dwa typy receptoréw
btonowych TPRI (m. cz. 65 kDa) i TBRII (m. cz. 85-110
kDa) i biatka Smad [86]. Oba typy receptoréw sa zbudo-
wane z okoto 500 reszt aminokwasowych. Maja one N-ter-
minalng domeng wiazaca ligand, region transbtonowy oraz
domeng C-koricowa o aktywnosci kinazy serynowo-tre-
oninowej [84,98]. TGF-P wykazuje duze powinowactwo
do receptora typu II, ale brak jest takiego powinowactwa
do TPRI [55]. Dlatego tez na poczatku ligand wiaze sig
z TPRII, co pozwala nastgpnie na przytaczenie receptora
typu I. W ten sposéb powstaje duzy kompleks ligand—-recep-
tor sktadajacy si¢ z dimeru biatka TGF-f oraz dwdéch cza-
steczek TPRI i dwoch TRRII (ryc. 2) [84]. Dzieki takiemu
potaczeniu dochodzi do fosforylacji reszt seryny i treoniny
w domenie GS (sekwencja aminokwasowa SGSGSG) re-
ceptora TGF-B I typu przez typ I, co powoduje jego akty-
wacje. Zaktywowany receptor typu I transdukuje sygnat do
cytoplazmy przez fosforylacje biatek R—Smad, co zwigk-
sza powinowactwo tych ostatnich do biatka Smad4. Istnieje
jeszcze trzeci typ receptora — TBRIII o m. cz. ok. 600 kDa,
zbudowany z proteoglikanu i glikoproteiny, ktéry petni pod-
rzedna role w stosunku do dwdch pozostatych przez uta-
twianie dostepu liganda do TBRI i TRRII [61].

Rodzina biatek Smad (nazwa pochodzi od nazw dwéch bia-
fek homologicznych Sma oraz MAD wystegpujacych odpo-
wiednio u Caenorhabditis elegans i Drosophila melanogaster)
[16] dzieli si¢ na trzy grupy: biatka aktywowane przez re-
ceptor (R-Smad), do ktérych naleza Smadl, 2, 3, 51 8; bial-
ko wspétposredniczace Smad4 (Co-Smad) oraz biatka in-
hibitorowe (I-Smad) Smad6 i Smad?7 [84].

Biatka R-Smad wykazuja podobng budowe¢ domenowa.
Zbudowane sa z dwoch globularnych domen MH wyka-
zujacych homologie do biatka Mad (Mad homology), od-
dzielonych od siebie fragmentem tacznikowym. N-kon-
cowa domena MH1 wykazuje aktywnos¢ wigzania DNA,
natomiast C-koicowa domena MH2 odpowiada za oddzia-
tywania z innymi biatkami (ryc. 3).

Fosforylacja biatek R-Smad przez TPRI dotyczy dwéch
reszt seryny w konserwatywnym motywie SS(M/V)S
znajdujacym si¢ w rejonie C-koricowym [58,59]. Smad2
i Smad3 sa rozpoznawane przez receptory TGF-f3 i aktywin,
podczas gdy receptory BMP rozpoznaja biatka Smadl, 5
i 8 [59,94]. Aktywny kompleks bialek Smad jest transpor-
towany do jadra komérkowego, gdzie w potaczeniu z in-
nymi jadrowymi biatkami kofaktorowymi reguluje proces
transkrypcji okreslonych genéw. Mechanizm transportu ja-
drowo-cytoplazmatycznego biatek Smad nie jest jeszcze
do kornica poznany. Wiadomo jednak, ze w tym procesie
istotng role odgrywaja interakcje pomigdzy nukleoporyna-
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Ryc. 2. Schemat udziatu TGF-B w regulacji cyklu komérkowego (wg [33] zmodyfikowano)

mi CAN/Nup214 i Nup153 a biatkiem Smad?2 [96], a takze
sekwencja lokalizacji jadrowej NLS, obecna w domenie
MHI1 biatka Smad3 [95]. Biatka I-Smad negatywnie regu-
luja przesytanie sygnatu przez TGF-B poprzez wspétzawod-
nictwo z R-Smad o polaczenie z receptorem lub Smad4,
badzZ przez wyznaczanie receptoréw do proteolitycznej de-
gradacji [29,84]. Smad7 rekrutuje do receptoréw TGF-p li-
gaze ubikwitynowa Smurf2, co prowadzi do proteosomal-
nej i lizosomalnej degradacji komplekséw TRRI —TBRII
oraz Smad7 i Smad2 [43,70]. Przy braku przekazywania
sygnatu biatka R-Smad sgq umiejscowione gtéwnie w cyto-
plazmie, biatka I-Smad w jadrze komérkowym, natomiast
biatko Smad4 w cytoplazmie i jadrze komoérkowym [84].
Po aktywacji receptora, ufosforylowane biatka R-Smad sa
transportowane do jadra, gdzie pozostaja tylko na czas sty-
mulacji komérki przez TGF-3 [6,86,90]. Wolne biatka Smad
charakteryzuja si¢ staba swoistoscia wiazania si¢ z DNA,
dlatego musza one wspotdziata¢ ze soba, badZ z innymi
biatkami wiazacymi DNA w celu wygenerowania odpo-
wiedniej odpowiedzi transkrypcyjnej [84]. Czynniki wsp6t-
dziatajace z biatkami Smad majq charakter aktywatoréw
lub represoréw i od nich zalezy, czy dojdzie do aktywacji
czy zahamowania ekspresji danego genu [86]. Zaklada sig,
ze zaktywowane biatka Smad oddziatuja z genami docelo-
wymi, ktére w regionach promotorowych maja jedna lub
kilka kopii sekwencji CAGAC. Dotyczy to bialek Smad4
i R-Smad z wyjatkiem Smad?2 [83]. Biatka Smad zapewnia-
ja rekrutacje transkrypcyjnych koaktywatoréw, takich jak
np. biatka p300, badz korepresoréw np. biatka p107 w za-
leznosci od typu komorki, w ktérej odbywa sig proces i ro-

dzaju aktywowanego genu (ryc. 2) [7,56,59,84]. Do czynni-
kéw negatywnie regulujacych funkcje bialek Smad naleza
m.in. jadrowe onkoproteiny c-Ski i c-Sno, ktére wigzac sie
zaréwno z Smad4, jak i R-Smad, zapobiegaja powstawaiu
aktywnych komplekséw R-Smad-Co-Smad [94]. Za zakon-
czenie procesu przekazywania sygnatu za posrednictwem
biatek Smad odpowiedzialne sa dwa mechanizmy: defos-
forylacja aktywnych biatek R-Smad z udziatem nieziden-
tyfikowanej jeszcze fosfatazy [76] oraz ich ubikwitynacja
i proteosomalna degradacja, w czym udzial bierze biatko
Smad7 [84]. Biatka Smad uczestniczg réwniez w kontro-
li ekspresji genu CDKN2B kodujacego p15, CDKNIA ko-
dujacego p21, ¢-myc, ID11 ATF3[86].

Mimo Ze przekazywanie sygnatu za posrednictwem TGF-
odbywa si¢ gtéwnie z udziatem biatek Smad, to istnieja tak-
ze inne, alternatywne drogi przekazywania sygnatu. Moga
w nich uczestniczy¢ kinazy MAP, takie jak: JNK, p38 czy
ERK1, ERK2 [57,86].

ZNACZENIE BIALKA PRB W REGULACJI CYKLU KOMORKOWEGO

Bialkiem odgrywajacym istotna role w regulacji cyklu
komoérkowego jest biatko pRb (retinoblastoma protein).
Biatko pRb (105-110 kDa) moze wykazywac zréznicowa-
ne ufosforylowanie, co wiaze si¢ ze zmiang jego aktyw-
nosci [19,34]. W postaci nieufosforylowanej pRb wiaze
si¢ z réznymi czynnikami transkrypcyjnymi niezbednymi
do taczenia si¢ polimeraz RNA: I, II, III z DNA i rozpo-
czgcia transkrypeji [82]. Jednym z takich czynnikéw jest
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Ryc. 3. Schemat struktury domenowej biatek R-Smad

czynnik transkrypcyjny E2F, ktéry ma krytyczne znacze-
nie w przejsciu komorki przez punkt kontrolny na grani-
cy faz G1/S oraz wptywa na aktywacj¢ genéw fazy S [46].
Aktywnos¢ biatka pRb regulowana jest przez cyklinozalez-
ne kinazy CDK, ktdre fosforyluja biatko pRb w czasie trwa-
nia fazy G1. Biatko pRb ma kilkanascie miejsc fosforylacji
przez kinazy cyklinozalezne [30]. Na poczatku i w trakcie
trwania fazy G1 za proces fosforylacji pRb odpowiadaja
kinazy CDK4 i CDKG6, ktére oddziatujac z cykling D (D1,
D2, D3) tworza aktywny kompleks zdolny do przytacze-
nia reszt fosforanowych do pRb. Nastgpnie proces fosfo-
rylacji pRb przejmuje kompleks CDK2 — cyklina E, kt6-
ry jest aktywny pod koniec trwania fazy G1. Podczas fazy
S i przejscia z fazy G2 do M aktywnos¢ wykazuje cyklina
A w kompleksie z CDK1 oraz CDK2, natomiast w fazie
M cyklu cyklina B i kinaza CDK1 [21,50,57,67,79]. W po-
staci ufosforylowanej biatko pRb traci zdolnos$¢ do wiaza-
nia si¢ z czynnikiem transkrypcyjnym E2F, co umozliwia
transkrypcje genéw fazy S i przejscie komoérki z fazy G1
do S. Niedawno wykazano, ze biatko pRb bierze réwniez
udziat w wychodzeniu komérki z fazy spoczynkowej GO
i wchodzeniu w fazg G1. Aby mogto dojs¢ do tego zda-
rzenia, pRb musi zosta¢ ufosforylowane przez kompleks
CDK3 — cyklina C [77].

Biatko pRb funkcjonuje jako aktywny represor transkrypcji
przez przyltaczenie si¢ do promotoréw réznych genéw za
posrednictwem czynnika E2F [5,34,91,92]. Autorzy wska-
zuja istnienie dwoch mechanizmoéw represji. Pierwszy za-
ktada, ze pRb oddziatuje z innymi czynnikami transkryp-
cyjnymi znajdujacymi si¢ w sasiedztwie docelowego genu,
takimi jak c-Myec, Elf-1, PU.1, przez co blokuje ich inte-
rakcje z kompleksem transkrypcyjnym [91,92]. Zgodnie
z drugim modelem, przez wiazanie si¢ z promotorem za
posrednictwem czynnika E2F, pRb moze rekrutowaé de-
acetylaze histonowa HDAC, przez co stymuluje formowa-
nie nukleosoméw, a to z kolei blokuje innym czynnikom
transkrypcyjnym dostep do promotoréw [5]. Fosforylacja
biatka pRb przez kinazy cyklinozalezne fazy G1 prowa-
dzi do zmian konformacyjnych tego biatka, ktére uniemoz-
liwiaja wiazanie z HDAC [30]. Dane te nasuwaja wnio-
sek, ze miejsca wigzania czynnika transkrypcyjnego E2F
z DNA moga funkcjonowac jako transkrypcyjne ,,wycisza-
cze”, kiedy zwiaze si¢ z nimi kompleks pRb — E2F [92].
Fakt ten zdaja si¢ takze potwierdza¢ dane przedstawione
przez Zhanga i wsp. [101] wskazujace, ze nagromadze-
nie nieufosforylowanego biatka pRb w komdrce powodu-
je zablokowanie cyklu komérkowego w fazie G1 poprzez
formowanie represyjnych komplekséw pRb — E2F na pro-
motorach genéw zaangazowanych w cykl komérkowy,
m.in. genu kodujacego cykling E [19], a nie przez bezpo-

Srednie blokowanie transkrypcyjnej aktywnosci czynnika
E2F. Wykazano takze, ze pRb musi oddziatywa¢ z E2F,
aby zablokowa¢ cykl komoérkowy, gdyz sama nadekspre-
sja biatka pRb jest niewystarczajaca do wywolania tego
efektu [101].

Weeyw TGF-3 NA akTYwNosé PRe 1 P16

Aktywnos$¢ biologiczna pRb jest regulowana przez wie-
le czynnikéw, m.in. przez biatko pl6 oraz TGF-§ [21].
Czynniki te wywotuja blokadg cyklu komérkowego w fa-
zie G1 przez promowanie oddziatywan represorowego
kompleksu pRb-E2F z promotorami genéw regulujacych
przebieg cyklu [101]. Co wigcej, pomigdzy biatkami pRb
i pl6 istnieje jeszcze inny rodzaj zaleznosci. Biatko p16
jest swoistym inhibitorem kinaz CDK4 i CDK®6, ktére fos-
foryluja pRb [19]. Z kolei TGF-B1 znacznie obnizat eks-
presje CDK4, CDK2, CDKI, cyklin A, D2 i D3 w ludz-
kich komérkach biataczki szpikowej linii MV4-11 i HaCaT
[19,21] oraz hamowat proces fosforylacji kilku reszt sery-
ny i treoniny bialka pRb, w tym Ser249/Thr252, Thr373,
Ser 780, Ser795 i Ser 807/811 w komorkach linii MV4-11
[34]. Jak wykazano za fosforylacje reszt serynowych i tre-
oninowych, a jednoczesnie za inaktywacje pRb odpowiada-
ja w réznym stopniu kinazy CDK2, CDK4/CDK6 i CDK1
[60,62,72], Proces defosforylacji pRb zbiega si¢ w czasie
z obnizeniem ekspresji wyzej wymienionych kinaz i cy-
tokin. Geng i Weinberg [21] wykazali, iz TGF-3 hamuje
pojawianie si¢ w komoérce zarowno mRNA, jak i biatka
cykliny E, ale tylko wtedy gdy TGF-§ dziata na komor-
ke przed rozpoczeciem ekspresji cykliny E. Kiedy proces
transkrypcji genu kodujacego cykling E rozpocznie sig,
TGF-B traci zdolnosé wptywania na ekspresje tej cykliny.
Jednoczesnie z utratg zdolnosci hamowania ekspresji tego
genu, TGF-f przestaje takze blokowac przejscie komorki
z fazy G1 w faze S cyklu komérkowego [21].

Weiyw TGF-P3 NA AkTYWNOSG P15

TGF-B moze takze zablokowa¢ cykl komérkowy w fazie
G1 poprzez biatko pl5, ktére swoiscie wiaze si¢ z kina-
zami CDK4 i CDKG6 (ryc. 1), ale nie ma zdolnosci wiaza-
nia si¢ z CDKI1, CDK2 czy CDKS5 [28]. Biatko p15 wia-
zac si¢ z kinazg CDK4 badz CDKG6 blokuje ich aktywnos§¢
katalityczna i zapobiega powstawaniu nowych komplek-
sow CDK4/6—cyklina D z puli nieaktywnych sktadowych
tych komplekséw [57]. Potraktowanie ludzkich keratyno-
cytéw linii HaCaT transformujacym czynnikiem wzrosto-
wym B spowodowato prawie 30-krotny wzrost poziomu
mRNA biatka p15 oraz wzrost syntezy tego biatka, a co
za tym idzie, zwigkszyla si¢ liczba komplekséw biatka p15
z CDK4 i CDK6. Nastgpstwem tego byt spadek aktywnosci
kinaz cyklinozaleznych [28]. Jest to czg$ciowo zwiazane
ze zdolnoscia TGF- do indukcji promotora genu biatka
p15 [47]. Podobne wyniki uzyskano w badanych komor-
kach pluc, tyrocytach, ssaczych komoérkach epitelialnych
i astrocytach [57].

Wriyw TGF-3 NA AKTYWNOSG BIALKA P27

Kompleks CDK-cyklina D wspomaga przebieg cyklu ko-
morkowego nie tylko swoja aktywnoscia katalityczna, ale
takze sekwestracja inhibitora kinaz cyklinozaleznych —
biatka p27 [8,33,45,57,78]. Inhibitory grupy CIP/KIP, do
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ktdrej oprécz p27 naleza jeszcze p21 i p5S7, moga oddzia-
tywaé z kompleksami CDK4/6 — cyklina D, CDK2 — cy-
klina E i CDK2 - cyklina A. Wykazano, ze biatko p27
dziata jako inhibitor komplekséw CDK2 — cyklina E oraz
CDK2 - cyklina A, ale nie wywiera hamujacego wpty-
wu na aktywnos¢ kompleksu CDK4/6 — cyklina D1 [57].
W komorkach proliferujacych wigkszos¢ biatka p27 wy-
stgpuje w polaczeniu z kompleksem CDK4/6 — cyklina
D1, przez co nie wptywa hamujaco na aktywnos¢ kinaz
CDK?2 [57,81]. Jednakze gdy na komérke zadziata TGF-
B powodujac wzrost ekspresji biatka p15, interakcje po-
migdzy CDK4/6 i p27 ulegaja zahamowaniu. Biatko p15
stymuluje przeniesienie biatka p27 z kompleksu CDK4/6
— cyklina D1 na CDK2 — cyklina E, hamujac tym samym
aktywnos¢ tego kompleksu (ryc. 1) [33,78,100]. Zatem
przez spowodowanie wzrostu poziomu jednego inhibito-
ra kinaz cyklinozaleznych (p15), TGF- hamuje aktyw-
nos¢ dwéch klas kinaz CDK fazy G1. TGF-3 powoduje
rowniez posrednio wzrost poziomu biatka p27 w komor-
ce poprzez obnizenie poziomu mRNA i biatka Id-1 (inhi-
bitor of differentiation) [48].

Wreyw TGF-3 NA AkTYwNOSG FosFataz CDC25

Innym czynnikiem, poprzez ktéry TGF-f moze wptywac
na przebieg cyklu komérkowego, jest fosfataza treonino-
wo-tyrozynowa CDC25A [35]. Fosfatazy rodziny CDC25
stymuluja przebieg cyklu komérkowego dziatajac antago-
nistycznie w stosunku do kinaz Weel i Mik1. Fosfatazy te
defosfotyluja reszty tyrozyny i treoniny (T14, Y15) znaj-
dujace si¢ w centrach katalitycznych kinaz cyklinozalez-
nych, co powoduje ich aktywacj¢ [26,68]. TGF-3 obniza
poziom CDC25A w ssaczych komérkach epitelialnych li-
nii MCF-10A, co prowadzi do wzrostu poziomu fosfory-
lacji reszt tyrozynowych kinaz CDK4 i CDK6, a w efek-
cie braku ich aktywnosci [57]. Zmutowane postaci fosfataz
CDC25 pozbawione reszty tyrozyny podatnej na fosfory-
lacje sa oporne na hamujace dziatanie TGF-f.

Zaobserwowano, ze TGF-3 obniza takze ekspresjg CDC25A
w keratynocytach [36]. Obnizona ekspresja CDC25A spo-
wodowana jest réwniez formowaniem represyjnego kom-
pleksu transkrypcyjnego ztozonego z czynnika E2F, biat-
ka p130 i deacylazy histonowej HDACI1. Zwiazanie si¢
takiego kompleksu z miejscem wiazania si¢ czynnika E2F
w obrebie promotora genu CDC25A wywotuje represje
ekspresji tego genu.

WzAJEMNA REGULACJA CYKLU KOMORKOWEGO PRZEZ BIAEKA P53
1 TGF-

Biatko P53 jest kolejnym waznym czynnikiem reguluja-
cym przejscie komérki przez fazg G1. W odpowiedzi na
uszkodzenie DNA dochodzi do akumulacji prawidtowego
(dzikiego) biatka P53, czego skutkiem jest m.in. zainduko-
wanie transkrypcji biatka p21, bedacego inhibitorem kinaz
cyklinozaleznych [19,20,93]. Akumulacja biatka P53 nie
jest wynikiem transkrypcji genu de novo. W odpowiedzi na
uszkodzenie DNA dochodzi do aktywacji kaskady kinaz
i innych biatek, m.in. ATM, ATR, Chk1, Chk2, CDC25C,
a takze wzajemnego oddziatywania biatka P53 z Mdm?2
[26,82]. Skutkiem tego jest ostabienie degradacji biatka
P53, a przez to wzrost poziomu tego biatka w komorce.
Zahamowanie aktywnosci kinaz fazy G1 powoduje aku-

mulacje¢ nieufosforylowanego biatka pRb, a to z kolei wy-
woluje zablokowanie cyklu komérkowego. Jak wykazaty
badania przeprowadzone przez Ewena [19], poddanie ko-
morek dziataniu TGF-f powodowato spadek aktywnosci
CDK4, cho¢ poziom mRNA tej kinazy nie ulegal zmia-
nie. Nasuwa to wigc wniosek, ze TGF- hamuje ekspresje
CDK4 na poziomie translacji. Ten sam autor udowodnit,
ze w jednej z drég blokowania cyklu komérkowego w fa-
zie G1 przez TGF- uczestniczy biatko P53, gdyz jedynie
w komoérkach wytwarzajacych dziki typ biatka P53 cykl
moze zostaé¢ zahamowany pod wptywem TGF-f. W ko-
morkach, w ktérych wystgpuje zmutowana postac biat-
ka P53, nie obserwuje si¢ obnizenia syntezy CDK4, jak
i zahamowania aktywnosci kompleksu CDK2—cyklina E
pod wptywem TGF- [19]. Co wigcej, biatko p21 formuje
kompleksy z jadrowym antygenem proliferacyjnym (pro-
liferating cell nuclear antigen — PCNA), ktéry jest bial-
kiem pomocniczym polimerazy DNA 3 i € [97], co za-
pobiega dalszej syntezie DNA i umozliwia rozpoczgcie
procesu naprawy uszkodzeni (ryc. 1) [19]. Tak wigc biat-
ko P53 jest gtéwnym czynnikiem zapobiegajacym powie-
laniu uszkodzonego DNA. Cordenonsi i wsp. [11] wyka-
zali, iz prawidtowe biatko P53 ma istotny wplyw na efekt
antyproliferacyjny wywotywany przez TGF-f3 w hodow-
lach embrionalnych fibroblastéw.

Wreyw TGF-3 NA EKSPRESJE GENU C-MYC

Opublikowane dane wskazuja, iz wptyw TGF-f na ekspresje
protoonkogenu ¢-myc moze by¢ jednym z gtéwnych zjawisk
wywolujacych zahamowanie wzrostu komorki w odpowiedzi
na transformujacy czynnik wzrostowy 3 [1,9,65], gdyz TGF-
B powoduje gwattowne obnizenie poziomu zaréwno mRNA
jak i biatka c-Myc (ryc. 1) [6,7,10,36,80,98]. Skutkiem tego
nie dochodzi do kaskady wielu zjawisk, ktére sa wymaga-
ne do wejscia komorki w kolejny etap cyklu komdérkowego,
a ktdre sa regulowane przez produkt biatkowy genu c¢-myc
[1]. Hipoteze t¢ moga potwierdza¢ doniesienia, iz biatko c-
Myc reguluje ekspresje cyklin fazy G1, w tym cykliny D11 E
[39,73,85]. Udokumentowano, ze biatko c-Myc ma zdolnos¢
do obnizenia poziomu ekspresji cykliny D1, a nadekspresja
cykliny D1 moze zablokowa¢ wyjscie niektérych typow ko-
morek w faz¢ S [73]. Tak wigc utrata ekspresji biatka c-Myc
pod wptywem TGF-f powoduje ekspresj¢ cykliny D1 na po-
ziomie wyzszym od prawidtowego, co jest wystarczajace do
zablokowania przejscia komérki w faze S cyklu.

Chen i wsp. [6] badali mechanizm odpowiedzialny za
obnizenie poziomu ekspresji genu c¢-myc przez transfor-
mujacy czynnik wzrostowy B. Wykazali oni, ze stymulo-
wanie komérek linii HaCaT czynnikiem TGF-3 prowa-
dzi do gwattownej akumulacji komplekséw biatek Smad
(Smad3-Smad4), ktére swoiscie rozpoznaja elementy re-
gulowane negatywnie przez TGF-3 w obrebie promoto-
ra genu ¢-myc, co powoduje zablokowanie jego ekspresji.
Do swoistego wiazania z proksymalnym regionem pro-
motora genu ¢-myc dochodzi juz po 1 godz. od zadziata-
nia TGF-P [7]. W oddziatywaniach tych biorg udziat do-
datkowe czynniki transkrypcyjne E2F4, E2F5 i biatko
p107, ktére w cytoplazmie tworza kompleks z biatkiem
Smad3 (Smad3 — E2F4/5 — p107). W przypadku obecno-
Sci TGF-B w srodowisku komérkowym, kompleks ten ta-
czy si¢ ze Smad4 i jest transportowany do jadra komor-
kowego [7].
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Autorzy wskazuja tez, iz zahamowanie cyklu komérkowe-
go pod wptywem TGF-f3 przez obnizenie ekspresji genu
c-myc, moze by¢ réwniez zwigzane z pozytywna regulacja
ekspresji inhibitoréw cyklu komdérkowego, takich jak p21,
p27, czyli ze wzrostem poziomu tych bialek w komorce
[1,80]. Taka zalezno$¢ zostata wykazana przez Claassena
i Hanna [9], ktérzy dzigki uzyskaniu ektopowej ekspre-
sji biatka c-Myc zablokowali hamujacy wptyw TGF-f3 na
komorki linii HaCaT. Zablokowanie aktywnosci TGF-3
przez biatko c-Myc byto wynikiem represji ekspresji p21.
W tej samej pracy dowiedziono takze, ze represja promo-
tora p21 przez c-Myc jest swoista i nie wymaga aktywno-
$ci deacylazy histonowe;j.

Pietenpol i wsp. [74] zaproponowali hipotez¢ mdéwiaca, ze
mechanizm hamowania wzrostu komérkowego wywotany
przez TGF-P, opiera si¢ na syntezie lub modyfikacji biatek,
ktére mogag oddziatywaé ze swoistymi elementami w re-
gionie regulatorowym 5’ genu ¢-myc, a to przyczynia si¢ do
zablokowania inicjacji transkrypcji tego genu.

Weiyw TGF-3 NA PRZEJSCIE KOMORKI Z FAZY G2 Do M

Wyniki eksperymentu przeprowadzonego przez Zhanga i wsp.
[101] sugeruja, iz TGF-f3 moze zaburzaé cykl komérkowy nie
tylko na granicy faz G1/S, ale takze G2/M. Autorzy ci suge-
ruja, ze moze si¢ tak dzia¢ na skutek spadku aktywnosci ki-
nazy CDK2, co zaobserwowano podczas ekspozycji komorek
na dziatanie TGF-. Hipoteze te czynia bardziej prawdopo-
dobna dane dotyczace Xenopus, z ktérych wynika, ze CDK2
jest niezbedna do wzrostu aktywnosci CDK1 i rozpoczgcia
mitozy (M) [27], oraz ze kompleks CDK2 — cyklina E jest
niezbedny do powstania centrosoméw [32].

Jednak, jak wspomniano wczes$niej, TGF-3 moze regulowaé
posrednio cykl komérkowy na etapie fazy G1 poprzez biatko
P53. Z kolei dzikie biatko P53, ktérego poziom wzrasta w od-
powiedzi na uszkodzenie DNA i blokuje wejscie komorki
w faze S cyklu za posrednictwem biatka p21, nadzoruje takze
punkt kontrolny fazy G2 [37]. Innocente i wsp. [37] wykaza-
1i, ze P53 zapobiega przejsciu komorki z fazy G2 do fazy M
przez obnizenie poziomu cykliny B1 i ostabienie aktywno-
Sci promotora genu tego biatka, ktére w kompleksie z kinaza
CDK1 jest niezbgdne do rozpoczecia mitozy (M).

ZABURZENIA EKSPRES)I TGF-[3 W WYBRANYCH PROCESACH
ROZROSTOWYCH

Mimo iz TGF- wywiera hamujacy wptyw na podzia-
ty komérkowe komorek epitelialnych i epidermalnych,
to w licznych pracach wskazuje si¢ na utrat¢ przez ko-
morki nowotworowe wrazliwosci na supresyjne dziatanie
TGF-B [17,86]. Cui i wsp. [13] wykazali, ze rola TGF-B
W procesie nowotworzenia moze si¢ zmienia¢ w kolej-
nych jego etapach.

PismiENNICTWO

Wiele nowotworéw wystepujacych u ludzi, zaréwno dzie-
dzicznych jak i sporadycznych, wiaze si¢ z mutacjami do-
tyczacymi biatek uczestniczacych w szlaku przekazywaniu
sygnatu za posrednictwem TGF-f. Przyktadowo mutacje re-
ceptora TRRII czesto wystepuja w nowotworach okreznicy,
zotadka i glejakach. Z kolei mutacje TPRI spotykane byty
w przypadkach nowotworéw jajnika, piersi czy trzustki oraz
chtoniaka wywodzacego si¢ z limfocytéw T. Takze muta-
cje biatlek Smad obserwowano w przypadku wielu choréb
nowotworowych, a w szczegdlnosci w nowotworach prze-
wodu pokarmowego, w tym w mtodziericzej polipowato-
$ci rodzinnej oraz w nowotworach ptuc [57,61].

Do wzrostu wytwarzania mRNA TGF-f, TGF-B i licz-
by receptor6w TPRI i TBRII dochodzi takze w fibrobla-
stach wyizolowanych z takich nowotworéw jak widknia-
kowato$¢ naciekowa (aggressive fibromatosis, desmoid)
[49,63]. W nowotworze tym obserwuje si¢ rowniez rdz-
nice w ilosci deponowanych sktadnikéw macierzy zewna-
trzkomorkowej, ktére w przypadku desmoidu sa znacznie
wigksze w poréwnaniu do zdrowej tkanki [49]. Ponadto
TGF-B jest jednym z czynnikéw stymulujacych angioge-
nezeg i chemotaksj¢ komorek zrgbu we widkniakowatosci
naciekowej [63].

TGF-f stymuluje takze transformacje fibroblastéw w mio-
fibroblasty, ktérych obecnosé obserwuje si¢ w wielu ty-
pach nowotwordw, m.in. w nowotworach okreznicy, sut-
ka, watroby, ptuc, prostaty oraz trzustki [40]. Uwaza sig,
ze pojawienie si¢ miofibroblastow poprzedza stadium in-
wazyjne nowotworéw [15]. Poza tym TGF-f3 jest stymula-
torem przemiany komorek epitelialnych w mesenchymal-
ne (epithelial to mesenchymal transition — EMT) [86,99].
Przemiana ta wiaze si¢ z utratg typowego dla nabtonka ob-
tego ksztattu komorek i przyjeciu ksztattu wrzecionowa-
tego, charakterystycznego dla miofibroblastéw. Ponadto
w komorkach tak stransformowanych pojawia sie eks-
presja wimentyny, ktora jest markerem komérek mezen-
chymalnych oraz fibronektyna i kolagen typu I. Zjawisko
EMT odgrywa istotna role w patogenezie Srédmiazszo-
wego widknienia nerek [99]. TGF- oddziatujac na fibro-
blasty, reguluje wzrost i potencjat proliferacyjny sasiadu-
jacych z nimi komérek epitelialnych [3].

Wzrost ekspresji TGF-3 zaobserwowano takze w wiaz-
kach macierzy zewnatrzkomérkowej (extracellular matrix
— ECM) otaczajacych komérki wyizolowane z limfangiole-
jomiomatozy (lymphangioleiomyomatosis — LAM), ktéra
to choroba charakteryzuje si¢ nietypowa proliferacja komo-
rek migsni gtadkich ptuc [18]. Wzrostowi poziomu TGF-f
towarzyszyt takze wzrost ilosci fibronektyny deponowane;j
w ECM. W oparciu o udowodniony wptyw TGF-3 i fibro-
nektyny na komorki mezenchymalne, autorzy sugeruja, ze
wzrost poziomu TGF- moze promowac progresje limfan-
giolejomiomatozy [18].
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