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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Onkogenne kinazy tyrozynowe (OTKs), ulegajace ekspresji w nowotworach ztosliwych, hamuja
procesy apoptozy oraz stymuluja niezalezna od czynnikéw wzrostu proliferacje komérek. Stwierdza
si¢ udziat, co najmniej trzech mechanizméw w odpowiedzi komdrek nowotworowych z ekspresja
OTKSs na chemio- i radioterapi¢: wzrost poziomu biatek antyapoptotycznych np. Bel-xL i Bel-2
oraz hamowanie aktywacji biatek proapoptotycznych np. kaspaza 3, zatrzymanie cyklu komor-
kowego w punkcie G2/M oraz modulowanie mechanizméw naprawy uszkodzei DNA. Ponadto,
OTKs zwigkszaja ilos¢ spontanicznych uszkodzen DNA w komoérce poprzez nadprodukcje re-
aktywnych form tlenu (ROS). Nagromadzenie mutacji w materiale genetycznym prowadzi do
wzrostu potencjatu metastatycznego i dalszego rozwoju choroby nowotworowej oraz opornosci
na wspotczesng terapig. Oksydacyjnie uszkodzone zasady azotowe DNA sa gléwnie naprawiane
przez mechanizm wycinania zasad (BER) lub wycinania nukleotydéw (NER). Jednakze, w cza-
sie replikacji DNA, cz¢$¢ z nich ulega przetworzeniu w podwéjne pegknigcia nici DNA (DSBs),
za ktoérych naprawe odpowiada mechanizm niehomologicznego taczenia koicéw (NHEJ) oraz
mechanizm rekombinacji homologicznej (HRR). W komérkach z ekspresja OTKs ten ostatni
podlega znacznej aktywacji dzigki wzrostowi poziomu biatka Rad51. Ponadto, w procesie tym
istotna rolg odgrywaja enzymy z grupy helikaz RecQ. Wydaje sig, ze doktadne poznanie mecha-
nizméw aktywowanych przez OTKs, moze pomée w poszukiwaniu nowych rozwigzan terapeu-
tycznych wykorzystujacych jako cel kinazy tyrozynowe.

onkogenne kinazy tyrozynowe * naprawa DNA - apoptoza ° leki przeciwnowotworowe

Summary

Oncogenic tyrosine kinases (OTKs) expressed in malignant tumors stimulate cell proliferation,
inhibition of apoptosis, and drug resistance. There are at least three mechanisms of response to
chemo- and radiotherapy in OTK-positive cells: overexpression of anti-apoptotic proteins (such
as Bcl-xL and Bcl-2) and blocking of the activation of pro-apoptotic proteins (such as caspa-
se 3), arrest in the G2/M phase of the cell cycle, and modulation of DNA repair mechanisms.
Furthermore, OTKs elevate the level of reactive oxygen species (ROS)-dependent spontaneous
DNA damage. The accumulation of mutations in genetic material increases the metastatic po-
tential following further cancer development. Oxidation-damaged DNA bases are repaired pri-
marily via the mechanisms of base excision repair (BER) and nucleotide excision repair (NER).
However, during DNA replication, the areas of single-stranded DNA produced by BER and NER
can be converted to double-strand breaks (DSBs), which are then repaired via non-homologous
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end-joining (NHEJ) and homologous recombination repair (HHR) mechanisms. The HHR pa-
thway is activated in OTK-positive cells due to the elevated level of RADS51 protein expression.
In addition, RecQ helicases, such as BLM, play a significant role in this process. Understanding
the mechanisms activated by OTKs may help in the development of novel therapeutic strategies

that use OTKs as a target.
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ALL - ostra biataczka limfocytarna; AML - ostra biataczka szpikowa; PBSz - przewlekta biataczka

szpikowa; DSBs - podwdjne pekniecia nici DNA; HRR - naprawa przez rekombinacje homologiczna;
MMNG - N-metylo-N-nitro-N-nitrozoguanidyna; NER - naprawa przez wycinanie nukleotydow;
NHEJ - naprawa przez niehomologiczne taczenie koficéw; OTKs - onkogenne kinazy tyrozynowe;

Ph - chromosom Filadelfia.

WPROWADZENIE

ONKOGENNE KINAZY TYROZYNOWE

W 1960 roku w komoérkach szpiku pobranych od pacjen-
téw z przewlekta biataczka szpikowa (PBsz) zidentyfi-
kowany zostat chromosom Filadelfia (Ph — Philadelphia
chromosome) powstajacy w wyniku translokacji frag-
mentu chromosomu 9 do chromosomu 22 [t(9;22)] [37].
Dopiero kilka lat péZniej w 1983 r. udato si¢ stwierdzic,
ze do peknigcia dochodzi w poblizu konica dluzszego ra-
mienia chromosomu 9 (9q34) oraz w dtuzszym ramieniu
chromosomu 22 (22q11) [4]. Kluczowym dla dalszego
rozwoju wiedzy na temat roli onkogennych kinaz tyro-
zynowych w patologii ludzkich choréb stato sie¢ okre-
Slenie, ze translokacja powoduje przeniesienie i akty-
wacje fragmentu protoonkogenu komoérkowego c-ABL
z chromosomu 9 i polaczenie go z genem BCR w chro-
mosomie 22 [20]. Geny tworza funkcjonalna hybryde
BCR/ABL kodujaca fuzyjne biatko wykazujaca aktyw-
no$¢ cytosolowej kinazy tyrozynowej (ryc. 1)[29].

Onkogenne kinazy tyrozynowe (OTKs — oncogenic tyro-
sine kinases) powstajace na skutek translokacji chromo-
somalnych, takie jak BCR/ABL, uczestnicza w przesy-
taniu sygnatéw zwiazanych z podstawowymi funkcjami
komérki w tym ze wzrostem, podziatem, migracja i apop-
toza [25]. Na skutek dziatania czynnikéw genotoksycz-
nych, w tym lekéw przeciwnowotworowych powsta-
ja uszkodzenia DNA, co jest przyczyna zahamowania
podziatéw, a w konsekwencji §mierci komoérek nowo-
tworowych. Onkogenne kinazy tyrozynowe chronia ko-
moérki nowotworowe przed §miercia, a mechanizm ten
jest nie do konca poznany [7]. Obecna praca jest uak-
tualnieniem dotychczasowej wiedzy na temat udziatu
OTKs w procesie nowotworzenia opisanych w 2005 r.
w Postepach Biochemii [32].

Istnieje cata grupa onkogennych kinaz tyrozynowych zali-
czanych — ze wzgledu na podobienistwo strukturalne — do
rodziny biatek fuzyjnych. Wszystkie one wykazuja podo-
bieristwo strukturalne z BCR/ABL, ktére obejmuje N-koni-
cowy region oligomeryzacji odpowiedzialny za konsty-
tutywna aktywacj¢, domeng katalityczna enzymu oraz
C-koricowy region odpowiedzialny za wiazanie substra-
téw. Stwierdzono, ze poziom ekspresji OTKs ma zasad-
niczy wplyw na przebieg transformacji blastycznej w bia-
taczkach u ludzi.

Kinaza fuzyjna TEL/ABL jest wynikiem translokacji
t(9;12), wystepujacej w ostrej biataczce limfoblastycznej
(acute limphoblastic leukemia — ALL), atypowej CML oraz
ostrej biataczce szpikowej (acute myeloid leukemia — AML)
i zawiera N-koncowy fragment TEL zwigzany z C-kofico-
wym fragmentem ABL [16]. Kinaza TEL/JAK2 zostata
scharakteryzowana jako produkt translokacji t(9;12), kto-
ry powoduje przeniesienie domeny oligomeryzacji TEL na
domeng katalityczna JAK?2 i stwierdzona w przypadkach
ALL [40]. Kinaza TEL/PDGFR jest zwiazana z transloka-
cja t(5;12), ktéra wiaze N-koricowy region TEL z migdzy-
btonowym fragmentem receptorowej kinazy tyrozynowe;j
zaleznym od ptytek czynnika wzrostu B (PDGFBR) i wy-
stepuje w przewlektej biataczce mielomonocytowej [15].
Konsekwencja translokacji t(12;15) jest ekspresja fuzyj-
nej kinazy tyrozynowej TEL/TRKC(L) zwiazanej z AML,
niemowlecym widkniakomigsakiem i wrodzonym mezo-
blastycznym rakiem nerki. Fuzja TEL/TRKC(L) wiaze
eksony 1 i 4 sekwencji TEL z niemal catag domeng kina-
zy TRKC [27]. Gen fuzyjny NPM/ALK powstaje w wy-
niku translokacji t(2;5) i bierze udzial w patogenezie roz-
legtego chtoniaka anaplastycznego (anaplastic large cell
lymphoma — ALCL). NPM/ALK koduje biatko hybrydo-
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Chromosom 9 Chromosom 9 | Ryc. 1.Molekularne konsekwencje translokacji

Chromosom
Chromosom 22 Filadelfia

——  Bcr-Abl { ﬁ

t(99+;22q—) prowadzacej do powstania
chromosomu Filadelfia kodujacego onkogenna
kinaze tyrozynowa BCR/ABL

Ryc. 2. Mechanizmy opornosci komérek z ekspresja
onkogennych kinaz tyrozynowych (OTKs);
uproszczony schemat systemdow aktywowanych
przez OTKs: oddziatywanie na naprawe DNA
poprzez requlacie mechanizméw replikaji
homologicznej (HRR), niehomologicznego
taczenia koricow (NHEJ) i wycinania
nukleotydéw (NER), zatrzymanie cyklu
komdrkowego w punkcie kontrolnym
G2/M, aktywacje biatek antyapoptotycznych
(Bcl-xL) oraz hamowanie proapoptotycznych
sktadnikow apoptozy (Bad)

we 75 kDa, zawierajace N-koricowy fragment sekwencji
NPM zwiazany z cytoplazmatyczna domena receptorowe;j
kinazy tyrozynowej ALK [34].

NIESTABILNOSC GENETYCZNA W KOMORKACH PRZEWLEKLE)
BIALACZKI SZPIKOWE)

Niestabilno$¢ genetyczna, objawiajaca si¢ nagromadze-
niem aberracji chromosomalnych, jest jednym z gtéwnych
zjawisk charakterystycznych dla nowotwordw. Zdrowe ko-
morki, w ktérych naprawa uszkodzen materiatu genetycz-
nego jest niewydajna, sa eliminowane przez mechanizmy
apoptotyczne, podczas gdy komoérki nowotworowe z eks-
presja OTKSs sa lepiej przystosowane do walki z uszkodze-
niami DNA, przezywajac nawet wtedy, gdy mechanizmy
naprawy nie sa zdolne unikna¢ pomylek. Za jedna z przy-
czyn niestabilnosci genetycznej uwaza si¢ wysoki poziom
wolnych rodnikéw i reaktywnych form tlenu (reactive oxy-
gen species — ROS), ktére — modyfikujac DNA — sa po-
tencjalnym Zrédlem mutacji [23]. Dotychczas wykazano,
ze kinaza BCR/ABL indukuje wzrost wytwarzania ROS
[42] poprzez aktywacje szlaku kinaz PI-3k/mTOR [24].
Ponadto, indukowane przez BCR/ABL, wolnorodniko-
we uszkodzenia DNA sa przetwarzane w podwdjne pek-
nigcia nici DNA (DSBs), naprawiane niewydajnie przez
mechanizm niehomologicznego taczenia koricow (NHEJ)
oraz mechanizm rekombinacji homologicznej (HRR) [38].
Podobny mechanizm zaobserwowano w liniach komérko-
wych transfekowanych BCR/ABL, ktére poddano napro-

mienianiu [48]. Nieskuteczna naprawa DNA w komor-
kach z ekspresja BCR/ABL sprzyja powstawaniu mutacji
nie tylko w genach supresorowych, ale takze w obrgbie sa-
mego BCR/ABL prowadzac do zwigkszonej niestabilno-
Sci genomu, a w konsekwencji do opornosci na terapig an-
tynowotworowa [26].

ROLA ONKOGENNYCH KINAZ TYROZYNOWYCH W INDUKOWANIU
ZJAWISKA LEKOOPORNOSCI

Stwierdzono, ze onkogenne kinazy tyrozynowe, w poréw-
naniu z biatkami komérek prawidlowych, wykazuja zwigk-
szona aktywnos¢ enzymatyczna [5]. Ponadto wykazano,
ze komorki nowotworowe z ekspresja OTKs — w odpowie-
dzi na leki genotoksycznie aktywne (czyli uszkadzajace
DNA) — wykazuja wczesng lekoopornosé, ktoéra jest jed-
nym z powodéw niepowodzenia terapii przeciwnowotwo-
rowej [18]. Wyniki wielu badan tacza aktywnos¢ OTKs ze
wzmozong naprawa DNA. Istnieje podstawowa korelacja
pomiedzy ekspresja biatek zwiazanych z naprawa DNA
i efektywnoscia terapii z zastosowaniem lekéw przeciwno-
wotworowych oraz promieniowania [39]. Onkogeny, ktére
zmieniaja ekspresje, fosforylacje i/lub funkcje tych biatek
moga zwigksza¢ wydajnos¢ naprawy DNA. Wykazano, ze
BCR/ABL moze aktywowac czynniki transkrypcyjne z ro-
dziny STATS. Prawdopodobnie istnieje réwniez wspotdzia-
fanie migdzy naprawa oraz innymi mechanizmami komor-
kowymi w odpowiedzi na uszkodzenia DNA, takimi jak
zahamowanie apoptozy, modulowanie cyklu komdrkowe-
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go i tempa proliferacji komorek. Stwierdzono, ze kinaza
BCR/ABL moze podwyzsza¢ ekspresj¢ bialek antyapop-
totycznych [1] i/lub hamowac aktywno$¢ biatek proapop-
totycznych [41]. Wydaje sig, ze wszystkie te procesy moga
mie¢ swdj udzial w indukowaniu zjawiska lekoopornosci
komorek z ekspresja OTKs (ryc. 2).

MoDULOWANIE WRAZLIWOSCI KOMOREK NA TERAPIE
PRZECIWNOWOTWOROWA PRZEZ ONKOGENNE KINAZY TYROZYNOWE

Ekspresja onkogennej kinazy tyrozynowej BCR/ABL wy-
wotuje aktywacje wielu wewnatrzkomérkowych kaskad
transmisji sygnatu w szlakach RAS, JAK/STAT, PLCy
oraz kinazy PI3K. Ekspresja BCR/ABL aktywuje biatka
MAP. BCR/ABL wykazuje réwniez silne wtasciwosci pro-
liferacyjne zalezne od aktywnosci kinazy fostatydyloino-
zytolu PI3K. Przekaznikiem w kaskadzie PI3K jest kina-
za serynowo-treoninowa AKT, dla ktdrej substratem jest
proapoptotyczne biatko Bad [12]. Szeroki zakres aktyw-
nosci kinazy BCR/ABL sprawia, ze jej ekspresja wyraznie
réznicuje odpowiedZ komorki na dziatanie lekéw przeciw-
nowotworowych, zwlaszcza genotoksycznie aktywnych —
uszkadzajacych strukturg DNA. WykazaliSmy, ze po dzia-
taniu idarubicyny zaréwno w komoérkach prawidtowych
jak i z ekspresja BCR/ABL powstaja uszkodzenia DNA
[15]. Jednocze$nie zastosowanie naturalnych antyoksy-
dantéw — witaminy C oraz lekéw o dziataniu ostonowym
— amifostyny, powodowato obnizenie poziomu uszkodzen
DNA tylko w limfocytach, podczas gdy nie wptywalo na
poziom uszkodzen w komdrkach BaF3 mysiej linii pro-B
limfoidalnej z ekspresja BCR/ABL [15]. Idarubicyna jest
lekiem z grupy antybiotykéw antracyklinowych stosowa-
nych w leczeniu biataczek, ktéry oprécz peknigé dwuni-
ciowych DNA (DSBs) moze powodowa¢ metylacje za-
sad azotowych [6]. Wynika z tego, ze onkogenna kinaza
BCR/ABL réznicuje odpowiedz komérek patologicznych
z ekspresja OTKSs na uszkodzenia DNA.

Zjawisko lekoopornosci charakterystyczne dla komdrek z eks-
presja OTKs stanowi wazny element dociekan na temat ich
udziatu w odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Przeprowadzone
badania wykazaty jednoznacznie, Ze ekspresja OTKSs zasad-
niczo zmienia charakter odpowiedzi komérek na dziatanie
zwiazkéw genotoksycznie aktywnych w stosunku do komé-
rek prawidtowych. Eksperymenty in vitro wykazaty, ze ko-
morki transfekowane OTKs wytwarzaja wigcej kolonii po
dziataniu cytostatykéw i wykazuja wlasciwosci proliferacyj-
ne nawet przy stezeniach lekéw, ktére eliminuja wszystkie
kolonie komdrek macierzystych [21]. Testy przezywalnosci
MTT oraz barwienia przyzyciowe z bigkitem trypanu wyka-
zaly, ze zaréwno mysie komorki BaF3 transfekowane OTKs,
jak i komérki K562, ludzkiej CML z ekspresja BCR/ABL sa
oporne na dziatanie idarubicyny, MNNG (N-metylo-N’-ni-
tro-N-nitrozoguanidyna) oraz promieniowania UV 1, kt6-
re uszkadzaja DNA [30,31,33].

Udzial onkogennych kinaz tyrozynowych w regulacji
cyklu komérkowego

Prawidlowy przebieg cyklu komdrkowego jest warunkiem
utrzymania homeostazy organizmu. Naruszenie integral-
nosci genomu jest gtéwna przyczyna zaburzen cyklu ko-
morkowego, a w odpowiedzi na dziatanie czynnikéw geno-
toksycznych moze dojs¢ do jego zahamowania. W wyniku

akumulacji uszkodzen DNA dochodzi do zablokowania cy-
klu komérkowego w jednym z dwéch mozliwych punktéw
kontrolnych (cell cycle checkpoints): G1 (G1—S) przed repli-
kacja DNA lub G2 (G2—M) bezposrednio przed podziatem
komorki [11]. Punkty kontrolne cyklu komdrkowego aktywu-
ja system kinaz biatkowych, ktére fosforyluja biatka biorace
udzial w transporcie do miejsc uszkodzenia DNA i w jego
naprawie. W badaniach z zastosowaniem modelu mysich
komorek linii pro-B limfoidalnej transfekowanych kinazami
OTKs (BCR/ABL, TEL/ABL, TEL/JAK2, TEL/PDGFR
TEL/TLKCR(L), NPM/ALK) rosnacych w obecnosci cyto-
statykéw — mitomycyny C i cisplatyny zaobserwowano, ze
wszystkie one zatrzymuja cykl komérkowy w punkcie G2—M
[47]. Oba zwiazki stosowane sg jako leki przeciwnowotworo-
we 1 maja wlasciwosci sieciowania DNA. Wykazano réwniez,
ze zatrzymaniu cyklu komérkowego towarzyszy akumulacja
biatka supresorowego p53, ktére uczestniczy w indukowaniu
zjawiska lekoopornosci [50]. Ponadto, komérki z ekspresja
BCR/ABL maja zdolnos¢ aktywacji fazy S cyklu poprzez
stymulacje szlaku kinaz ATR-Chk1 [35].

Udzial onkogennych kinaz tyrozynowych w regulacji
apoptozy

Apoptoza jest genetycznie zaprogramowanym procesem
$mierci komorki, ktéry moze by¢ inicjowany w odpowiedzi
na uszkodzenia DNA. Proces ten moze przebiega¢ w dwdch
szlakach: zaleznym od receptora TNFR (death receptor pa-
thway) oraz w wyniku uwolnienia cytochromu C z mito-
chondrium (mitochondrial pathway), ktérych wspdlnym
etapem jest aktywacja proteaz cysteinowych z rodziny en-
zymow ICE — kaspaz. Enzymy te na zasadzie kaskady indu-
kuja endonukleazy katalizujace apoptotyczng fragmentacje
DNA komérki zwigzang gtéwnie z aktywacja endonukle-
azy DFF40 (DN-aza zalezna od kaspazy) przez kaspaze¢
3,7 lub granzym B. Jezeli naprawa DNA jest nieefektyw-
na dochodzi do inicjacji apoptozy zwiazanej z uwolnie-
niem cytochromu C z mitochondrium, aktywacja biatek
proapoptotycznych oraz hamowaniem antyapoptotycznych
biatek Bcl-2 i Bel-xL, prowadzaca w konsekwencji do ak-
tywacji kaspazy 3 (ryc. 3). OTKs moga hamowaé proces
apoptozy indukowany w odpowiedzi na uszkodzenia DNA.
Wykazano, ze komorki ludzkiej biataczki K562 z ekspre-
sja kinazy BCR/ABL, s oporne na dziatanie idarubicyny,
a proces ten moze by¢ zwiazany z hamowaniem apopto-
zy [31]. Poziom kaspazy 3 w komérkach K562 po dziataniu
idarubicyny byt Srednio 3-krotnie nizszy niz w limfocytach.
Potwierdza to wczesniejsze spostrzezenia, ze BCR/ABL
moze hamowaé apoptoze w szlaku zaleznym od aktywa-
cji kaspazy 3 [1,2,14]. Zespot Dubreza i wsp. (1998) wy-
kazal, ze aktywacja antyapoptotycznego sygnatu w szlaku
zaleznym od BCR/ABL wystepuje przed aktywacja proka-
spazy 3 [14]. Mechanizm, w ktérym OTKs hamuja proces
apoptozy zaobserwowano w modelu mysich komoérek li-
nii pro-B limfoidalej transfekowanych OTKs. Dalsze ba-
dania z wykorzystaniem wyselekcjonowanych stabilnych
klonéw komoérek BaF3 z ekspresja OTKs wykazaty, ze
kinazy oddzialuja z antyapoptotycznym biatkiem Bcl-xLL
oraz posrednio z proapoptotycznym Bad [47]. Najbardziej
prawdopodobny jest mechanizm, w ktérym fosforylowa-
ne przez BCR/ABL proapoptotyczne biatko Bad tworzy
kompleks z biatkami adaptorowymi frakcji cytoplazma-
tycznej z rodziny 14-3-3 w wyniku, czego nie moze wig-
zaé czynnikéw antyapoptotycznych w tym Bcl-xL [10].

822



Stupianek A. i wsp. - Rola onkogennych kinaz tyrozynowych w odpowiedzi komérek...

7.

Aktywna kaspaza 3,7

e

Prokaspaza 9

Aot 0 X EE{' —— o Ej———- —» FL10
Aktywna kaspaza 9 & 3

Defragmentacja DNA

Ryc. 3. Schemat przebiegu szlaku apoptozy zwigzanego

zuwalnianiem cytochromu Cz mitochondrium

(szlak mitochondrialny). Jesli naprawa DNA

jest nieefektywna dochodzi do powstania

aktywnego kompleksu apoptosom: kaspaza

9/Apaf1/cytochrom C, towarzyszy temu

aktywacja biatek proapoptotycznych Bax

i Bak oraz hamowanie antyapoptotycznych

biatek Bcl-2 i Bcl-xL. Mechanizm ten prowadzi

T* w konsekwencji do aktywadji kaspaz 3, 7 lub

. granzymu B. Enzymy te na zasadzie kaskady

indukuja endonukleazy DFF40 (DN-azy

zalezne od kaspaz) katalizujace apoptotyczng
fragmentacje DNA komorki

W konsekwencji OTKs moga blokowa¢ uwalnianie cyto-
chromu C z mitochondriéw, aktywacje kaspazy 3 i hamo-
waé proces apoptozy.

WPLYW ONKOGENNYCH KINAZ TYROZYNOWYCH NA MECHANIZMY
NAPRAWY DNA

W zachowaniu integralnosci genomu zasadnicza rolg od-
grywaja mechanizmy naprawy DNA. Naprawa wspdlnie
z procesami zwiazanymi z indukcja apoptozy oraz kon-
troli cyklu komdérkowego moze uczestniczy¢ w odpowie-
dzi komérek na uszkodzenia DNA. Nastgpnie wykazano,
ze komorki z ekspresja OTKs, zawieraja (z wyjatkiem
TEL/TRKC(L)) pig¢ do dziesigciu razy wigcej Rad51 niz
komorki macierzyste [47]. Biatko Rad51 uczestniczy w na-
prawie rekombinacyjnej (homologous recombination repa-
ir — HRR), przypisuje mu si¢ rowniez funkcje regulatora
w procesach naprawy DNA przez wycinanie (NER), trans-
krypcji oraz procesach replikacji [44,49]. Ludzkie biatko
Rad51 oddzialuje z biatkiem supresorowym p53, ktére bie-
rze udziat w regulacji cyklu komérkowego i apoptozy [51].
Ponadto sugerowany jest bezposredni udziat biatek z ro-
dziny Rad51 w kontroli wzrostu komoérek [19].

Nasze badania z zastosowaniem modelu komérek Draa40
wskazuja na stymulacje systemu naprawy HRR przez
OTKs. Wprowadzona do komérek Draa40 sekwencja DR-
GFP jest substratem dla naprawy DSBs. Zawiera ona dwa
— w rézny spos6b zmutowane — geny dla biatka GFP (gre-
en fluorescent protein — GFP): SceGFP z dodatkowa se-
kwencja rozpoznawang przez endonukleaze Scel oraz iGFP
ze Srodkowym regionem homologicznym prawidlowego
biatka GFP, ale pozbawionym konicowych sekwencji 5’
oraz 3’. Sygnatem do naprawy jest cigcie podwdjnej nici
DNA (DSB) wywotane dostarczeniem do komoérek droga
elektroporacji plazmidu kodujacego endonukleaze Scel.
Ekspresja funkcjonalnego biatka GFP jest mozliwa, jesli
nastgpi naprawa DSBs na matrycy iGFP. Pomiar sygnatu
fluorescencji potwierdzit zalozenie, ze komorki z ekspre-
sja kinaz OTKSs charakteryzuja si¢ znaczaco wyzsza efek-
tywnoscia naprawy DSBs. Ponadto zbadano, iz kotransfek-
cja komérek Draa40 wektorem z sekwencja antysensowa
dla genu Rad51 znaczaco obniza efektywnoS¢ naprawy,
co Swiadczy o gtéwnej roli Rad51 w stymulowanej przez
OTKSs naprawie DNA [47].

W komoérkach z ekspresja OTKSs regulacji ulega nie tylko
naprawa rekombinacyjna. Najprawdopodobniej w napra-

wie DNA uczestnicza rowniez inne mechanizmy, takie jak
NER, BER, MMR [9,13]. Przeprowadzone badania na mo-
delu pro-B limfoidalnych komérek BaF3 transfekowanych
OTKs wykazaty, iz po dziataniu czynnikéw genotoksycz-
nych, ktére powodowatly aktywacje systeméw NER, BER
oraz MMR, uszkodzenia DNA byty w stosunku do komérek
rodzicielskich BaF3 efektywniej naprawiane w komérkach
z kinazami OTKs [30]. Zastosowanie do hodowli komoérek
medium wzbogaconego mieszaning nukleotydéw dNTP lub
kazdym z nukleotydéw osobno (dATP, dGTP, dCTP, TTP)
zwigkszato wydajnos¢ naprawy w komorkach z ekspresja
kinazy TEL/ABL [33]. Podstawowymi uszkodzeniami po
dziataniu promieniowania UV sa dimery pirymidynowe T-T,
T-C, usuwane w mechanizmie NER. ZaobserwowaliSmy, ze
mieszanina nukleotydéw dCTP lub TTP znaczaco podnosi-
ta efektywnos¢ naprawy dimeréw pirymidynowych w ko-
morkach z ekspresja OTKSs. Eksperymenty z zastosowa-
niem MNNG, ktéry wprowadza metylacje DNA i prowadzi
do btednego sparowania zasad wykazaty, ze uszkodzenia
te moga by¢ rowniez efektywniej naprawiane w komor-
kach z ekspresja OTKs, co moze §wiadczy¢ o stymulacji
systemu naprawy btednie sparowanych zasad (MMR) [21].
ZaobserwowaliSmy réwniez, ze w komodrkach z ekspresja
kinazy BCR/ABL ilos¢ utlenionych zasad azotowych po-
wstatych na skutek dziatania nadtlenku wodoru, jest znacz-
nie mniejsza niz w komérkach kontrolnych. Swiadczyé to
moze o tym, ze obecnos¢ kinazy BCR/ABL aktywuje row-
niez mechanizmy naprawy BER [33]. Nasze badania wy-
kazuja, iz ekspresja fuzyjnych kinaz tyrozynowych moze
aktywowac wiele szlakow naprawy DNA.

Udzial helikaz w procesach naprawy DNA
w komorkach z ekspresja onkogennych kinaz
tyrozynowych

Naprawa dwuniciowych pegknig¢ w mechanizmie HRR jest
zwigzana z koniecznoscia rozdzielenia nici prowadzaca do
powstania jednoniciowych fragmentéw DNA (single strand
DNA — ssDNA). Enzymami majacymi zdolnos$¢ rozwija-
nia helisy DNA sa biatka okreslane jako helikazy [28].
Rodzina helikaz RecQ zapozyczyla swa nazwe od genu
recQ odkrytego w bakteriach E. coli. U ludzi poznano 5
genow kodujacych helikazy DNA RecQ, mutacje spotykane
u trzech z nich: BLM, WRN i RTS sa przyczyna rzadkich
choréb genetycznych o charakterze recesywnym: zespo-
16w Blooma, Wernera i Rothmunda-Thomsona. Wspdlna
cecha tych chorob jest niestabilnos¢ genetyczna, objawiaja-
ca si¢ zwigkszong podatnoscia na rézne typy nowotworéw
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[3]. Komoérki uzyskane od pacjentéw z zespotem Blooma
sq bardziej wrazliwe na zewnetrzne czynniki uszkadzaja-
ce DNA, takie jak promieniowanie UV oraz zwiazki che-
miczne: etopozyd, bleomycyng, hydroksymocznik, cispla-
tyng, mitomycyne C, kamptotecyng [22]. Ponadto cechuje
je zwigkszona (0k.10 razy) liczba wymiany siostrzanych
chromatyd (SCE), ktére to zjawisko jest markerem napra-
wy rekombinacyjnej dwuniciowych pgknig¢ DNA — HRR.
W konsekwencji gromadza one wigcej btedéw w DNA.

Badania prowadzone na materiale otrzymanym od chorych
na przewlekla biataczke szpikowa wykazaty, ze BCR/ABL
zwigksza poziom ekspresji helikaz BLM, WRN, RTS
i RecQL1, ale obniza poziom RecQLS5 [46]. RéwniezZ inne
bialka fuzyjne z grupy onkogennych kinaz tyrozynowych
zwigkszaja ekspresje biatka BLM. Mechanizm tego zja-
wiska wskazuje na role BCR/ABL w hamowaniu kaspa-
zy 3, ktéra ma zdolno$¢ degradacji biatka BLM, ale tyl-
ko w komérkach typu dzikiego, nietransfekowanych przez
BCR/ABL. Towarzyszy temu wzrost aktywnosci helikazo-
wej biatka BLM regulowany przez kinazg¢ BCR/ABL oraz
zwigkszona wrazliwos$¢ na dziatanie cisplatyny w komor-
kach BCR/ABL-pozytywnych dodatkowo transfekowanych
wektorem z sekwencja antysens BLM. Ponadto szpik kost-
ny izolowany od myszy heterozygot BLM™* i infekowany
przez BCR/ABL wykazuje zwigkszona wrazliwos¢ na dzia-
fanie cisplatyny w poréwnaniu ze szpikiem uzyskanym od
myszy kontrolnych (BCR/ABL-pozytywnych). Rolg biatka
BLM w procesie naprawy uszkodzeri DNA kierowanym
przez BCR/ABL ugruntowuje zwigkszone oddziatywa-
nie biatek Rad51 i BLM. Dzigki temu komorki biataczko-
we, mimo akumulacji uszkodzei DNA [48], charaktery-
zuje znacznie wigksza efektywnos¢ naprawy toksycznych
struktur posrednich powstajacych w trakcie HHR.

Wspdéldziatanie naprawy DNA z innymi
mechanizmami odpowiedzi komérkowej

w komoérkach z ekspresja onkogennych kinaz
tyrozynowych

W komoérkach prawidtowych procesy zwiagzane z naprawa
DNA, apoptoza oraz zatrzymaniem cyklu komérkowego sa
regulowane niezaleznie od siebie. Jednakze w biataczkach,
jak sie¢ wydaje, moga one wspotdziata¢ w ochronie komo-
rek z ekspresja BCR/ABL przed uszkodzeniami DNA [5].
Podwyzszony poziom bialek antyapoptotycznych i zaha-
mowanie cyklu komérkowego nalezy rozwaza¢ jako me-
chanizmy S$cisle wspétdziatajace w odpowiedzi na uszko-
dzenia DNA [47]. Ponadto w komérkach z ekspresja OTKs
odnajduje si¢ stata aktywacje szlaku JAK/STAT, w ktérym
czynnik transkrypcyjny STATS jest regulowany przez rézne
OTKs i petni niezbedna rolg we wzroscie i réznicowaniu ko-
morek biataczkowych [36,45]. Podstawa tego zjawiska jest
niezalezna od kinazy JAK fosforylacja STATS stymulowana
przez BCR/ABL. W mechanizmie odpowiedzi na uszkodze-
nia DNA aktywowane sa wigc réwniez czynniki transkryp-
cyjne i prawdopodobnie wzrost aktywnosci Rad51 w komoér-
kach z OTKSs jest skutkiem zachodzacej za posrednictwem
STATS transaktywacji promotora Rad51 [47]. Wykazano,
ze ekspresja Rad51 w komérkach z TEL/TRKC(L) jest
zZnaczaco mniejsza w porownaniu z komérkami zawiera-
jacymi inne OTKs (BCR/ABL, TEL/ABL, TEL/JAK2,
TEL/PDGFR, i NPM/ALK), co jest zgodne z faktem, ze
w poréwnaniu z innymi OTKs, kinaza TEL/TRKC(L) nie
aktywuje STATS [27]. Sugeruje si¢ wigc nastgpujacy szlak

odpowiedzi komérkowej na uszkodzenia DNA: OTKs —
STATS — dalszy efektor (np. Rad51).

ONKOGENNE KINAZY TYROZYNOWE JAKO CEL TERAPII
PRZECIWNOWOTWOROWE)

Poznanie mechanizméw odpowiedzi komérkowej induko-
wanej przez onkogenne kinazy tyrozynowe byto impulsem
do poszukiwania inhibitoréw uniwersalnych dla tej rodzi-
ny biatek. W 2001 r. Amerykariska Agencja ds. Zywnosci
i Lekéw (Food and Drug Administration — FDA) zatwier-
dzita nowy lek - Imatinib (CGP57148B, STI571, Gleevec),
ktéry zrewolucjonizowat leczenie PBSz. Imatinib jest che-
micznym zwigzkiem 2-fenyloaminopirymidyny, ktéry ma
witasciwos¢ blokowania domeny ATP niezbgdnej do ak-
tywnosci kinazowej biatka BCR/ABL [8]. Jest on réow-
niez wykorzystywany do wyciszania aktywnosci innych
OTKs, w tym z poréwnywalna do BCR/ABL efektywno-
Sciag dla TEL/PDGFBR. Najnowsze badania dowodza, ze
Imatinib skutecznie przyczynia si¢ do przetamania opor-
nosci komérek biataczkowych, a jednym z mechanizméw
jest hamowanie stymulowanej przez OTKs naprawy DNA.
Ponadto Imatinib uczula komérki, w ktérych zachodzi eks-
presja BCR/ABL, na dziatanie promieniowania oraz lekow
uszkadzajacych strukture DNA [32]. Niestety, stosowany
w zaawansowanych stanach choroby (faza akceleracji i kry-
za blastyczna) Imatinib jest znacznie mniej skuteczny niz
u pacjentéw w fazie przewlektej PBSz [43]. Istnieja dwie
przyczyny opornosci na terapi¢ Imatinibem: obecno$¢ mu-
tacji punktowych w domenie kinazowej BCR/ABL oraz
amplifikacja genu BCR/ABL [17]. Wydaje sig, ze induk-
cja automutagenezy w BCR/ABL poprzez wzrost wytwa-
rzania ROS jest gtéwnym mechanizmem opornosci komé-
rek PBSz na Imatinib [26].

Sukces terapii z zastosowaniem Imatinibu przyczynit si¢ do
rozwinigcia nowej strategii w leczeniu biataczek, tzw. ,,combi-
target strategy”’, ktéra ma na celu stworzenie leku o wlasciwo-
Sciach genetoksycznych majacego jednoczesnie wtasciwosc
selektywnego hamowania kinazy BCR/ABL. Pierwszym
zwiazkiem z grupy nowych inhibitoréw jest 3-metylo-1,2,3-
triazen (ZRCMS). Dwusktadnikowy kompleks ZRMCS opar-
ty jest na strukturze czasteczki 2-fenyloaminopirymidyny (po-
dobnie jak Imatinib), ktéra blokuje kinazg BCR/ABL, ale
ktéra zawiera dodatkowo triazenowy taricuch przeksztalca-
ny w procesie hydrolizy do metylodiazonu uszkadzajacego
DNA. Wydaje sig, ze terapia biataczek oparta na zastosowa-
niu lekéw typu ZRCMS moze by¢ pomocna w przypadkach
nabywania opornosci na stosowanie tradycyjnych inhibito-
réw w onkogennych postaciach kinaz tyrozynowych spoty-
kanych w réznych postaciach raka [32].

Pobsumowanie

Ekspresja onkogennych kinaz tyrozynowych réznicuje re-
akcje komorek na dziatanie czynnikow uszkadzajacych
DNA. W procesie tym swdj udzial moga mie¢ co najmnie;j
trzy z mozliwych mechanizméw:

* wzrost ekspresji bialek antyapoptotycznych,

e przejsciowe zatrzymanie cyklu komérkowego oraz

* modulowanie naprawy DNA.

Uszkodzenia DNA powstajace na skutek dziatania zwiaz-
kéw genotoksycznie aktywnych sa gtéwna przyczyna za-
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Stupianek A. i wsp. - Rola onkogennych kinaz tyrozynowych w odpowiedzi komérek...

% Uszkodzenia
-DNA

l
@
Apoptoza K/

L przejsciowe zatrzymanie cyklu komérkowego w punkcie G2/M

AN hamowanie uwalniania cytochromu C z mitochondrium

Uszkodzenia
DNA

Ryc. 4. Mechanizmy aktywowane przez onkogenne kinazy tyrozynowe (OTKs) w odpowiedzi na uszkodzenia DNA; A — w prawidtowych komérkach niski
poziom biatka antyapoptotycznego Bcl-xL nieefektywnie hamuje uwalnianie cytochromu C z mitochondrium, co jest sygnatem do aktywadji
proteaz cysteinowych — kaspaz. Aktywna postac kaspazy 3 jest zdolna degradowa¢ RAD51 oraz inne biatka odpowiedzialne za naprawe DNA,
a niewydajny proces naprawy kieruje komérke na droge apoptozy; B — w komdrkach z ekspresja OTKs hamowanie aktywacji kaspazy 3 poprzez
wzrost poziomu antyapoptotycznego biatka Bcl-xL podnosi ekspresje biatka RAD51. Ponadto, przejsciowe zatrzymanie cyklu komérkowego
w punkcie G2/M dostarcza dodatkowego czasu na naprawe uszkodzer DNA; w konsekwencji komdrki nowotworowe z ekspresja OTKs nie wchodza

na droge apoptozy i nabieraja zdolnosci tolerowania uszkodzeri DNA

hamowania podziatéw komoérek nowotworowych, a za-
tem stymulacja mechanizméw naprawy DNA moze si¢
przyczynia¢ do indukowania lekoopornosci w komoérkach
biataczkowych. Uszkadzanie DNA moze powodowaé ak-
tywacje punktu kontrolnego G2/M cyklu komérkowego.
W wyniku tego czas przejscia przez kolejne fazy cyklu ko-

morkowego moze zosta¢ wydtuzony, dajac komérce moz-
liwos¢ naprawy DNA. Przejsciowe opdZnianie G2/M wy-
daje si¢ niezbednym elementem opornosci na uszkodzenia
DNA. OTKs moga wzmacnia¢ ekspresj¢ antyapoptotycz-
nych bialek, takich jak Bcl-xL oraz hamowac proapop-
totyczna funkcje biatka Bad. Nadekspresja Bcl-xL moze
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zapobiega¢ uwalnianiu cytochromu C z mitochondrium
i hamowa¢ kaspaze 3. Wzajemne wspoéidziatanie tych me-
chanizméw moze leze¢ u podstaw zjawiska lekooporno-
Sci indukowanej w odpowiedzi na terapi¢ przeciwnowo-
tworowa (ryc. 4).

PismiENNICTWO

Istotny udziat w modulowaniu tej odpowiedzi moze mie¢
stosowanie inhibitoréw, takich jak Imatinib, ktéry hamuje
stymulowana przez onkogenna kinaz¢ BCR/ABL naprawe
DNA i zwigksza wrazliwo$¢ komérek nowotworowych na
leki oraz promieniowanie.
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