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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Rodzina biatek NF-kB obejmuje czynniki transkrypcyjne zaangazowane w regulacje ekspre-
sji gendéw waznych dla wielu proceséw zachodzacych na poziomie komérki. Dotychczas odkry-
to u ssakdéw 5 czynnikéw transkrypcyjnych zaliczanych do dwdch grup rézniacych si¢ budowa
C-korica taficucha peptydowego. Fizjologiczna rolg odgrywaja heterodimery NF-kB, ktérych ak-
tywnos¢ jest Scisle regulowana. Najbardziej powszechnym jest dimer utworzony z potaczenia bia-
tek p50/RelA (p50/p65). Kompleksy NF-kB zatrzymywane sa w cytoplazmie w wyniku interak-
cji z inhibitorami kB (IkB). Po zadziataniu bodZca IxB podlega fosforylacji, nastgpnie degradacji
w proteasomie, a wolny dimer NF-kB transportowany jest do jadra komdrkowego, gdzie kon-
troluje transkrypcje okreslonych genéw. Gtéwna role w fosforylacji IxB odgrywaja kinazy inhi-
bitoréw kB (IKKs). Jest to kompleks bialek, w sktad ktérego wchodza dwie podjednostki enzy-
matyczne — IKKa i IKKf oraz podjednostka regulatorowa NEMO. Wyréznia si¢ 3 podstawowe
drogi aktywacji NF-kB, ktérym podlegaja odmienne dimery NF-kB. Aktywatorami klasycznej
drogi aktywacji sa m.in. LPS, wirusy oraz cytokiny prozapalne. Alternatywna droga aktywacji
wywolywana jest w wyniku dziatania takich biatek, jak limfotoksyna . Czynnik transkrypcyj-
ny NF-xB ulega takze aktywacji w odpowiedzi na uszkodzenie DNA.

Powszechnie wiadomo, ze NF-kB dziata antyapoptotycznie, przez co przyczynia si¢ do przezy-
wania komérek z defektami i rozwoju wielu nowotworéw. Jednakze ostatnie doniesienia wska-
zuja na proapoptotyczne wlasciwosci NF-kB. Niniejsza praca stanowi probg przedstawienia sta-
nu aktualnej wiedzy na temat udziatu czynnika transkrypcyjnego NF-xB w procesie apoptozy.

NF-xB * IxB * IKK * apoptoza ° drogi aktywacji NF-xB

Summary

The NF-kB protein family encompasses transcription factors involved in controlling the expres-
sions of genes which are crucial for several processes taking part at the cellular level. Five trans-
cription factors, differing in the structure of the polypeptide chain of the C terminus, have been
discovered in mammals so far. NF-kB heterodimers play a physiological role and their activi-
ty remains under strict control. The most common is a dimer composed of pS0/RelA (p50/p65)
proteins. NF-kB complexes are retained in the cytoplasm due to their interaction with kB inhi-
bitors (IkB). When stimulated, IxB undergoes phosphorylation and then degradation in a pro-
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teasome, while the free NF-kB dimer is translocated to the cell nucleus, where it regulates the
transcription of target genes. A key role in IkB phosphorylation is played by kinases of kB inhi-
bitors (IKKs). They involve a protein complex encompassing two enzymatic subunits, IKKa and
IKKJ, and the regulatory subunit NEMO. Three principal pathways of NF-kB activation are di-
stinguished, which involve distinct NF-xB dimers. Activators of the classical triggering pathway
include, among others, lipopolysaccharide composing the envelope of Gram-negative bacteria,
viruses, and pro-inflammatory cytokines. Another activation pathway is induced by the action of
such proteins as lymphotoxin . NF-kB transcription factor also becomes activated in response
to DNA damage. As generally recognized, NF-kB exerts an anti-apoptotic action, promoting the
survival of defective cells, which may result in the development of several tumors. Nevertheless,
recent reports also point to a pro-apoptotic activity of NF-xB. This review is an attempt to pre-
sent current knowledge on the involvement of NF-kB transcription factor in cell death by apop-
tosis.
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Wykaz skrotow:  AIF - czynnik indukujacy apoptoze (apoptosis inducing factor); ANT - translokaza nukleotydéw

adeninowych (adenine nucleotide translocator); ARD - domena zawierajaca powtdrzenia
ankirynowe (ankirin repeat domain); ARF - biatko o alternatywnej ramce odczytu (alternative
reading frame protein); BAFF - czynnik aktywujgcy limfocyty B (B cell activating factor); Bel - biatko
onkogenu biataczki limfocytow B (oncogene B cell leukemia); CD - kompleks réznicowania (cluster
of differentiation); CDC - biatko cyklu podziatowego komérki (cell division cycle); c-FLIP - biatko
FLIP komérkowe (cellular FLIP); ¢-IAP - komédrkowy inhibitor apoptozy (cellular inhibitor of apoptosis
protein); CK - kinaza kazeiny (casein kinase); COX - cyklooksygenaza (cyclooxygenase); DD

- domena $mierci (death domain); DED - wykonawcza domena $mierci (death execution domain);
ELKS - biatko bogate w aminokwasy leucyne, kwas glutaminowy, lizyne i seryne (protein rich in
amino acids E, L, Kand S); FADD - zwigzane z Fas biatko adaptorowe z domeng $mierci (Fas-
associated death domain-containing protein); Fas - receptor liganda Fas; FasL - ligand Fas;
FLICE - kaspaza 8 (FADD-like interleukin-1[B-converting enzyme); FLIP - biatko hamujace FLICE
(FLICE-inhibitory protein); GM-CSF - czynnik stymulujgcy wzrost kolonii granulocytéw i makrofagéw
(granulocyte and macrophage colony stimulating factor); GRR - region bogaty w glicyne (glycine
rich region); G-SCF - czynnik stymulujgcy wzrost kolonii granulocytow (granulocyte colony
stimulating factor); HDAC - deacetylaza histonowa (histone deacetylase); HSP - biatko wstrzasu
cieplnego (heat-shock protein); IAP - inhibitor apoptozy (inhibitor of apoptosis protein); I-CAM

- czasteczka adhezji miedzykomarkowej (intercellular adhesion molecule); IKK - kinaza biatka IxB
(IxB kinase); IL - interleukina (interleukin); iNOS - indukowalna syntaza tlenku azotu (inducible
nitric oxide synthase); lkBs - biatka inhibitorowe czynnika jagdrowego kB (inhibitory proteins

of NF-xB); JNK - N-koricowa kinaza c¢-Jun (c-Jun N-terminal kinase); LPS - lipopolisacharyd
(lipopolysaccharide); LT - limfotoksyna (lymphotoxin); MHC I - gtéwny uktad zgodnosci tkankowe;j
klasy | (major histocompatibility complex class I); MIP - biatko zapalne makrofagéw (macrophage-
inflammatory protein); MMP - metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomérkowej (matrix
metalloproteinase); MnSOD - manganowa dysmutaza ponadtlenkowa (manganese-containing
superoxide dismutase); M-SCF - czynnik stymulujgcy wzrost kolonii makrofagéw (macrophage
colony stimulating factor); NAP - biatko zwigzane z kinazg NAK (NAK-associated protein);

NBD - domena wigzgca NEMO (NEMO binding domain); NEMO - podjednostka regulatorowa IKKy
(NF-kB essential modulator); NES - sygnat eksportu jagdrowego (nuclear export signal);

NF-«B - transkrypcyjny czynnik jadrowy kB (nuclear factor kB); NLS - sygnat lokalizacji jadrowej
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(nuclear localization signal); PIR - biatko niezalezne od inhibitora (proteasome inhibitor-resistant);
RANTES - chemokina [ syntetyzowana przez limfocyty T (regulated on activation normal T cell
expressed and secreted); RHD - domena homologiczna Rel (Rel homology domain); RIP - biatko
wykazujgce powinowactwo do receptora TNF (TNF-receptor interacting protein); SRR - region wrazliwy
na sygnat (signal responsive region); TAD - domena aktywujgca transkrypcje (transcription activation
domain); THANK - homolog TNF aktywujacy apoptoze, NF-kB i kinaze JNK (TNF homologue that
activates apoptosis, nuclear factor kB and JNK kinase); TNF - czynnik martwicy nowotworu (tumor
necrosis factor); TRAF - czynnik (biatko adaptorowe) zwigzany z receptorem dla TNF (TNF receptor
associated factor); TRAIL - ligand zwigzany z TNF-ct indukujacy apoptoze (TNF related apoptosis
inducing ligand); uPA - urokinazowy aktywator plazminogenu (urokinase-type plasminogen
activator); V-CAM - czasteczka adhezji do Srodbtonka naczyn (vascular cell adhesion molecule);
VEGF - $rodbtonkowy czynnik wzrostu naczyn (vascular endothelial growth factor); VEGI - inhibitor
Srodbtonkowego czynnika wzrostu naczyh (vascular endothelial growth inhibitor); XIAP - inhibitor
apoptozy zwigzany z chromosomem X (X-chromosome-linked inhibitor of apoptosis protein)

Wstep

Transkrypcyjny czynnik jadrowy kB (nuclear factor-kB) od-
kryli i opisali dwaj badacze, Sen i Baltimore [76] w 1986 1.
jako jadrowy czynnik, ktéry wiaze si¢ z promotorem genu
tancucha lekkiego (kappa) immunoglobulin w dojrzatych
limfocytach B i odgrywa istotna rol¢ w procesach odpor-
nosciowych (odpornos¢ wrodzona i nabyta) oraz zapalnych.
Dowiedziono, ze jest on bardzo powszechnym czynnikiem
transkrypcyjnym, wystepujacym we wszystkich typach ko-
morek, od muszki owocowej Drosophila melanogaster do
cztowieka [1]. W wielu badaniach przeprowadzonych w ostat-
nich 10 latach wykazano, iz biatka z rodziny NF-«xB sa zaan-
gazowane réwniez w procesy proliferacji i apoptozy.

Apoptoza jest swoistym rodzajem $mierci odpowiedzial-
nym za usuwanie zbgdnych komérek podczas rozwoju em-
brionalnego, utrzymywanie homeostazy tkankowej oraz
eliminacj¢ komoérek z nieodwracalnymi defektami [79].
Dlatego tak wazne jest, aby apoptozie podlegaly poten-
cjalnie niebezpieczne komorki, ktére moga zapoczatko-
wac proces nowotworowy lub choroby autoimmunizacyj-
ne. NF-kB jest czynnikiem, ktéremu przypisuje si¢ role
inhibitora apoptozy, a ma to wptyw na rozwdj wielu no-
wotworéw [29]. Jednakze niektérzy badacze dowodza, iz
NF-kB ma réwniez aktywnos¢ proapoptotyczna [12,18,28,
37,47,54,73,84]. Co decyduje o tym, ze NF-kB chroni ko-
morki lub kieruje je na droge apoptozy nie jest do korica
poznane. W pracy oméwiono stan wiedzy na temat biatek
z rodziny NF-kB, ich drég aktywacji oraz udziatu w regu-
lacji procesu apoptozy.

Ropzina Biatek NF-xB

U ssakéw zidentyfikowano dotychczas 5 czynnikéw trans-
krypcyjnych nalezacych do rodziny biatlek NF-kB: NF-kB 1
(p50 oraz jego prekursor pl105), NF-kB2 (p52 i jego pre-
kursor p100), RelA (czyli p65), RelB oraz c-Rel [27,34,60].
Biatka te charakteryzuja si¢ obecnoscia strukturalnie kon-
serwatywnego regionu w N-koficowym odcinku tanicu-
cha peptydowego, zwanego domena RHD (Rel homology
domain). Fragment ten zbudowany jest z okoto 300 ami-
nokwaséw i odpowiada za dimeryzacje, taczenie si¢ cza-
steczek z wlasciwa sekwencja DNA oraz interakcje z bial-
kami bedacymi swoistymi inhibitorami (IkB) [25,27,60,66].
Ponadto w obrgbie domeny RHD znajduje si¢ sekwencja

NLS (nuclear localization sequence), ktéra stanowi o trans-
lokacji dimeréw do jadra komérkowego [25,57].

Ze wzgledu na réznice w odcinku C-koicowym taicucha
peptydowego, wsrdd biatek NF-kB wyodrgbniono 2 grupy.
Do pierwszej zalicza si¢ biatka RelA, RelB i c-Rel zawie-
rajace na C-koricu sekwencje TAD (transcription activa-
tion domain), dzigki ktérej moga aktywowac transkrypcje
czasteczki DNA. Druga grupe stanowia biatka NF-xB1
(p105/p50) i NF-kB2 (p100/p52) syntetyzowane jako biat-
ka prekursorowe p105 i p100 (o masie odpowiednio 105
i 100 kDa), ktére maja w odcinku C-koricowym domeng
ARD (ankirin repeat domain) zawierajaca wiele (5-7) po-
wtérzen ankirynowych. [9,25,32]. Sa to sekwencje skta-
dajace si¢ z 30-33 aminokwaséw charakterystycznych dla
biatka ankiryny [51]. Powtérzenia te odpowiadaja za wia-
zanie z sekwencja NLS biatek NF-kB [51,57,60]. Na sku-
tek proteolizy ubikwitynozaleznej tychze fragmentéw ge-
nerowane sa postaci ostateczne (pS0 i p52), ktére maja
domeng RHD, dzigki czemu moga si¢ taczy¢ z czastecz-
ka DNA. Jednakze sa one pozbawione domeny TAD, od-
powiedzialnej za aktywacje¢ transkrypcji, dlatego tez funk-
cjonuja jako represory transkrypcji [25,34,57,66]. Ponadto
biatka p105 i p100 sa zaopatrzone w region bogaty w gli-
cyn¢ (GRR — glycine-rich region), ktéry zapobiega przed
catkowitg degradacja tych czasteczek w proteasomie oraz
region SRR (signal responsive region), zawierajacy miejsce
fosforylacji dla IKK (kinaza inhibitora kB) [57,86]. W ta-
beli 1 przedstawiono informacje na temat obecnie funk-
cjonujacego nazewnictwa biatek NF-xB.

Poniewaz mechanizm powstawania prekursora p105 w ko-
morce jest o wiele bardziej wydajny niz powstawania pre-
kursora p100, dlatego tez wigkszos¢ komorek charaktery-
zuje si¢ wysokim poziomem biatka p50, a ilos¢ biatka p52
jest stosunkowo niewielka i Scisle regulowana [42,59].

DimERY

Formami aktywnymi, pelniacymi funkcje regulatorowych
biatek transkrypcyjnych z rodziny NF-kB sa dimery utwo-
rzone przez taczenie si¢ biatek z wyzej wymienionych obu
grup. Wszystkie biatka z rodziny NF-xB (z wyjatkiem Rel
B) moga wystgpowac w postaci zaréwno homo-, jak i hete-
rodimeréw [25,35,60]. Jednakze efekt biologiczny wywiera-
ja tylko heterodimery. W cytoplazmie wystepuja r6znorodne
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Tabela 1. Biatka NF-xB, 1B i IKK (zmodyfikowane na podstawie [14,25])

Mozliwe kompleksy z innymi biatkami

Biatko Synonim 2 rodziny NF-icB
Biatka Rel/NF-xB
p50 lub p105 NF-xB1, p110, KBF1, EBO-1 RelA, RelB, Bdl-3
p521ub p100 NF'K&Z& ';’lft?g;‘(‘)gp% gf‘ﬁz"#fmo' RelB, Bcl-3
RelA p65 p50, p52
RelB I-Rel p50, p52
-Rel Brak p50, p52, RelA
Biatka 1B
IkBou MAD-3, pp40, RL/IF-1, ECI-6 wszystkie dimery NF-kB
IxBp Brak wszystkie dimery NF-xB
[xBy P105/pdI, C-koricowy fragment p105 wszystkie dimery NF-iB
IxBe Brak wszystkie dimery NF-xB
Bd-3 Brak wszystkie dimery NF-kB
Kinazy IxB (IKK)
IKKou IKK1, CHUK nieznane
IKKB IKK2 nieznane
IKKy IKK3, NEMO (NF-kB essential modulator) nieznane

kombinacje poszczegdlnych biatek, a najbardziej powszech-
nym w wielu typach komérek jest dimer pSO/RelA (p50/p65),
okreslany mianem NF-xB [32,35,96]. W zaleznosci od struk-
tury poszczegdlnych dimeréw, moga one w zréznicowany
sposob regulowac ekspresje¢ genéw oraz miec rézne powi-
nowactwo do poszczegélnych miejsc promotorowych, przez
co wywieraja odmienny efekt biologiczny [14,25].

Homodimery p50/p50 i p52/p52 funkcjonuja jako inhibito-
ry transkrypcji, jednakze moga aktywowac ja w chwili, gdy
utworza kompleks z biatkiem Bcl-3, nalezacym do rodzi-
ny biatek IxB [16,31]. RelA i c-Rel maja w swojej budowie
domeng RHD, przez co funkcjonuja jako aktywatory trans-
krypcji, podobnie jest z RelB, gdy tworza kompleksy z p52
lub p50. Natomiast heterodimery RelB/RelA sa represorami,
poniewaz nie moga si¢ zwiazac z czasteczka DNA [65].

Bardzo duze znaczenie w regulacji transkrypcji gendéw przez
biatka z rodziny NF-kB ma réwniez czas przenikania aktyw-
nych heterodimeréw do jadra komérkowego. Translokacja
p50/RelA jest znacznie szybsza niz p50/c-Rel nawet o kil-
ka godzin od chwili zadziatania bodZca, co ma ogromny
wplyw na efekt koricowy dziatajacego dimeru [25].

InHiBITORY NF-XB (IKB)

W wigkszosci komérek aktywnos¢é komplekséw NF-kB jest
bardzo Scisle regulowana (jedynie w dojrzatych limfocytach
B odbywa sig stata, konstytutywna aktywacja NF-kB) [35,82].
Dlatego tez dimery sa zatrzymywane w cytoplazmie w po-

staci nieaktywnej przez niekowalentne zwiazanie ich z biat-
kami inhibitorowymi zwanymi IkB [14,56,60]. Do rodziny
biatek IkB naleza: IkBao, IkB, IkBY, IkBe, (C-koricowy frag-
ment pl105), IkB3 (C-koricowy fragment p100), IkBE, Bcl-3
[14,25,86,96]. Biatka IkB charakteryzuja si¢ obecnoscia wielu
powtdrzen ankirynowych (6-7). Motyw ten stanowi o wigza-
niu kB do sekwencji NLS biatek NF-xB [57,60]. Prekursory
p105 1 p100 réwniez zawieraja powtdrzenia ankirynowe, dla-
tego zaliczane sg do biatek kB, majacych zdolnos¢ do reten-
cji podjednostek Rel w obrebie cytoplazmy [25,57,60]. Biatka
Bcl-3 1 IkB sa wyjatkami wsréd IkB. Zaliczono je do tej gru-
py tylko ze wzgledu na ich budowg, jednak petnia odmien-
na funkcje. Bcl-3 taczy si¢ z homodimerami p52 i p50, 1 jest
aktywatorem transkrypcji, gdyz ma w swej budowie dome-
ne TAD [16,23,25,57]. Podobnie dziata IkBC, na state umiej-
scowiony w jadrze komérkowym [31,94].

Bottero i wsp. [15] wykazali, ze kompleksy NF-kB/IxB
wystepuja réwniez w migdzybtonowych przestrzeniach mi-
tochondrialnych. Inhibitor IxB wiaze si¢ tam z biatkiem
btony wewnetrznej mitochondrium — ANT, bedacym giéw-
nym elementem struktury megakanatu [15,62].

Istota dziatania biatek IkB jest maskowanie przez nie se-
kwencji NLS podjednostek NF-kB. Jednakze badania krysta-
lograficzne, strukturalne i biochemiczne ujawnity, ze IKBa
maskuje sekwencje¢ NLS tylko w podjednostce RelA, pozo-
stawiajac tym samym wolng NLS w p50 [13,45]. Pozwala to
na ciagla translokacje kompleksu biatek NF-xB do jadra ko-
moérkowego [64]. Co wazne, biatko [kB zawiera na N-koncu
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Ryc. 1. Klasyczna droga aktywacji NF-xB. Po
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faiicucha polipeptydowego sekwencje NES (nuclear export
signal), ktéra odpowiada jednoczesnie za ciagte usuwanie
kompleksu NF-kB z jadra komérkowego. Poniewaz proces
eksportu jest o wiele bardziej wydajny niz importu, dlate-
go przyjmuje sig, ze dimery pozostaja uwigzione w cyto-
plazmie [39], a jadrowa lokalizacj¢ kompleksu NF-kB/IxB
mozna wykry¢ po zablokowaniu transportu z jadra do cyto-
plazmy z uzyciem inhibitora leptomycyny B [57].

Podobnie przemieszczajq si¢ pomigdzy jadrem a cytoplazma
kompleksy zwiazane z inhibitorami IxBe [63]. Co ciekawe,
1xBp nie maja sekwencji NES, a kompleksy NF-kB/IxBf3
pozostaja w cytoplazmie, poniewaz inhibitor ten maskuje
obie sekwencje NLS w dimerze [64,85].

Kinazy iNHiBITOROW KB (IKKSs)

Jest to kompleks biatek o masie czasteczkowej 900 kDa, kt6-
rego zadaniem jest fosforylacja IkB. Rdzeniem tej struktu-
ry sa dwie podjednostki o wtasciwosciach enzymatycznych
—kinazy IKK1 (IKKa) i IKK?2 (IKK) oraz podjednostka
strukturalna IKKy, powszechnie zwana NEMO (NF-kB es-
sential modulator), niezbgdna do prawidiowej fosforylacji
czasteczki inhibitora. Kinazy, oprécz charakterystycznych
dla swojej funkcji domen, zawieraja réwniez motyw zamka
leucynowego taczacego podjednostki katalityczne — motyw
helisa-petla-helisa oraz domeng NBD (NEMO binding do-
main), odpowiedzialng za kontakt z jednostka regulatorowa.
Niedawno odkryto dodatkowe elementy zwigzane z kom-
pleksem IKK: HSP90, CDC37, ELKS oraz biatko NAPI,
ktérych funkcja nie zostata do koiica poznana [86].

KLasyczny sposoB Aktywacsi NF-xB

Wyodrebniono 3 gtéwne sposoby aktywacji NF-kB pro-
wadzace do translokacji wolnych dimeréw NF-kB z cyto-
plazmy do jadra komérkowego, ktére taczac si¢ z wlasci-
wa sekwencja DNA umozliwiaja transkrypcje swoistych
dla danego modelu aktywacji genéw.

Aktywatorami klasycznej aktywacji sa: LPS — lipopo-
lisacharyd wchodzacy w sktad otoczki bakterii Gram-
ujemnych, wirusy oraz cytokiny prozapalne, takie jak
IL-1B i TNF-a [60,86]. Istota tego sposobu jest degra-
dacja IkBa, ktéry wigzi dimery p50/RelA i p50/c-Rel
w cytoplazmie [36,41]. Dzieje si¢ to z udziatem kinazy
IKKp [14,27,58]. Po zadziataniu bodzca, IKKf katalizu-
je fosforylacje IkBa na N-koricowej domenie regulato-
rowej w dwoch resztach seryny — Ser-32 i Ser-36) [88]
(inne rodzaje IkB maja nastgpujace miejsca fosforyla-
cji: Ser-19 i Ser-23 dla IkB, Ser-157 i Ser-161 dla IxBg)
[74]. Ufosforylowane miejsca w IkBa sa nastgpnie roz-
poznawane przez ligaze ubikwityny SCF, co prowadzi do
gwattownej ubikwitynacji IkBa na dwéch sasiadujacych
resztach lizyny (Lys-21 i Lys-22) [10,14,50,60], a nastep-
nie do degradacji IkBa przez proteasom 26S i uwolnie-
nia dimeréw NF-kB. Odlaczenie IkBo powoduje odsto-
nigcie sekwencji NLS i translokacje¢ dimeréw NF-kB do
jadra komorkowego, gdzie tacza si¢ ze swoistym miej-
scem w czasteczce DNA o wielkosci 10 par zasad: 5°-
GGGPuNNPyPyCC-3’ (Pu — puryna, Py — pirymidyna,
N — dowolna zasada) w przypadku p5S0/RelA [1,68] i ak-
tywuje transkrypcje genéw (ryc. 1) [33].
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Ryc. 2. Alternatywna droga aktywacji NF-iB.
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Klasyczna aktywacja NF-kB jest bardzo Scisle regulowa-
na przez aktywnos¢ samego czynnika NF-kB. Wsréd ge-
néw bedacych pod kontrola NF-xB jest gen /xkBa, kodu-
jacy bialko IkBa [25,60]. Aktywacja NF-kB prowadzi do
gwaltownej resyntezy inhibitora, ktéry gromadzi si¢ w ob-
szarze jadra komdrkowego i odtacza NF-xB od DNA [17].
Cytoplazmatyczna pula nowo powstatych, nieaktywnych
kompleksow NF-kB/IkBo jest przywracana w procesie
eksportu z jadra do cytoplazmy, dzigki sekwencji NES
umiejscowionej w czasteczce IkBo [44].

Fosforylacja IkB, a nastepnie degradacja inhibitora, jest
niezb¢dnym etapem aktywacji czynnika NF-kB. W sytu-
acji, gdy zastapi sie¢ fosforylowane aminokwasy seryno-
we Ser-32 i Ser-36 na reszty alaninowe, niemozliwa staje
si¢ degradacja inhibitora IxB [74]. W ten sposéb powsta-
te zmutowane postaci IkB okresla si¢ mianem ,,super-re-
presoréw”, gdyz ich ekspresja uniemozliwia transloka-
cj¢ dimeréw NF-xB z cytoplazmy do jadra komoérkowe-
go [5,50,74,95].

ALTERNATYWNY SP0SOB AKTYWAC) NF-kB

Drugim rodzajem aktywacji dimeréw NF-xB jest tzw. al-
ternatywna aktywacja, wywolywana w odpowiedzi na

dziatanie niektérych biatek z rodziny cytokin TNF, takich
jak np. limfotoksyna B (LTP) i stymulator limfocytéw B
(BAFF) [60,86] oraz ligand CD40. Ten ostatni moze jed-
nak zapoczatkowywac rowniez klasyczng aktywacje [60].
Po zadziataniu bodZca dochodzi do aktywacji kinazy NIK,
ktora fosforyluje i aktywuje kinaze IKKo.. W nastgpstwie
tego kinaza IKKa (niezaleznie od jednostki enzymatyczne;j
IKKP i jednostki regulatorowej NEMO) [21,24] fosforyluje
w obrebie regionu SRR biatko prekursorowe p100, ktére jest
zwigzane z RelB i stanowi nieaktywna pule w cytoplazmie
[83,86]. Ufosforylowane biatko p100 podlega ubikwityna-
cji i czeSciowej degradacji (proteolizie podlega C-koniec
taricucha polipeptydowego bogaty w powtdérzenia ankiry-
nowe), dzigki czemu powstaje posta¢ pS2 i aktywny trans-
krypcyjnie dimer p52/RelB [24,41,93], ktdry jest transpor-
towany do jadra komérkowego (ryc. 2) [24].

Arypowy spos6B AKTYWAC)I NF-xB

NF-xB ulega aktywacji réwniez w odpowiedzi na uszko-
dzenie DNA. Aktywacja ta zostata nazwana atypowa, po-
niewaz indukcja nastepuje bez udziatlu mechanizmu ligand-
receptor oraz jest niezalezna od dziatania kompleksu kinaz
IKK [60,86]. Czynniki uszkadzajace DNA, takie jak pro-
mieniowanie UV lub doksorubicyna powoduja fosforyla-
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Tabela 2. Geny, ktorych ekspresja jest kontrolowana przez NF-kB [56,86,96]

Klasa genéw Geny bedace pod kontrolg NF-kB
Gytokiny interleukiny (IL) 1a, 1B, 2,6, 8,9, 10,11, 12, 13, 15; limfotoksyna (LT) o i [3; TNF ot i [3; interferon 3 iy; TRAIL;
Fas
Chemokiny MIP (biatko zapalne drobnoustrojéw); RANTES

Czynniki wzrostu

G-SCF — czynnik stymulujacy wzrost kolonii granulocytéw, M-SCF — czynnik stymulujacy wzrost kolonii
makrofagéw, GM-SCF — czynnik stymulujacy wzrost kolonii granulocytow i makrofagéw, erytropoetyna, VEGF

(zasteczki immunoregulatorowe

(D40, immunoglobulina (IgG) Cy1, 1gG y4, taricuch lekki i g, farcuch ciezki € Ig, MHCklasy | (H-2 Kb)

(zasteczki adhezji komérkowej

E-selektyna, fibronektyna, I-CAM — czasteczki adhezji miedzykomérkowej, V-CAM — czasteczki adhezji
komdrkowej naczyn

Geny stresu komérkowego

angiotensyna Il, cyklooksygenaza (COX) 2, iNOS, dysmutaza nadtlenkowa (Mn SOD), fosfolipaza A2

Biatka ostrej fazy

angiotensynogen, uPA, 3-defensyna 2

Regulatory apoptozy

czynnik zwigzany z receptorem TNF (TRAF) 12, inhibitor apoptozy (IAP), FasL, c-FLIP, kaspaza 11, Bcl-2, BcI-xL,
Bfl1/A1

Czynniki transkrypcyjne

¢-myb, c-my, biatka z rodziny Rel/NF-kB (p52/p100, p50/p105, c-Rel, RelB), biatka IicB (IxBax, 1B, Bcl-3)

kolagenaza 1, lizozym, metaloproteinaza 9 macierzy zewnatrzkomaérkowej (MMP-9), syntaza, fosfolipaza C 87,

Enzymy transglutaminaza

cje IkBal z udziatem kinazy kazeiny 2 (CK2) aktywowa-
nej kinaza p38 oraz nastgpowa degradacj¢ w proteasomie
[53]. Wolne dimery NF-xB, gtéwnie p5S0/RelA, aktywuja
ekspresje gendw w sposob podobny do metody klasycz-
nej [86], jednakze nie dowiedziono jeszcze fizjologicznej
roli tego typu aktywacji NF-xB [71].

O’Connor i wsp. [69] opisali sposdb aktywacji polegajacy
na degradacji IkBo (lecz nie IkBf) z udziatem biatka PIR
(proteasome inhibitor-resistant), a co za tym idzie niewy-
magajaca degradacji inhibitora kB w proteasomie. W wy-
niku dzialania biatka PIR zaleznego od kompleksu kinaz
IKK, powstaja dimery p50/c-Rel, ktére wykazuja konsty-
tutywna aktywnos$¢ w limfocytach B.

NF-xB jest wszechobecnie wystgpujacym czynnikiem
transkrypcyjnym, ktérego aktywacja na jeden z wyzej
opisanych sposobéw kontroluje ekspresje okoto 200 ge-
néw, zwigzanych z waznymi procesami komérkowymi,
takimi jak proliferacja, réznicowanie oraz apoptoza ko-
morek zaréwno prawidtowych, jak i nowotworowych (ta-
bela 2). Wsréd genéw podlegajacych aktywacji NF-xB sa
réowniez geny kodujace m.in. biatka Rel, p100, p105 oraz
IxB, tworzac w ten sposéb swoista petle autoregulacyjna
[25]. Wszystkie geny aktywowane przez NF-kB maja se-
kwencj¢ ztozona z 10 par zasad (ktéra podana zostata po-
wyzej), zwana KB [81].

AntYAPOPTOTYCZNE DZIALANIA NF-KB

Apoptoza jest procesem programowanej §mierci komorki,
ktéry wymaga wielu zmian biochemicznych i morfologicz-
nych zachodzacych w obrebie komoérki apoptotycznej. Sa
to m.in.: kondensacja chromatyny, fragmentacja jadrowe-
2o DNA na odcinki o wielkosci 180-200 par zasad, obkur-
czanie si¢ komorki, powstanie ciatek apoptotycznych i ich
pdzniejsza fagocytoza [3,20,22]. Prawidlowy przebieg pro-

cesu apoptozy gwarantuje wlasciwa liczbe komodrek w or-
ganizmie oraz eliminacj¢ komorek potencjalnie niebez-
piecznych (np. ulegajacych transformacji nowotworowej).
Czynniki transkrypcyjne z rodziny Rel/NF-kB dzialaja
antyapoptotycznie w wielu rodzajach komérek, przyczy-
niajac si¢ do ich przezycia w dwojaki sposob — indukujac
transkrypcje gendéw antyapoptotycznych lub hamujac ak-
tywno$¢ genéw proapoptotycznych [79]. NF-kB pobudza
ekspresje wielu genéw, ktérych produkty koficowe maja
zdolnos¢ hamowania apoptozy. Sa to m.in.: komérkowe
inhibitory apoptozy (c-IAPs), inhibitory XIAPs, biatko c-
FLIP, biatko A1/Bfl1, czy tez czynnik zwiazany z recepto-
rem TNF (TRAF1 i TRAF2) [52]. Zablokowanie translo-
kacji NF-kB z cytoplazmy do jadra komérkowego wzmaga
dziatanie proapoptotyczne, m.in.: cytokin nalezacych do
rodziny TNF, chemioterapeutykéw, promieniowania joni-
zacyjnego, hormonéw oraz mikroorganizméw [79].

Komoérka moze odbiera¢ sygnaty kierujace ja na droge
apoptozy od innych komérek poprzez biatka przez nie
syntetyzowane, tzw. aktywatory $mierci, ktére taczg si¢ ze
swoistymi receptorami na powierzchni komorki (zewna-
trzpochodny szlak indukcji apoptozy). Mozliwy jest takze
szlak wewnatrzpochodny polegajacy na dziataniu sygna-
16w wewnatrz komoérki informujacych o jej nieodwracal-
nym uszkodzeniu [79].

Szlak zewnatrzpochodny inicjowany jest dzigki dziataniu
tzw. ligandéw $mierci, ktére tacza si¢ na powierzchni ko-
morek z receptorami $mierci, co skutkuje aktywacja ka-
skady kaspaz prowadzacych do programowanej degradacji
sktadnikéw komérki [4,78]. Najlepiej poznanym czynni-
kiem indukujacym apoptozg w komoérkach ssakéw jest czyn-
nik martwicy nowotworéw (TNF), jednakze wiele innych
czynnikéw nalezacych do nadrodziny TNF ma takie same
wtasciwosci. Sg to m.in.: LT (limfotoksyna), FAS-ligand,
TRAIL, THANK (homolog TNF aktywujacy apoptoze,
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NF-xB i kinazg JNK) oraz VEGI (inhibitor naczyniowo-
sréodbtonkowego czynnika wzrostu) [40,67,79].

Beg i wsp. [8] jako pierwsi wykazali, ze NF-kB petni bar-
dzo wazna funkcje antyapoptotyczng. Badali oni myszy
pozbawione podjednostki RelA, ktére umieraty juz w 15
dniu zycia ptodowego na skutek rozlegtej apoptozy komo-
rek watroby. P6Zniejsze eksperymenty wykonywane na fi-
broblastach réwniez z niedoborem podjednostki RelA po-
twierdzity, ze NF-kB hamuje apoptoz¢ indukowang przez
TNF-a [7,61,89]. Komérki staja si¢ bardziej wrazliwe na
czynniki wywotujace apoptoze po zadziataniu biatka E1A,
ktére hamuje aktywacj¢ NF-kB. Dzieje si¢ to przez zablo-
kowanie aktywnosci kinazy IKK, a co za tym idzie braku
fosforylacji IxkBa [77]. Badania przeprowadzone z uzy-
ciem biatek sygnatowych dowiodty, ze przytaczenie sig bia-
tek adaptorowych, takich jak FADD do receptoréw $mier-
ci (TNF-R1) wywotuje apoptozg, jednakze gdy do domen
Smierci (DD) kompleksu TNF-R1 dotaczy si¢ biatko RIP
i TRAF2, powoduje to aktywacje czynnika transkrypcyj-
nego NF-kB, ktéry chroni komérki przed Smiercia w wy-
niku apoptozy wywotanej przez TNF-o [61].

Biatka c-IAP (komérkowe inhibitory apoptozy) sa najle-
piej poznanymi biatkami podlegajacymi kontroli NF-kB.
Maja one zdolnos¢ do bezposredniego wigzania si¢ i jed-
noczes$nie hamowania kaspaz efektorowych 3 i 7, a takze
blokowania aktywacji prokaspazy 6 i 9 [26]. c-IAP hamu-
ja zatem apoptoze wywotana w wyniku aktywacji szlaku
zewnatrzpochodnego oraz wewnatrzpochodnego (mito-
chondrialnego) [52]. W promotorze genu c-IAP2 odkry-
to 2 funkcjonalne miejsca kB, co wskazywatoby na to, iz
ekspresja tego genu jest zalezna od NF-kB [43,90]. Biatka
c-IAP lacza si¢ z kompleksem sygnalowym TNF-R1 po-
przez biatko TRAF2, w ten sposéb hamujac dziatanie ka-
spazy 8 (c-IAP nie maja zdolnosci bezposredniego wia-
zania si¢ z kaspaza 8) [26,80,91].

Kolejnym inhibitorem apoptozy, ktérego ekspresja podlega
regulacji NF-xB jest biatko c-FLIP. Po raz pierwszy zosta-
fo zidentyfikowane jako komdrkowy homolog wirusowego
biatka FLIP [87]. c-FLIP w swojej budowie zawiera dwie
efektorowe domeny $Smierci (DED) oraz katalitycznie nieak-
tywna domeng o wlasciwosciach kaspazy. Moze zatem wia-
zac si¢ z domenami Smierci biatka adaptorowego FADD oraz
przytaczaé prokaspaze 8 i skutecznie zaklécac jej aktywa-
cje, dzialajac w ten sposéb jako czynnik hamujacy aktywa-
cje szlaku prowadzacego do $mierci komorki [46]. Biatko c-
FLIP moze réwniez oddzialywac z biatkami TRAF2 i RIP
wiazacymi si¢ z kompleksem TNF-R1. Biatka te maja zdol-
nos¢ do aktywowania kinazy IKK, a co za tym idzie translo-
kacji dimeréw NF-kB do jadra komérkowego, gdzie zapo-
czatkowuja transkrypcje okreslonych genéw. Stad wniosek,
ze c-FLIP ma wpltyw na hamowanie apoptozy réwniez po-
przez zwigkszenie aktywnosci samego NF-kB [52,80].

NF-kB ma réwniez udzial w hamowaniu apoptozy indu-
kowanej przez czynniki uszkadzajace DNA (szlak we-
wnatrzpochodny) [6]. Gléwna role odgrywaja tutaj biat-
ka z rodziny Bcl-2, takie jak Al i Bcl-x; [52]. Biatko Al
ma zdolnos¢ do hamowania depolaryzacji mitochondriéw,
uwalniania z nich cytochromu c i czynnikéw indukujacych
apoptozeg (AIF) oraz aktywacji kaspazy 9 [89]. Podobna
funkcje spetnia biatko Bcl-x, , ktérego wzmozona ekspre-

sja zapobiega apoptozie indukowanej przez TNF-o w ko-
morkach charakteryzujacych si¢ obecnoscia ,,super-repre-
sorow” IkBa [19]. NF-kB dziata hamujaco na aktywnos¢
biatka Bax, ktorego ekspresja zwigkszata si¢ w komérkach
zawierajacych ,,super-represory”’ IoBal, natomiast nade-
kspresja NF-xB opdZnia aktywnos$¢ promotora genu Bax
stymulowanego przez biatko p53 [11].

W wielu typach komérek dochodzi do §mierci na skutek
gromadzenia si¢ reaktywnych form tlenu (ROS), ktdre sa
waznymi czynnikami wywotujacymi apoptoze [30]. NF-xB
indukujac ekspresj¢ genéw hamujacych akumulacje ROS
w komorce, chroni ja przed $miercia apoptotyczna [75].

NF-kB moze rowniez hamowac¢ apoptoze przez aktywacje
cykliny D1, ktéra jest odpowiedzialna za przejsScie komor-
ki z fazy G1 do fazy S cyklu podziatowego [38]. Czynnik
ten reguluje wigc ekspresje jednego z gendw zwiazanych
z kontrolg cyklu komérkowego.

Z badan wynika, ze aktywacja NF-kB blokuje apoptoze,
natomiast aktywacja apoptozy moze powodowac¢ zahamo-
wanie aktywacji czynnika transkrypcyjnego, co tworzy
swoisty uktad sprzg¢zenia zwrotnego [79]. Na przyktad ko-
morki srodbtonka ulegaja apoptozie na skutek braku wihasci-
wych czynnikéw wzrostu. Komérki, ktére przezywaja cha-
rakteryzuja si¢ wzmozong aktywnoscia NF-kB, natomiast
komorki apoptotyczne maja zdegradowana podjednostke
RelA, pozbawiona C-koricowej domeny TAD (aktywacji
transkrypcji), co czyni je inhibitorem NF-kB, przyczynia-
jac si¢ tym samym do procesu apoptozy [79].

ProapopToTYCZNA AKTYWNOSE NF-KB

Do komérek nieustannie docieraja pozytywne i negatywne
sygnaty, ktére decyduja o zyciu lub $mierci. Powszechnie
znana jest rola czynnika transkrypcyjnego NF-kB jako in-
hibitora apoptozy indukowanej TNF-o lub chemioterapeu-
tykami, jednak niektére badania wskazujq na catkowicie
odmienne wiasciwosci NF-kB. Moze on réwniez kierowac
wiele rodzajéw komorek na drogg apoptozy wywotanej roz-
norodnymi czynnikami [79]. Kitajima i wsp. [54] udowod-
nili, iz w mysich osteoblastach aktywacja NF-kB posredni-
czy w apoptozie indukowanej przez TNF-o. Zahamowana
aktywno$¢ NF-kB oraz obnizona ekspresja biatka Fas w ko-
morkach ludzkiego czerniaka chroni je przed apoptoza in-
dukowang promieniowaniem UV [47]. Aktywacja NF-kB
kontroluje procesy, ktére posrednicza w indukowaniu apop-
tozy wywotanej przez stres oksydacyjny w ludzkich komér-
kach srédblonka aorty poprzez obnizenie aktywacji biat-
ka Bcl-2, translokacje biatka Bax i zwigkszone dziatanie
biatka p53 [2]. Translokacja do jadra komérkowego czyn-
nika transkrypcyjnego NF-kB poprzedza proces apopto-
zy wywolany aspiryna [84]. Gupta i wsp. [37] dowiedli,
ze Helicobacter pylori wywotuje apoptozg w chronicznym
niezycie zotadka wykorzystujac aktywnos¢ NF-kB.

Niektdre czynniki aktywujace NF-xB, takie jak biatko ARF
mobilizowane w odpowiedzi na uszkodzenie DNA, promie-
niowanie UV, chemioterapeutyki (daunorubicyna, doksoru-
bicyna, cisplatyna) powoduja, iz podjednostka RelA, bedaca
powszechnie uznanym aktywatorem transkrypcji genéw anty-
apoptotycznych, zmienia si¢ w represora transkrypcji tychze
genéw [28]. Po zadziataniu aktywatora w postaci biatka ARF
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lub cisplatyny dochodzi do fosforylacji biatka RelA w miej-
scu Thr-505, do ktérego przyltacza si¢ nastgpnie deacetyla-
za histonowa (HDAC). Skutkuje to zahamowaniem ekspresji
biatka Bel-x, , przez co komérka staje sig wrazliwa na apopto-
z¢ [18,72]. Promieniowanie UV-C oraz przedstawiciel antra-
cyklin — daunorubicyna wywotuja podobny efekt, jakim jest
zahamowanie ekspresji genéw czynnikéw antyapoptotycznych
(Bel-x, i XIAP), jednakze odbywa sig to z pominigciem fos-
forylacji podjednostki RelA [18]. Badania wykonane przez
Biana i wsp. [12] dowiodly, ze w komérkach neuroblastycz-
nych typu N dochodzi do §mierci indukowanej doksorubicy-
na, za posrednictwem aktywnego czynnika NF-kB.

Jednym z mechanizméw prowadzacych do aktywacji NF-kB
jest fosforylacja IxB przez swoiste kinazy (IKKs), a nastgpnie
degradacja inhibitora przez proteasomy. Wsréd wielu strate-
gii prowadzacych do zahamowania aktywnosci NF-kB wy-
mieni¢ mozna zapobieganie fosforylacji IkB przez blokowa-
nie kinaz (IKKs) oraz degradacji IkB w proteasomach [92].
Bortezomib (MG-341, PS-341) jest lekiem z powodzeniem
stosowanym w terapii przeciwnowotworowej, ktdry jest za-
liczany do grupy inhibitoréw proteasoméw [70,72].

PismiennicTwo

Badania przeprowadzone przez Lina i wsp. [59] wykaza-
ly, ze czynniki wywolujace programowang $mier¢ komorki
maja zdolnos¢ do modulowania aktywnosci NF-xB, a co
za tym idzie jego dziatania pro- lub antyapoptotycznego.
Jest coraz wigcej doniesien, iz czynnik NF-kB moze funk-
cjonowac jako inhibitor badZ aktywator apoptozy, w za-
leznosci od typu komorki oraz natury czynnika wywotu-
jacego ten rodzaj Smierci komérki [5,48].

Whnioski

Programowana smier¢ komorki moze by¢ indukowana na
dwa sposoby — poprzez interakcje z inna komorka i/lub wy-
dzielanymi przez nig substancjami biatkowymi oraz w wyni-
ku dziatania czynnikéw uszkadzajacych DNA. Powszechnie
uznaje sig, iz wszechobecnie wystepujacy czynnik trans-
krypcyjny NF-kB spetnia rolg inhibitora apoptozy. Jednak
coraz wigcej doniesient modyfikuje ten poglad, dostarczajac
danych o proapoptotycznym dziataniu NF-kB. By¢ moze
aktywacja samego NF-kB jest niewystarczajaca do tego,
aby regulowaé apoptozg i zaangazowane sa w ten proces
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