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STRESZCZENIE

aterial genetyczny kazdego organizmu jest ciagle narazony na uszkodzenia spowodo-

wane fizjologicznymi procesami zachodzacymi w komérce, jaki i dzialaniem szkodli-
wych czynnikéw pochodzacych z otaczajacego srodowiska. W komérkach eukariotycznych
zostal rozwiniety system monitorujacy integralnos¢ genomu, nazwany szlakiem odpowie-
dzi na uszkodzenia DNA (DDR). OdpowiedZ komdrek na dzialanie czynnika indukujacego
uszkodzenia DNA moze prowadzi¢ do starzenia, naprawy uszkodzen DNA, badz $mierci
komoérkowej. Kluczowym elementem szlaku DDR, jest bialtko p53. W wyniku licznych mo-
dyfikacji potranslacyjnych zaangazowane moze ono by¢ w aktywacje wielu genéw i biatek,
prowadzacych do przezycia lub $mierci komérki. W starzeniu komoérkowym biatko p53 pro-
wadzi do indukcji p21, czego konsekwencja jest zatrzymanie komérek w cyklu. W apoptozie
bialko p53 bierze udzial w aktywacji kaspaz, ktére odpowiedzialne sa za degradacje wielu
bialek. Decyzja o tym, ktéra ze Sciezek bedzie aktywowana zalezy od stopnia uszkodzenia
DNA.

WPROWADZENIE

Jednym z fundamentalnych zadan komorki jest ochrona informacji gene-
tycznej zawartej w DNA. Uszkodzenia DNA zagrazaja nie tylko wiernemu
przekazaniu informacji genetycznej potomnym komoérkom, ale takze moga
powodowaé mutacje, niejednokrotnie prowadzace do rozwoju nowotworéw.
Szacuje sie, ze kazdego dnia w jednej komoérce powstaje ponad 10° sponta-
nicznych uszkodzenn DNA [1]. Uszkodzenia DNA moga by¢ skutkiem dzia-
tania czynnikéw zewnetrznych, takich jak: promieniowanie jonizujace i ul-
trafioletowe, zwiazki cytotoksyczne lub wewnetrznych, jakimi sa: reaktywne
formy tlenu i btedy polimerazy DNA podczas replikacji. Powyzsze czynniki
prowadza do powstania réznych form uszkodzenn DNA, do ktérych zaliczy¢
mozna: modyfikacje zasad azotowych lub reszt cukrowych, tworzenie ad-
duktéw, polaczerr krzyzowych nici DNA oraz jednoniciowych (SSB, ang.
single strand breaks) i dwuniciowych peknie¢ DNA (DSB, ang. double strand
breaks). Najgrozniejsze dla komorki sa DSB poniewaz sg wynikiem fizycz-
nego przerwania weglowo-fosforanowego szkieletu DNA. Powstaja one w
wyniku dziatania promieniowania jonizujacego lub zatrzymania widelek
replikacyjnych podczas napotkania przez maszynerie replikacyjna fizycznej
przeszkody, jaka moga by¢ inne formy uszkodzen DNA [2,3]. Zakl6cenie
procesu transkrypcji moze takze prowadzi¢ do powstawania dwuniciowych
peknie¢ DNA [4,5]. Aby radzi¢ sobie z tak duza liczba zagrozen, komorki
eukariotyczne wyksztalcily system monitorujacy DNA, nazwany szlakiem
odpowiedzi na uszkodzenia DNA ( DDR, ang. DNA Damage Response). Jest
to zlozona sie¢ aktywacji biatek, ktéra pozwala na wykrycie uszkodzeri DNA
i poprzez uruchomienie kaskady przekazywania sygnatu determinuje los,
przezycie albo §mier¢, wystawionej na dziatanie czynnikéw stresowych ko-
morki (Ryc. 1) [3,6,7]. Aktywacja szlaku DDR prowadzi do uruchomienia
punktéw kontroli cyklu komoérkowego i zatrzymania podzialéw, co unie-
mozliwia przekazanie uszkodzonego DNA do komoérek potomnych. Jedno-
czednie aktywowane zostaja mechanizmy naprawy DNA. Jezeli uszkodzenia
s naprawione, nastepuje wznowienie cyklu komérkowego i podziatéw, co
pozwala przezy¢ komorce i dalej prawidtowo funkcjonowad. Jesli naprawa
jest niemozliwa, co czesto spowodowane jest wystepowaniem bardzo duzej
liczby uszkodzen, nastepuje eliminacja komoérki w wyniku uruchomienia
programowanej Smierci, apoptozy lub indukcja procesu starzenia komoérko-
wego, nieodwracalnego zatrzymania cyklu komoérkowego i podziatéw [8].
Powyzszy opis dotyczy sytuacji, kiedy szlak DDR dziata prawidlowo. Jakie-
kolwiek zaburzenia jego dziatania, niesprawne systemy naprawy, indukcji
apoptozy lub starzenia, sa bardzo niebezpieczne dla organizmu, poniewaz
moga prowadzi¢ do niestabilnosci genetycznej i transformacji nowotworo-
wej [2].
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AKTYWACJA SZLAKU ODPOWIEDZI
NA USZKODZENIA DNA

Szlak odpowiedzi na uszkodzenia DNA jest bardzo
ztozong siecia przekazywania sygnalu, w ktéra zaangazo-
wanych jest wiele bialek. Centralng funkcje w aktywacji
szlaku odgrywajq nalezace do rodziny PIKK (ang. phospha-
tidylinositol 3-kinase-related kinase) kinazy ATR (ang. Ataxia
telangiectasia Rad 3-related) i ATM (ang. Ataxia telangienctasia
mutated).

WYKRYWANIE USZKODZEN DNA

Kinaza ATR posredniczy w przekazywaniu sygnatu
od peknie¢ jednej nici DNA, a doktadniej jednoniciowych
odcinkéw DNA bedacych wynikiem zatrzymania widetek
replikacyjnych. Aktywowana jest gtéwnie podczas fazy S
cyklu komérkowego [9,10]. W mechanizm aktywacji ATR
zaangazowanych jest wiele bialek. Kluczowa funkcje w
tym procesie pelni biatko RPA (ang. replication protein A),
ktére wiaze sie do jednoniciowych odcinkéw DNA po-
wstajacych w widetkach replikacyjnych. Zapobiega to
polaczeniu sie rozwinietej nici lub powstawaniu struktur
drugorzedowych. W przypadku zablokowania replikacji,
powstaja dlugie jednoniciowe odcinki nici DNA, ktére
polaczone sa z RPA, co prowadzi do rekrutacji seryno-

wo/treoninowej kinazy ATR. Proces ten odbywa sie za
posrednictwem biatka ATRIP (ang. ATR interacting prote-
in) [11], ktére oddziatuje bezposrednio z RPA i odpowia-
da za umiejscowienie kompleksu ATR-ATRIP w widel-
kach replikacyjnych. Dodatkowo DNA potaczone z RPA
stanowi sygnat do rekrutacji kompleksu 9-1-1 ztozonego
z RADY, HUSI1 i RAD1 [12]. RAD9 oddziatuje z biatkiem
TopBP1, ktore aktywuje kinaze ATR poprzez zmiany kon-
formacyjne kompleksu ATR-ATRIP [13]. Nastepnie ATR
aktywuje kinaze CHK1, a ta z kolei fosforyluje fosfataze
CDC25. Prowadzi to do jej inaktywacji, czego efektem jest
zatrzymanie komérek w cyklu komoérkowym [14,15] ATR
fosforyluje réwniez wiele bialek bedgcych elementami
szlaku DDR. Naleza do nich: H2AX, BRCA1 (ang. breast
cancer type 1 susceptibility protein), BRCA2 (ang. breast can-
cer type 2 susceptibility protein), RAD51 i p53 [16].

Kinaza ATM jest aktywowana gléwnie w odpowie-
dzi na dwuniciowe uszkodzenia DNA i dziala podczas
wszystkich faz cyklu komoérkowego [17]. Wykrycie DSB
nastepuje bardzo szybko. Rozpoznanie i uruchomienie
Sciezki sygnalowej od uszkodzenia wymaga wzajemnego
oddzialywania miedzy kompleksem MRN i ATM. Proces
ten inicjowany jest przez enzym PARP1, katalizujacy for-
mowanie laficucha poli(ADP-rybozy), co ulatwia przy-
taczenie kompleksu MRN do miejsca uszkodzenia [18].

Kompleks MRN sklada sie z

trzech biatek: NBS1 (ang. Nij-
megen breakage syndrome protein
1), MRE11 (ang. Meiotic recom-
bination 11) i RAD50. Gdy kom-
pleks MRN zostanie przylaczo-
ny do miejsca podwodjnego pek-
niecia nici DNA, karboksylowy
koniec biatka NBS1 oddziatuje
z kinaza ATM i rekrutuje ja
do miejsca uszkodzenia DNA,
gdzie nastepuje jej aktywacja.
Serynowo/treoninowa  Kkina-

Uszkodzenia
DNA

Detektory

Biatka
posredniczace

BRCA1 BRCA1
za ATM w nieaktywnej formie
\ / wystepuje jako homodimer,
ktéry po rekrutacji do miejsca
Biatka uszkodzenia DNA ulega auto-
efektorowe aktywacji poprzez fosforylacje.
BAX Autofosforylacji ulega na resz-
PUMA cie seryny 1981, co prowadzi
/ p21 FAS do rozpadu nieaktywnego di-
| } } meru na katalitycznie aktywne
- - - monomery [19]. W komérkach
Nal:?r:liwa Zakt(r]zr:mgﬁecgglu kﬁ:;sglse <&| Autofagia || Apoptoza I((::) dn?g::;fﬂ; ludzkich, ale nie mysich, zosta-

Rycina 1. Szlak odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR). Pekniecia nici DNA prowadzg do aktywacji szlaku odpowiedzi
na uszkodzenia DNA. W szlaku tym wyrézni¢ mozna nastepujace grupy bialek: zaangazowanych w wykrywanie
uszkodzenia (detektory), posredniczacych w przekazywaniu sygnatu (mediatory) oraz decydujacych o specyficznej
odpowiedzi komorki, biatka efektorowe. Uszkodzenia DNA, jedno- (SSB) i dwuniciowe (DSB), rozpoznawane sg od-
powiednio przez RPA/ATRIP i kompleks MRN. Prowadzi to do aktywacji gléwnych kinaz szlaku DDR, ATR i ATM.
Nastepstwem tego procesu jest formowanie w obrebie uszkodzenia DNA duzych skupisk bialek niezbednych do ak-
tywacji biatek efektorowych. Kluczowym biatkiem efektorowym jest p53. W zaleznosci od stopnia uszkodzenia DNA,
biatko p53 ulega specyficznym modyfikacjom potranslacyjnym. Moga one prowadzi¢ do zatrzymania komérek w cyklu
i w konsekwengji do naprawy uszkodzen, badz starzenia komérkowego lub do autofagii czy apoptozy. Transaktywacja
biatka p21 prowadzi do zatrzymania komérek w cyklu, co daje czas na naprawienie uszkodzen, a gdy jest to niemozli-
we, komorka ulega starzeniu, czemu towarzyszy trwate zatrzymanie komorek w cyklu. Indukcja autofagii pozwala na
przetrwanie niekorzystnych warunkéw badz prowadzi do starzenia lub apoptozy, gdy czynnik stresowy nie zanika.
W odpowiedzi na wysoki poziom uszkodzen DNA, biatko p53 indukuje ekspresje genow bialek proapoptotycznych,

prowadzacych do $mierci komorki.
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ty zidentyfikowane dodatkowe
miejsca autofosforylacji, resz-
ty Ser367 i Serl893 niezbedne
do aktywacji i prawidlowego
funkcjonowania kinazy ATM
[20]. W aktywacji kinazy ATM
odgrywa réwniez role acetyla-
cja na reszcie seryny 3016 przez
acetylotransferaze Tip60 [21].
Ponadto aktywnos¢ kinazy
ATM jest réowniez regulowana
przez fosfatazy takie jak PP2A
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i RNF168, ktore ubikwitynujac chro-
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matyne prowadza do przylaczenia
BRCAT1 i 53BP1 [28]. Biatka rekruto-
wane do skupiska moga oddziatywac
z kompleksem MRN i/lub kinazami
ATM i ATR, dzieki czemu powstaje
pozytywna petla zwrotna, powodu-
1 jaca amplifikacje sygnalu od uszko-
/ dzenia DNA. Szacuje sie, ze jedno
dwuniciowe uszkodzenie DNA moze

Rycina 2. Tworzenie skupisk biatek - odpowiedZ na uszkodzenia DNA. Za posrednictwem kompleksu MRN
(Mrell, Rad50, Nbs1) dochodzi do przylaczenia do miejsca pekniecia nici DNA, kinazy ATM. Aktywna ki-
naza ATM fosforyluje histon H2AX, do ktérego przylacza si¢ biatko MDC1. Kompleks MRN-ATM 1aczac sie
do MDC1, prowadzi do rozprzestrzenienia si¢ fosforylacji H2AX na odcinku 1-2 mega par zasad od miej-
sca uszkodzenia nici DNA. MDC1 stanowi rowniez platforme, do ktérej przylaczane s ligazy ubikwitynowe
(RNF8, RNF168), ktore poprzez ubikwitynacje chromatyny prowadza do przylaczania kolejnych bialek szlaku

zgromadzi¢ do kilkunastu tysiecy
czasteczek bialek [29]. Obecnosé tych
skupisk biatek mozna wykrywac me-
todami immunocytochemicznymi, a
jedno skupisko odpowiada jednemu
dwuniciowemu peknieciu DNA [30].

DDR takich jak: BRCA1 czy 53BP1. P - fosforylacja, Ub - ubikwitynacja. Zmodyfikowane wedtug [28].

p53 — KLUCZOWE BIALKO SZLAKU

(ang. Protein Phosphatase 2A) i PP5 (ang. Protein Phosphata-
se 5). Defosforylacja kinazy ATM, zachodzaca za posred-
nictwem fosfatazy PP2A, hamuje jej aktywacje, podczas
gdy fosfataza PP5 bierze udzial w aktywagji tego bialka
[22,23]. Aktywne monomery kinazy ATM fosforyluja
wiele bialek. Znalezionych zostato ponad 700 substratéw
tej kinazy. Naleza do nich miedzy innymi bialka, takie
jak: H2AX, CHK2, NBS1, BRCA1, SMC1 i p53, biorace
udzial w kontroli cyklu komérkowego, naprawie uszko-
dzen DNA i apoptozie.

PRZEKAZYWANIE SYGNAEU OD USZKODZEN
DNA — TWORZENIE SKUPISK BIALEK

Jednym z pierwszych substratéw kinaz ATR i ATM
jest histon H2AX. W odpowiedzi na uszkodzenia DNA
jest on takze fosforylowany przez kinaze DNA-PKcs
(ang. DNA-dependent protein kinase, catalytic subunit), réw-
niez nalezaca do rodziny PIKK. Histon ufosforylowany
na reszcie seryny 139, nazywany jest yH2AX i zapoczat-
kowuje przytaczanie kolejnych elementéw szlaku sygna-
towego [24]. Jednoczes$nie dochodzi do defosforylaciji
histonu H2AX na reszcie tyrozyny 142, konstytutywnie
fosforylowanej, gdy nie ma uszkodzeri DNA [25]. Defos-
forylacja umozliwia biatku MDC1 (ang. mediator of DNA
damage checkpoint protein 1) bezposrednie przylaczenie do
vH2AX. Zakotwiczenie MDC1 w miejscu uszkodzenia
stanowi platforme do przylaczania sie kolejnych biatek
nalezacych do szlaku DDR oraz kompleksu MRN-ATM.
Pozwala to na wzmocnienie lokalnej aktywnosci kinazy
ATM i na rozszerzenie obszaru fosforylacji H2AX na nu-
kleosomy sasiadujace z uszkodzeniem DNA, obejmujac
odcinek do 1-2 mega par zasad (Ryc. 2). Formowanie roz-
legtych regionow (skupisk) yH2AX pelni wazna role w
akumulacji i utrzymaniu elementéw skladowych szlaku
DDR, takich jak MRN oraz bialek zwiazanych z napra-
wa DNA tj.: BRCA1 i 53BP1 [26,27]. Stabilizacja sktad-
nikéw Sciezki DDR, rekrutowanych do nukleosomoéw
zawierajacych yH2AX, jest osiagnieta dzieki udzialowi
enzyméw modyfikujacych chromatyne poprzez ubikwi-
tynacje, sumoilacje, acetylacje i metylacje. Wigzanie ufos-
forylowanego MDC1 z yH2AX pozwala na przylaczenie
do miejsca uszkodzenia ligaz ubikwitynowych E3, RNF8
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DDR DETERMINUJACE LOS KOMORKI

Uszkodzenia DNA, uruchamiajac szlak DDR, prowa-
dza do aktywacji bardzo duzej liczby réznych bialek.
Kluczowym skladnikiem szlaku jest biatko supresorowe
nowotworu, p53, aktywacja determinuje los komorki.
Bialko p53 dziala gtéwnie jako czynnik transkrypcyj-
ny, indukujacy i/lub hamujacy aktywacje wielu genéw.
Znana jest rowniez funkcja p53 niezwigzana z regulacjy
transkrypgji [31]. W zaleznosci od sity czynnika stresowe-
go (poziomu uszkodzert DNA) p53 moze prowadzié¢ do
przejéciowego zatrzymania cyklu komoérkowego i napra-
wy uszkodzenn DNA, autofagii, apoptozy lub starzenia.
Ze wzgledu na regulacje tak waznych proceséw komor-
kowych (ktére sa mechanizmami supresji nowotworéw),
biatko p53 nazywane jest straznikiem genomu. Jego in-
aktywacja w wyniku mutacji zwiazana jest z akumulacja
uszkodzonych komérek i rozwojem nowotworéw [32]. W
ok. 50% nowotworéw czlowieka biatko p53 jest zmuto-
wane, a myszy z delecja genu Tp53 sa wysoce podatne na
rozwo6j nowotworéw w miodym wieku [33].

W warunkach, w ktérych komoérka nie jest wystawiona
na dzialanie czynnika stresowego, biatko p53 utrzymy-
wane jest w komoérkach na niskim poziomie. Odpowia-
da za to biatko MDM2 (ang. murine double minute gene 2),
ktére wiazac sie z p53, blokuje jego aktywnos¢ transkryp-
cyjna i prowadzi do jego degradacji zaleznej od ubikwity-
nacji. Synteza MDM2 jest regulowana przez p53, co two-
rzy negatywna petle zwrotna, prowadzac do obnizenia
poziomu p53 po jego indukcji. Zachwianie réwnowagi
pomiedzy p53 a MDM2 jest punktem krytycznym w ak-
tywacji p53 [34]. Dochodzi do tego w momencie, kiedy po
zadzialaniu czynnika wywolujacego uszkodzenia DNA,
aktywowana kinaza ATM i/lub ATR fosforyluje biatko
P53 na reszcie seryny 15, a CHK2 na reszcie seryny 20.
ATM fosforyluje takze MDM2. W wyniku tych modyfika-
¢ji oddziatywanie MDM2 z p53 jest zablokowane, co pro-
wadzi do zahamowania zaleznej od MDM2 degradacji i
w konsekwencji do akumulacji p53. Nastepnie dochodzi
do aktywacji p53 w wyniku modyfikacji postranslacyj-
nych (fosforylacji, acetylacji, metylacji, ubikwitynacji, su-
moilacji oraz neddylacji) zwiekszajacych powinowactwo
do promotoréw okreslonych genéw (Ryc. 3). Bialko p53

www.postepybiochemii.pl



prawe uszkodzen

ATM CHK2 (| p38 Tip60 | |CBP
ATR CHKI1 || HIPK2 hMOF | (p300

DNA zalezna od
enzymoéw, ktorych
synteza jest regu-
lowana przez p53
(DDB2 (ang. dama-
ge-specific DNA bin-
ding protein 2), XPC
(ang. Xeroderma pig-

MDM2

Apoptoza

Zatrzymanie cyklu
komoérkowego

mentosum),  FEN1
(ang. Flap-struc-
ture-specific  endo-

Rycina 3. Modyfikacje potranslacyjne biatka p53 i ich funkcje. Na schemacie przedstawione zostaty niektore z modyfikacji potranslacyj-

nuclease 1), MGMT
(ang. O6-alkylgua-

nych biatka p53, niezbedne do aktywacji specyficznej odpowiedzi komérkowej. Gdy komorka nie jest poddana dziataniu czynnika stre- nine  DNA ﬂlkyl-

sowego, poziom p53 jest regulowany przez biatko MDM2. Ubikwitynowane przez MDM2 biatko p53 jest degradowane. W odpowiedzi
na czynniki stresowe (np. uszkodzenia DNA), kinazy ATM i ATR oraz CHK1 i CHK2 fosforyluja p53 na resztach seryny 15 i 20. Prowadzi
to do zahamowania oddziatywania p53 z MDM2 i jego ubikwitynacji. W wyniku zablokowania degradacji, poziom biatka p53 wzrasta.
Dalsza stabilizacja p53 jest wynikiem acetylacji na szeéciu resztach lizyny (K370, K372, K373, K381, K382 i K386), ktore sa celem ubi-
kwitynacji przez MDM2. Aktywacja gendéw proapoptotycznych jest zwiagzana z fosforylacjg na reszcie seryny 46 (p38, HIPK2, DYRK2),
acetylacja na reszcie lizyny 120 (Tip60, hMOF) i lizyny 164 (CEP, p300). Acetylacje na resztach lizyny 164 o 320 (PCAF) sa réwniez wy-
magane do indukgji genéw zwiazanych z zatrzymaniem cyklu komorkowego. P — fosforylacja, Ac — acetylacja, Ub — ubikwitynacja.

transferase) i MSH2
(ang. mutS homolog
2 gene) [40]. Kolej-
na grupe stanowia
geny kodujace bial-
ka proapoptotycz-

dziala jako czynnik transkrypcyjny regulujacy ekspresije
docelowych genéw, ktéra réwniez zachodzi dzieki re-
krutacji koaktywatoréw lub korepresoréw. Wsréd nich
wazng funkcje pelnig acetylotransferazy. Enzymy takie
jak: CBP (ang. CREB-binding protein), p300, Tip60 (ang.
60-kDa tat-interactive protein), hMof, (ang. human males
absent on the first) czy PCAF (ang. P300/CBP-associated fac-
tor) acetyluja p53 oraz histony, co prowadzi do zmiany
konformacji chromatyny, zwiekszajacej dostepnosé ma-
trycy DNA dla maszynerii transkrypcyjnej [31]. W odpo-
wiedzi na uszkodzenia DNA, CBP i/lub p300 acetyluja
P53 na szesciu resztach lizyny (K370, K372, K373, K381,
K382 i K386), ktére sa rowniez celem ubikwitynacji dla
MDM2, dzieki czemu zwigksza sie stabilnosé i zdolnosé
biatka p53 do wigzania z DNA. Acetylacja na reszcie lizy-
ny 320 przez PCAF, powoduje preferencyjna aktywacje
genéw zaangazowanych w zatrzymanie cyklu komérko-
wego, podczas gdy acetylacja na reszcie lizyny 120 przez
Tip60 i/lub hMOF promuje zalezna od p53 apoptoze.
Natomiast acetylacja na reszcie lizyny 164 jest wymaga-
na zaréwno do zatrzymania cyklu komoérkowego, jaki i
apoptozy [33]. Modyfikacja potranslacyjna p53 niezbedna
do indukgcji apoptozy jest fosforylacja na reszcie seryny
46, przez p38, DYRK2 czy HIPK?2 [35-37]. Oprécz modyfi-
kacji potranslacyjnych, stabilnos¢ i translacja mRNA p53
jest regulowana przez rézne bialka wigzace RNA (HuR,
RPL26, RNPC1) oraz miRNA (miR-125b, miR125a, miR-
504) [38].

W zaleznosci od typu i liczby uszkodzern DNA, do-
chodzi do réznych modyfikacji potranslacyjnych p53
(Ryc. 3), co przekiada sie na r6zng odpowiedz komor-
kowa. Czyni to biatko p53 gléwnym przelgcznikiem,
decydujacym o przezyciu badz $mierci, wystawionej na
dzialanie czynnikéw stresowych komorki. Wéréd genow
regulowanych przez p53 w odpowiedzi na uszkodzenia
DNA mozna wyrézni¢ kilka grup. Jedna stanowia nega-
tywne regulatory/inhibitory cyklu komoérkowego takie
jak: p21, 14-3-30 i GADD45a, prowadzace do zatrzymania
cyklu komoérkowego i podziatéw [39]. Pozwala to na na-
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ne: PUMA (ang.
p53 upregulated
modulator of apoptosis), BAX (ang. Bcl-2-associated X pro-
tein), NOXA czy FAS [41]. W odpowiedzi na uszkodzenia
DNA biatko p53 jest zaangazowane w regulacje proceséw
zwiagzanych z metabolizmem komoérki oraz w autofagie.
Dodatkowo znana jest takze funkcja p53 niezalezna od
transkrypgcji, a zalezna od miRNA [31].

NAPRAWA USZKODZEN DNA

Podstawowym zadaniem szlaku DDR jest identyfika-
cja uszkodzenn DNA, i jezeli jest to mozliwe, uruchomie-
nie proceséw naprawczych. W toku ewolucji powstato
wiele mechanizméw naprawiajacych réznego rodzaju
uszkodzenia DNA. Wyr6zni¢ mozna bezposrednie me-
chanizmy, w ktérych specyficzny enzym oddziatuje na
zmodyfikowany nukleotyd tj.: fotoreaktywacje, mecha-
nizm z udzialem transferazy O° metyloguaniny oraz
usuwanie grup metylowych przez oksydacje. Natomiast
wiekszosé uszkodzern DNA naprawianych jest w wyni-
ku uruchamiania sekwencji katalitycznych zdarzen, w
ktoére zaangazowanych jest wiele biatek. Zaliczy¢é mozna
do nich: naprawe przez wycinanie zasad (BER, ang. base
excision repair), naprawe przez wycinanie nukleotydéw
(NER, ang. nucleotide excision repair), naprawe niesparo-
wanych zasad (MMR, ang. mismatch repair), rekombinacje
homologiczna (HR, ang. homological recombination) oraz
taczenie niehomologicznych zakoriczenn (NHE], ang. non
homologous end joining). Wystepuja dwa typy naprawy
przez wycinanie nukleotydéw. Jeden jest aktywny pod-
czas transkrypcji (TCR, ang. transcription coupled repair),
natomiast drugi jest od niej niezalezny (GGR, ang. global
genomic repair) [2,42] (Ryc. 4).

Aktywacja konkretnego mechanizmu jest zalezna od
typu powstalego uszkodzenia. Szlaki BER, NER i MMR
odgrywaja role w naprawie takich uszkodzen jak poje-
dyncze pekniecia nici DNA, btedy replikacji, insercje, de-
lecje oraz addukty [2]. Mutacje w genach kodujacych biat-
ka uczestniczace w szlakach naprawy uszkodzenn DNA sg
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MECHANIZMY NAPRAWY USZKODZEN DNA

AR

BEZPOSREDNIE BER
NER MMR
* FOTOREAKTYWACIA . TCR
* TRANSFERAZA O° . GCR
METYLOGUANINY
* USUWANIE METYLOWYCH
GRUP PRZEZ OKSYDACIE

Rycina 4. Mechanizmy naprawy uszkodzein DNA. Wyr6zni¢ mozna nastepujace mechanizmy naprawy
uszkodzenn DNA: bezposrednie: (fotoreaktywacja, z udziatem transferazy O° metyloguaniny oraz usuwanie
metylowych grup przez oksydacje), BER-naprawa przez wycinanie zasad, NER-naprawa przez wycinanie
nukleotydéw, MMR-naprawa niesparowanych zasad, HR-rekombinacja homologiczna, NHE]-faczenie nie-
homologicznych konicow, alt-NHEJ-alternatywny mechanizm faczenia niehomologicznych koricow.

nym NHE]J (alt-NHE]), badZz mikroho-
mologicznym laczeniem zasad (MME],
ang. microhomology-mediated end-joining).
Mechanizm NHE] jest takze zaanga-
zowany w rearanzacje regionéw V(D)]
podczas rozwoju limfocytow [48].

alt-NHEJ

APOPTOZA

W przypadku gdy liczba uszkodzen
DNA przekracza zdolnosci komérki do
ich naprawy, aktywacja szlaku DDR
moze prowadzi¢ do uruchomienia pro-
cesu samozniszczenia komorki, apop-
tozy. Dochodzi wéwczas do eliminacji

przyczyna powstania wielu choréb genetycznych takich
jak zespo6t Cockayne (CS, ang. Cockayne syndrome), skora
pergaminowa (XP, ang. Xeroderma pigmentosum), zespot
Lyncha (HNPCC, ang. hereditary nonpolyposis colorectal
cancer) czy ciezki ztozony niedobér odpornosci (SCID,
ang. severe combined immunodeficiency) [43].

W naprawie podwoéjnych uszkodzeri DNA biora udziat
dwa procesy, HR i NHE]. Rekombinacja homologiczna
moze zachodzi¢ w fazach Si G2 cyklu komérkowego. Na-
tomiast naprawa uszkodzen na drodze niehomologicznej
rekombinacji moze zachodzi¢ w kazdej fazie cyklu ko-
moérkowego, rowniez w komoérkach bedacych w fazie GO.
Szacuje sie, ze u ssakéw ponad 90% dwuniciowych pek-
nie¢ DNA ulega naprawie na drodze NHE], podczas gdy
u drozdzy i bakterii wiekszosé¢ uszkodzen ulega naprawie
poprzez HR. Zaburzenia funkcjonowania tych szlakow
prowadza miedzy innymi do wzrostu $miertelnosci ko-
morek, niestabilnosci genetycznej, zaburzen w przebiegu
mejozy, ostabienia funkcjonowania ukladu odpornoscio-
wego oraz zaburzer rozwoju ukladu nerwowego [43,44].

Rekombinacja homologiczna uwarunkowana jest obec-
noscia chromatydy siostrzanej, stanowiacej matryce do
naprawy uszkodzeii DNA. W tym typie naprawy klu-
czowa role odgrywaja biatka kompleksu MRN (MRE11,
RAD50 i NBS1) oraz biatko CtIP (ang. BRCA1 C-terminal
Interacting Protein). Bialka te uczestnicza w powstaniu
kroétkich odcinkéw jednoniciowego DNA (ssDNA), co
zapoczatkowuje naprawe uszkodzen na drodze homolo-
gicznej rekombinacji. Przy udziale biatek: BRCA1, BRCA2
oraz RAD51 dochodzi do polgczenia krétkich odcinkéow
jednoniciowego DNA z nieuszkodzong matryca. W wy-
niku dziatania polimeraz, nukleaz, helikaz oraz innych
biatek, nastepuje naprawa uszkodzen. HR jest réwniez
zaangazowana we wznowienie replikacji spowodowanej
zablokowaniem widetek replikacyjnych [45-47].

W przypadku NHE] podwéjne uszkodzenia nici DNA
rozpoznawane sg przez heterodimeryczny kompleks bia-
tek Ku70/Ku80, ktéry nastepnie wigze sie z kinazg DNA-
-PK. Dochodzi do rekrutacji i aktywacji enzyméw prze-
twarzajacych konice DNA: polimeraz i ligazy IV DNA.
Ponadto mozliwa jest réwniez naprawa uszkodzenn DNA,
zwiazana z laczeniem niehomologicznych zakoriczen, ale
zachodzaca niezaleznie od biatka Ku, zwana alternatyw-
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komoérki z uszkodzonym DNA, ktéra
stanowi potencjalne zagrozenie dla or-
ganizmu [16].

Apoptoza jest jednym z najczesciej badanych i najle-
piej poznanych rodzajow $mierci komoérkowej. Termin
ten zostal po raz pierwszy wprowadzony przez Kerra w
1972 [49] i w tlumaczeniu dostownym z jezyka greckiego
oznacza opadanie liSci. Apoptoza odgrywa wazna role,
nie tylko w eliminacji uszkodzonych komorek, ale row-
niez w usuwaniu zbednych komoérek podczas rozwoju i
wzrostu organizmu, co zapewnia prawidlowa budowe
narzadoéw i tkanek. W wyniku apoptozy eliminowane sa
takze komorki zakazone wirusami, czy komoérki uktadu
odpornosciowego (autoreaktywne limfocyty T w grasicy
oraz aktywowane limfocyty podczas wygaszania odpo-
wiedzi immunologicznej). O bardzo waznej roli apop-
tozy w zyciu organizmu $wiadczy fakt, ze zbyt wysoki
poziom moze by¢ przyczyna choréb degeneracyjnych czy
bezptodnosci, a jej zahamowanie moze stanowic przyczy-
ne rozwoju nowotworéw [50].

Apoptoza moze by¢ indukowana réznymi czynnika-
mi, zaréwno zewnetrznymi, jak i wewnetrznymi. Oprécz
wspomnianych wyzej uszkodzen DNA, mozna wyrédz-
ni¢ stres oksydacyjny, stres siateczki wewnatrzplazma-
tycznej, brak czynnikéw wzrostowych (np. cytokin) i
pokarmowych, szok cieplny, niedotlenienie, hormony
oraz aktywacje powierzchniowych receptoréw $mier-
ci odpowiednimi ligandami. Wyréznia sie dwa gléwne
szlaki aktywacji apoptozy: wewnetrzny (mitochondrial-
ny) i zewnetrzny (zwiazany z receptorami $mierci) [51].
Szlaki apoptotyczne zostaly przedstawione na rycinie
5. Pod wplywem dziatania wymienionych wyzej czyn-
nikéw, dochodzi do charakterystycznych zmian mor-
fologicznych i biochemicznych w komérce. Caly proces
apoptozy, od momentu zadzialania czynnika stresowego
do rozpadu komoérki, zajmuje najczesciej kilka godzin. W
trakcie apoptozy dochodzi do obkurczenia i zaokragle-
nia komoérki, kondensacji chromatyny oraz fragmentacji
jadra. Btona komérkowa zachowuje swoja integralnosé az
do konicowego etapu procesu, kiedy nastepuje formowa-
nie i rozpad komorki na ciatka apoptotyczne. Obserwo-
wane sg one bardzo czesto w warunkach hodowli in vitro.
Cialka apoptotyczne rozpadaja sie, co przypomina proces
nekrozy i nazywane jest wtérna nekroza. W organizmie
komorki apoptotyczne fagocytowane sa przez makrofagi
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Rycina 5. Wewnetrzny i zewnetrzny szlak apoptotyczny - rola p53. Centralng role w procesie apoptozy indukowanej uszko-
dzeniami DNA odgrywa biatko p53. Biatko p53 zaangazowane jest w proces aktywacji kaspaz inicjatorowych, zar6wno szla-
ku wewnetrznego, jak i zewnetrznego oraz wplywa na oligomeryzacje biatka BAX, tworzacego kanaty, przez ktore uwalnia-
ne sa z mitochondriéw czynniki proapoptotyczne. Jednym z nich jest cytochrom c, ktéry wraz z APAF-1 tworzy platforme
aktywujaca kaspaze-9. Z mitochondriéw wydostaja sie do cytoplazmy biatka OMI/HTRA2 i SMAC/DIABLO, ktore blokuja
IAPs, inhibitory kaspazy-3 i kaspazy-9. Druga platforma szlaku wewnetrznego, aktywujaca kaspaze inicjatorowa — kaspa-
ze-2, jest zalezny od p53 kompleks PIDDosom. p53 zaangazowane jest w regulacje syntezy receptorow $mierci i ich ligandow,
ktore tworza kolejng, zaliczang do szlaku zewnetrznego, platforme DISC. Nastepuje w niej proteoliza kaspazy-8, ktora moze
bezposrednio prowadzi¢ do aktywacji kaspaz efektorowych lub za posrednictwem biatka tBid poprzez uruchamianie ciezki
wewnetrznej/ mitochondrialnej. W odpowiedzi na wysoki poziom uszkodzern DNA kinaza ATM moze prowadzi¢ do zalez-
nej od NF-xB produkgji TNF-a, ktéry autokrynnie, przy udziale RIP1, aktywuje kaspaze-8. Inhibitorami aktywacji kaspaz sa
c-FLIP (kaspaza-8) oraz IAPs (kaspaza-9 i kaspaza-3).

przewaznie przed rozpadem na ciatka apoptotyczne. Sy-
gnalem do rozpoczecia fagocytozy jest przemieszczenie
fosfatydyloseryny z wewnetrznej na zewnetrzng warstwe
btony komérkowej umierajacej komoérki [52]. Zapobiega
to uwolnieniu czynnikéw prozapalnych z wnetrza ko-
morki do otaczajacej tkanki. Dzieki temu apoptoza jest
procesem w bardzo malym stopniu immunogennym
[53,54].

Z biochemicznego punktu widzenia, w proces apoptozy
zaangazowanych jest bardzo duza liczba réznych biatek.
Centralna role w regulacji i egzekucji apoptozy odgrywa-
ja zazwyczaj kaspazy. Sa to proteazy cysteinowe, ktére
katalizuja reakcje rozpadu wigzania peptydowego w po-
zycji Asp-Xxx [55]. Produkowane sa one w formie nieak-
tywnych zymogenéw, ktére w wyniku proteolizy ulegaja

ROLA p53 W APOPTOZIE
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aktywacji [56]. Ze wzgledu
na strukture i funkcje wy-
rézni¢ mozna dwie grupy
kaspaz zwiazanych z apop-
toza, inicjatorowe (tj. kaspa-
za-2, -8, -9 i -10) oraz efek-
torowe (wykonawcze) (tj.
kaspaza-3, -6 i -7). Kaspazy
inicjatorowe w odpowiedzi
na czynnik stresowy ule-
gaja aktywacji przy udziale
duzych komplekséw biatek
przyporzadkowanych  do
dwoéch glownych szlakow
apoptotycznych, wewnetrz-
nego (apoptosom, PIDDo-
som) i zewnetrznego (DISC,
ang. death-inducing signaling
complex) [57]. Kaspazy efek-
torowe sa konstytutywnie
produkowane przez ko-
moérki w formie dimeréw,
ktore ulegaja aktywacji w
wyniku trawienia przez ka-
spazy inicjatorowe. Dodat-
kowo kaspazy efektorowe,
moga aktywowac kaspazy
inicjatorowe, co $wiadczy o
istnieniu  wewnetrznej pe-
tli amplifikujacej aktywacje
tych biatek [58]. Aktywacja
kaskady kaspaz prowadzi
do proteolizy waznych bia-
tek komoérkowych. Jednym
z nich jest biatko ICAD
(ang. inhibitor of caspase-
-activated DNase), ktére jest
inhibitorem endonukleazy
DAFF40/CAD. Jego prote-
oliza prowadzi do aktywacji
endonukleazy i fragmentacji
DNA. Obkurczenie i frag-
mentacja jadra nastepuje w
wyniku proteolizy laminy
[59]. Natomiast trawienie
biatek cytoszkieletu (akty-

na) powoduje rozpad komoérki na ciatka apoptotyczne.
Substratami kaspaz efektorowych (gléwnie kaspazy-3) sa
rowniez biatka zwigzane ze szlakiem DDR, takie jak PARP
(ang. poly (ADP-ribose) polymerase), DNA-PKcs oraz ATM.
Prowadzi to do wyciszenia odpowiedzi na uszkodzenia
DNA bedacej skutkiem fragmentacji DNA przez endonu-
kleazy. Dzieki dziataniu kaspaz proces naprawy i przeka-
zywania sygnatu od uszkodzern DNA jest wylaczany w
umierajgcych komérkach [60]. Zaobserwowano réwniez,
Ze apoptoza moze zachodzié bez oligonukleosomalnej de-
gradacji DNA, czy aktywacji kaspaz. [61].

W apopotozie indukowanej uszkodzeniami DNA,
biatko p53 bierze udzial w réznych etapach aktywagcji,
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zaréwno szlaku wewnetrznego, jak i zewnetrznego. Jest
to zwiazane z jego funkcja jako czynnika transkrypcyj-
nego gendéw proapoptotycznych oraz z bezposrednim
oddzialywaniem z biatkami antyapopototycznym, czego
skutkiem jest ich zablokowanie [16]. Znany jest rowniez
mechanizm proapoptotyczny p53, ktory stymuluje eks-
presje wielu rodzajow niekodujacych mikroRNA, ktére
wyciszajq biatka zwigzane z cyklem komérkowym i na-
prawa DNA [62].

SZLAK WEWNETRZNY

Biatkami proapoptotycznymi szlaku wewnetrznego in-
dukowanymi przez p53 sa nalezace do dwéch grup biat-
ka z rodziny BCL-2 (ang. B-cell leukemia/lymphoma 2). Ce-
cha charakterystyczna tej rodziny bialek jest wystepowa-
nie jednej lub wiekszej liczby z czterech domen BH (ang.
Bcl-2 homology), czyli BH1, BH2, BH3 i BH4. Do pierwszej
grupy nalezg biatka BAX i BAK, ktére odpowiedzialne sa
za tworzenie kanaléw w wewnetrznej blonie mitochon-
driéw, przez ktére wydostaja sie do cytoplazmy czynniki
proapoptotyczne. Do drugiej grupy, ktérej cechg charak-
terystyczna jest wystepowanie tylko domeny BH3 zalicza
sie biatka: PUMA, NOXA, BID czy BIM. Gdy na komér-
ke nie dziataja czynniki stresowe, biatka BAX i BAK sa
zwiazane przez antyapoptotyczne biatka z rodziny BCL-2
(BCL-2, BCL-XL, MCL-1) [63,64]. Pod wplywem uszko-
dzeri DNA, biatka z jedna domena BH3 indukuja szlak
wewnetrzny apoptozy w dwojaki sposéb. W pierwszym
wariancie, wigza sie do bialek antyapoptotycznych BCL-2
i BCL-XL, co prowadzi do blokowania ich funkcji i uwol-
nienia BAX i BAK. Drugi model zaklada, ze bialka z sama
domena BH3 (BIM, tBID, PUMA) przejéciowo oddzialuja
bezposrednio z BAX i BAK, powodujac zmiane ich kon-
formacji i aktywacje. Biatko p53 réwniez moze, na drodze
niezaleznej od transkrypcji, bezposrednio aktywowaé
BAX lub w wyniku oddziatywania z BCL-2 prowadzi¢
do jego uwolnienia [65]. Przez kanaly utworzone przez
BAX i BAK w mitochondriach, wydostaje si¢ cytochrom
¢, ktory wraz z biatkiem APAF-1 (ang. apoptotic protease
activating factor 1) tworzy w cytoplazmie heptameryczny
kompleks, apoptosom. Stanowi on platforme aktywujaca
inicjujaca kaszpaze-9, ktéra nastepnie aktywuje kaspazy
efektorowe [51]. Z mitochondriéw uwalniane sa réwniez
biatka takie jak SMAC/DIABLO (ang. second mitochon-
dria-derived activator of caspases/ direct IAP binding protein
with low pl) oraz OMI/HTRA2, ktére indukuja apoptoze
poprzez hamowanie inhibitoréw kaspaz-3, -7 i -9, IAPs
(ang. inhibitors of apoptosis) oraz odpowiedzialne za frag-
mentacje i kondensacje DNA endonukleazy G i AIF (ang.
apoptosis-inducing factor) [66].

SZLAK ZEWNETRZNY

Apoptoza indukowana uszkodzeniami DNA moze
rowniez aktywowacé szlak zewnetrzny zwigzany z akty-
wacja powierzchniowych receptoréw $mierci. Odpowie-
dzialne za to jest rowniez biatko p53 bedace w tym przy-
padku czynnikiem transkrypcyjnym receptoréw, takich
jak: CD95/FAS i TRAIL (ang. TNF-related apoptosis-induc-
ing ligand) oraz ich ligandéw (FASL, TRAIL). Recepto-
ry $mierci naleza do rodziny TNFR (ang. tumor necrosis
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factor receptor) i zalicza sie do nich oprécz CD95/FAS i
TRAILR (ang. receptor of TNF-related apoptosis-inducing li-
gand), rowniez TNFR1. Zbudowane sg one z domeny ze-
wnatrzkomoérkowej, czesci transblonowej oraz z cytopla-
zmatycznej domeny $mierci (DD), ktora jest niezbedna
do oddzialywania z kompleksem biatek adaptorowych.
Receptory $mierci aktywowane sg poprzez zwigzanie
specyficznego liganda (np. CD95L/FASL, TNF-a, TRA-
IL) [52]. Jednym z najlepiej poznanych mechanizméw jest
aktywacja CD95/FAS w wyniku zwiazania jego liganda
CD95L/FASL. Prowadzi to do zmiany konformacyjnej
domeny wewnetrznej receptora i formowania kompleksu
DISC, ztozonego z receptora $mierci, bialka adaptorowe-
go FADD (ang. Fas-associated protein with death domain) i
prokaspazy-8 lub prokaspazy-10. W wyniku dimeryzacji
zachodzi aktywacja kaspazy-8 lub kaspazy-10, ktére na-
stepnie aktywuja kaspazy wykonawcze [50,67]. Ze wzgle-
du na spos6b przekazywania sygnatu od receptoréw
$mierci, komoérki mozna podzieli¢ na dwa typy. W ko-
morkach typu I poziom aktywowanej w kompleksie DISC
kaspazy-8, jest wystarczajacy do indukcji kaspaz efekto-
rowych, a tym samym apoptozy. Natomiast w komoérkach
typu II uruchamiany jest dodatkowy mechanizm, polega-
jacy na proteolizie biatka BID przez kaspaze-8. Nastepnie
skrécone biatko BID, tBID (ang. truncated BID), aktywuje
Sciezke mitochondrialna [52]. Negatywnym regulatorem
szlaku zewnetrznego jest strukturalnie podobne do ka-
spazy-8 biatko c-FLIP (ang. cellular FLICE-like inhibitory
protein). Wiazac si¢ do kompleksu zawierajacego biatko
FADD, blokuje rekrutacje i aktywacje kaspazy-8 [68]. Po-
nadto c-FLIP, w odpowiedzi na zwigzanie swoich ligan-
doéw przez receptory $mierci, oddzialuje z biatkiem RAF1
i RIP (ang. receptor interacting protein), promujac aktywa-
cje sciezek ERK i NF-xB, odpowiedzialnych za przezycie
komorki [69].

Znany jest takze mechanizm, w ktérym wysoki po-
ziom uszkodzenn DNA moze réwniez aktywowaé apop-
toze zwiazang z aktywacja receptora TNF. Gdy komoérka
wystawiona jest na dzialanie silnego czynnika cytotok-
sycznego, kinaza ATM przy udziale NEMO i RIP1 (ang.
receptor interacting protein 1) moze aktywowac szlak NF-
kB, ktéry prowadzi do produkcji i wydzielania TNF-a.
Cytokina ta w sposéb autokrynny aktywuje receptor
TNFR1. Przy udziale RIP1 nastepuje rekrutacja FADD i
aktywacja kaspazy-8 [70].

AKTYWACJA KASPAZY-2 W ODPOWIEDZI
NA USZKODZENIA DNA

Kaspaza-2 jest najlepiej zachowana ewolucyjnie kaspa-
za z calej rodziny tych biatek. Zaliczana jest do kaspaz
inicjatorowych, ale posiada pewne cechy kaspaz efekto-
rowych. Dodatkowo, jako jedyna moze wystepowaé w
jadrze komérkowym. Aktywowana jest w odpowiedzi
na zewnetrzne i wewnetrzne czynniki apoptotyczne tj.:
uszkodzenia DNA, stres ER, szok cieplny czy aktywacje
receptoréw $mierci. Stwierdzono réwniez, ze w odpowie-
dzi na uszkodzenia DNA moze by¢ zaangazowana, nie
tylko w émier¢ komorki (zalezng od p53), ale takze w ak-
tywacje NF-xB, regulacje cyklu komoérkowego i naprawe
DNA. Zwiazane jest to z wystepowaniem kilku platform
aktywacyjnych. Dokladny mechanizm aktywacji apopto-
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zy indukowanej uszkodzeniami DNA, z udziatem kaspa-
zy-2 nie jest w pelni poznany. W pewnych okreslonych
warunkach (nadprodukcja biatka PIDD, ang. p53-indu-
ced protein with a death domain lub kaspazy-2), indukcja
uszkodzern DNA prowadzila do aktywacji kaspazy-2 w
zaleznym od p53 kompleksie zwanym PIDDosomem [71].
Zlozony jest on z biatka PIDD oraz biatka adaptorowego
RAIDD (ang. RIP-associated protein with a death domain),
ktore rekrutuje kaspaze-2. W wyniku dimeryzacji naste-
puje autoaktywacja kaspazy-2. Jej gtéwnym substratem
jest biatko BID, ktérego proteoliza prowadzi do urucho-
mienia szlaku mitochondrialnego. Jednakze badania na
myszach z delecja genéw kodujacych PIDD i RAIDD nie
potwierdzily udziatu tych biatek w aktywacji kaspazy-2,
co sugeruje wystepowanie innych, nieodkrytych dotych-
czas mechanizmow [72].

Inng platforma aktywacyjna powstajaca w wyniku
uszkodzert DNA jest jadrowy kompleks DNA-PKcs-PID-
Dosom. DNA-PKcs rekrutuje PIDD i kaspaze-2, ktéra ule-
ga fosforylacji. Ufosforylowana kaspaza-2 odgrywa role
w regulacji cyklu komérkowego i w naprawie DNA [73].
Natomiast kompleks NEMO-PIDDosom prowadzi do
aktywacji NF-xB [74] Udziat biatka PIDD w regulacji ka-
spazy-2 koreluje z jej jadrowa lokalizacjg. Natomiast ak-
tywacja cytoplazmatycznej kaspazy-2 nie jest zalezna od
PIDD i moze by¢ wynikiem dziatania bialek zwiazanych
ze szlakiem zewnetrznym apoptozy, ktére tworza kom-
pleks DISC (FADD, TRADD) [75]. Aktywacja kaspazy-2
moze by¢ réwniez wynikiem jej proteolizy przez kaspa-
ze-3 podczas egzekutorowej fazy $mierci komorki [76].

USZKODZENIA DNA W AUTOFAGII

Czynniki stresowe, w tym indukujace uszkodzenia
DNA, nie pozostaja réwniez bez wplywu na metabolizm
komorki, a konsekwencja ich dzialania jest aktywacja pro-
cesu autofagii. Udzial szlaku odpowiedzi na uszkodzenia
DNA i bialka p53 w indukcji autofagii zostal przedsta-
wiony na rycinie 6. Autofagia jest to proces kataboliczny,
w ktérym komorka trawi wiasne struktury w celu pozy-

skania energii i skladnikéw odzywczych/prekursorow
metabolicznych. Istnieje kilka rodzajéw autofagii: makro-
autofagia, mikroautofagia oraz autofagia zalezna od bia-
tek opiekuniczych (CMA, ang. chaperone-mediated autopha-
gy). Makroautofagia odgrywa gltéwna role w degradacji
struktur cytoplazmatycznych. Polega na otoczeniu frag-
mentu cytoplazmy wraz z organellami komérkowymi po-
dwéjna btona lipidowa tworzac pecherzyk zwany autofa-
gosomem. Nastepnie jego zawartoé¢ ulega rozkladowi w
wyniku polaczenia si¢ z lizosomem. W warunkach fizjo-
logicznych, niski poziom autofagii zapewnia utrzymanie
homeostazy komérki poprzez usuwanie nieprawidtowo
sfatdowanych bialek czy uszkodzonych organelli komor-
kowych. W sytuacjach stresowych, takich jak: gtodzenie,
stres oksydacyjny, uszkodzenia DNA, hipoksja czy infek-
cje poziom autofagii wzrasta. Pozwala to na dostarczenie
substancji odzywczych umozliwiajacych przetrwanie ko-
morce niekorzystnych warunkéw. Jednakze gdy czynnik
stresowy po pewnym czasie nie znika, autofagia moze
ci [77]. Wzrost poziomu autofagii jest rowniez oberwa-
ny podczas starzenia komérkowego. Jednakze, co do roli
autofagii w starzeniu komérkowym, zdania badaczy sg
podzielone. Niektérzy uwazaja, ze autofagia odgrywa
wazna role w indukcji procesu starzenia [78]. Natomiast
inni twierdza, ze sa to zjawiska réwnolegtle, a blokowanie
autofagii nie zapobiega starzeniu komoérek, tylko opdz-
nia ten proces [79]. W niektérych nowotworach, poziom
autofagii wzrasta w odpowiedzi na chemio- czy radiote-
rapie, co pozwala na przetrwanie komoérek nowotworo-
wych. Stosowanie inhibitoréw autofagii wraz ze zwigz-
kami przeciwnowotworowymi, zwiekszalo $miertelnos¢
komorek nowotworowych [80].

Jednym z gtéwnych regulatoréw autofagii jest, zaan-
gazowana w regulacje metabolizmu i wzrostu komérki,
kinaza mTOR (ang. mammalian target of rapamycin). W
sytuacji, gdy substancje odzywcze i czynniki wzrostu sa
dostepne, mTOR aktywuje translacje, promuje wzrost
komorki i aktywnos$¢ metaboliczng. Wtedy proces au-
tofagii jest zahamowany. Podczas glodzenia aktywnos¢

mTOR spada i dochodzi do induk-

cji autofagii. Podobnie dzieje sie,
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cyklu komérkowego i zatrzymania
podzialéw, czemu towarzyszy tak-
ze zahamowanie proces6w metabo-
licznych. Blokowana jest aktywnos¢
kinazy mTOR, czego wynikiem jest
zahamowanie syntezy nowych bia-
tek i indukcja autofagii. W tym pro-
cesie znaczaca role odgrywa biatko

Rycina 6. Udzial szlaku odpowiedzi na uszkodzenia DNA i biatka p53 w autofagii. Biatko p53 moze indukowac,
badz hamowac proces autofagii. W odpowiedzi na uszkodzenia DNA, p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym bia-
fek (PTEN, Sestryny 11 2) zwigzanych ze szlakami blokujacymi kinaze mTOR, co prowadzi do aktywacji autofagii.
Biatko p53 jest takze regulatorem genu lizosomalnego biatka DRAM indukujacego autofagie. Dodatkowo kinaza
ATM i bialko FOXOBa aktywujg autofagie poprzez wptywanie na szlak z udzialem Sestryny/ AMPK. Natomiast
cytoplazmatyczna pula p53 moze zapobiegac autofagii blokujac, aktywujacy ja, kompleks FIP200/ULK1/ATG13.
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p53, ktére jest czynnikiem trans-
krypcyjnym bialek regulujacych
aktywnos¢ szlaku AKT/mTOR.
Jednym z nich jest fosfataza PTEN
(ang. phosphatase and tensin homo-
log deleted on chromosome ten), kto-
ra hamuje aktywnos¢ kinazy AKT,
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Rycina 7. Uproszczony schemat aktywacji dwoch glownych szlakéw sygnato-
wych podczas indukcji starzenia (p53-p21, p16-pRb). W wyniku zadziatania
czynnika powodujacego uszkodzenia DNA dochodzi do trwatej aktywacji szlaku
odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR). Trwatla aktywacja szlaku DDR pro-
wadzi do zatrzymania komoérek w cyklu, pojawienia sie fenotypu sekrecyjnego
zwigzanego ze starzeniem (SASP/ SMS), aktywacji bialek p38 i PKC (kinaza bial-
kowa C) oraz wzrostu poziomu reaktywnych form tlenu. W starzeniu induko-
wanym onkogenami aktywacji ulega szlak z udzialem bialek p16-pRb. Jednym z
markeréw tego typu starzenia jest powstawanie ognisk heterochromatyny zwig-
zanych z starzeniem (SAHF). Zmodyfikowane wedtug [92].

bedacej negatywnym regulatorem inhibitorow mTOR,
biatek TSC1 (ang. tuberous sclerosis protein 1) i TSC2. Co
wiecej, p53 transaktywuje gen kodujacy biatko TSC2, co
wzmacnia blokowanie mTOR [81]. Uszkodzenia DNA
oraz stres oksydacyjny prowadza do indukowanej przez
p53 syntezy biatek sestryn (sestryna 1 i 2). Wplywaja one
na aktywacje kinazy AMPK (ang. 5" adenosine monopho-
sphate-activated protein kinase), ktéra blokuje mTOR po-
przez pozytywne oddzialywanie na kompleks TSC1 i
TSC2 [82]. Biatko p53 transaktywuje gen lizosomalnego
biatka DRAM (ang. damage-regulated autophagy modulator)
indukujacego autofagie [83]. Kinaza ATM oraz FOXO3a
w odpowiedzi na cytotoksyczny i oksydacyjny stres za-
angazowane s3 w hamowanie mTOR na drodze zaleznej
od szlaku sestryny/ AMPK [84,85].

Wykazano réwniez, ze bialko p53 w sposéb niezalezny
od regulacji transkrypcji moze hamowacé autofagie. Jest
to zwiazane z cytoplazmatyczna lokalizacja p53, jednak-
ze doktadny mechanizm tego procesu nie jest w peini po-
znany. Jak dotad jedynym znanym biatkiem zwigzanym
z autofagia, oddziatujacym z p53, jest FIP200. Jest ono
wraz z ULK1 (ang. unc-51 like autophagy activating kinase
1) i ATG13 sktadnikiem kompleksu aktywujacego auto-
fagie [86].

STARZENIE KOMORKOWE

Nienaprawialne uszkodzenia DNA nie zawsze pro-
wadzg do $mierci komoérkowej. W pewnych sytuacjach
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dochodzi do nieodwracalnego zatrzymania podzialow
komoérkowych, czyli zjawiska nazwanego starzeniem
komorkowym. Wyréznimy starzenie replikacyjne, ktére
jest zwigzane ze skracaniem telomeréw oraz starzenie
przyspieszone, ktére jest niezalezne od ich skracania. Sta-
rzenie replikacyjne moze by¢é obserwowane w hodowli
po kilku tygodniach lub miesigcach, natomiast starzenie
przyspieszone po kilku dniach od zadziatania czynnika je
indukujacego. Starzenie przyspieszone (SIPS, ang. Stress
Induced Premature Senescence) moze by¢ indukowane
wieloma czynnikami. Wéréd nich mozna wyrézni¢ stres
oksydacyjny, aktywacje onkogendéw, czynniki indukujace
uszkodzenia DNA, miedzy innymi zwigzki stosowane w
chemioterapii i promieniowanie jonizujace oraz niewta-
$ciwe warunki hodowli, ktére sa okreslane mianem stre-
su hodowlanego [87].

Komérki ulegajace starzeniu charakteryzuja sie pew-
nymi specyficznymi cechami. Jednakze, w zaleznosci od
rodzaju komoérek i czynnika indukujacego starzenie, nie
wszystkie sa wyrazane w jednakowym stopniu. Do istot-
nych cech starzenia zalicza si¢ trwale zatrzymanie po-
dziatéw komérkowych, pomimo dostepnosci komoérki do
czynnikéw odzywczych i mitogennych. Uniwersalnym,
chociaz nie zawsze specyficznym markerem starzenia
komoérkowego jest aktywnosé tak zwanej, zwigzanej ze
starzeniem, PB-galaktozydazy (SA-B-Gal, ang. senescence
associated f-galactosidase). Komorki stare moze cechowaé
podwyzszony poziom biatek p16 i p21 (inhibitoréw cyklu
komoérkowego), trwata aktywacja szlaku DDR, zwigzana
z wystepowaniem nienaprawialnych uszkodzen DNA
oraz zwiazane ze starzeniem skupiska heterochromaty-
ny. Komorki stare nie dzielg sig, ale pozostajg metabolicz-
nie aktywne i wydzielajaq wiele czynnikéw wzrostowych
i cytokin prozapalnych, ktére wplywaja na sasiadujace
komorki. Te ostatnia ceche nazywa sie zwigzanym ze sta-
rzeniem fenotypem sekrecyjnym (SASP, ang. Senescence
Associated Secretory Phenotype) [88]. Proces starzenia ko-
moérkowego obserwowany in vitro zachodzi réwniez w
wielu komorkach in vivo [89,90].1

W starzeniu komoérkowym kluczowa role odgrywaja
dwa szlaki sygnatowe p53-p21 i pl6-pRb [91] (Ryc. 7).
Trwata aktywacja lub nadprodukcja ktéregos z tych bia-
tek jest wystarczajacym bodZcem do indukcji starzenia
komérkowego [92]. Sciezka z udzialem biatek p53-p21
pelni istotna role w starzeniu komoérkowym indukowa-
nym poprzez aktywacje szlaku odpowiedzi na uszkodze-
nia DNA. Poczatkowa odpowiedZz komoérek na czynnik
indukujacy uszkodzenia DNA jest szybka oraz przejscio-
wa, zanika w ciggu 24-48 h od zadzialania czynnika jg ak-
tywujacego [93]. W przypadku, gdy uszkodzenia sa wy-
starczajace, aby doszlo do indukcji starzenia, aktywacja
biatka p53 nie zanika i utrzymuje si¢ na pewnym pozio-
mie. Towarzyszy temu podwyzszony poziom biatka p21
[94]. Biatko p53 transaktywuje ekspresje genu kodujacego
biatko p21. Biatko p21 jest inhibitorem kinaz zaleznych
od cyklin. Trwata aktywacja szlaku DDR prowadzi do za-
trzymania komoérek w cyklu. Nastepnie dochodzi do ak-

Znaczniki starzenia zostaly szerzej omoéwione w artykule pt.
,Znaczniki starzenia komoérkowego,, zamieszczonym w niniejszym
zeszycie Postepéw Biochemii.
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tywagcji innych szlakéw sygnatowych, w ktérych uczest-
nicza miedzy innymi p38MAPK, kinaza biatkowa C oraz
reaktywne formy tlenu [95,96]. Dodatkowe szlaki sygna-
towe, w ktérych biora udzial wyzej wymienione elemen-
ty, wywoluja wzrost zawartosci biatka p16, ktére poprzez
wiazanie biatka pRb prowadzi do nieodwracalnego za-
trzymania komoérek w cyklu [97]. Biatko p16 podobnie jak
p21 jest inhibitorem kinaz zaleznych od cyklin. Zaré6wno
p16, jak i p21 moga utrzymywac biatko pRb w formie ak-
tywnej, hipofosforylowanej. Dochodzi woéwczas do za-
hamowania transkrypcji genéw zaleznych od czynnika
transkrypcyjnego E2F, ktore sa niezbedne do proliferacji.
Szlak z udziatem bialek p16-pRb odgrywa giowna role w
starzeniu indukowanym poprzez aktywacje onkogendéw i
jest niezbedny do powstania skupisk heterochromatyny
zwiazanych ze starzeniem (SAHF, ang. Senescence Asso-
ciated Heterochromatin Foci), ktére sg jednym z markeréow
tego procesu. Czes¢ bialek jest wspoélna dla obydwu szla-
koéw, a aktywacja ich jest zalezna od rodzaju bodZca dzia-
tajacego na komorke [88].

STARZENIE REPLIKACY]JNE

Starzenie replikacyjne zostalo po raz pierwszy opisane
w 1961 roku przez Hayflicka i Moorhead’a [98]. Wykazali
oni, ze prawidlowe ludzkie fibroblasty maja ograniczona
zdolnoé¢ do proliferacji w hodowli. Zaobserwowali oni, ze
wraz z liczba podzialéw zdolnosé do proliferacji komérek
malata. Niedzielace sie¢ komoérki pozostawaly zywe w ho-
dowli przez wiele tygodni, ale nie byty zdolne do podziatu
pomimo zapewnienia im odpowiednich warunkéw hodow-
lanych. Komérki po przejsciu okreslonej liczby podziatéw
zatrzymywaly sie w cyklu komoérkowym, ale pozostawaty
aktywne metabolicznie. Hayflick i Moorhead zaobserwowa-
li, Ze wzrost komoérek w hodowli ma charakter tréjfazowy.
Faza I rozpoczyna sie w momencie zatozenia hodowli pier-
wotnej. Charakteryzuje si¢ ona zwykle wolnym tempem
podziatéw i trwa do momentu pokrycia przez komorki calej
powierzchni naczynia hodowlanego. Faza II charakteryzuje
sie szybkim tempem wzrostu. Podczas Fazy III dochodzi do
spowolnienia podzialéw, a nastepnie ich zatrzymania. Stan,
w ktérym dochodzi do wyczerpania zdolnosci replikacyjnej
zostal nazwany starzeniem replikacyjnym, a maksymalna
liczba podziatéw jakiej komérka moze ulec zostala okre-
Slona limitem Hayflicka. Ten typ starzenia komoérkowego
jest wynikiem skracania sie telomeréw. Krétkie telomery
prowadza do aktywacji szlaku odpowiedzi na uszkodzenia
DNA (DDR), ktéry zapoczatkowuje i podtrzymuje zatrzy-
manie komérek w cyklu [88].2

STARZENIE PRZYSPIESZONE

Ten typ starzenia nazwe swa zawdziecza temu, ze
wystepuje ono niezaleznie od skracania telomeréw, po-
wodujacego starzenie replikacyjne. Jedna z grup czyn-
nikéw indukujacych starzenie przyspieszone stanowia
zwiazki indukujace uszkodzenia DNA, jak na przyktad
zwiazki stosowane w chemioterapii. Zwigzki takie indu-

*Mechanizm starzenia replikacyjnego zostal szerzej oméwiony w
artykule pt. ,Rola starzenia komérkowego w starzeniu organizmu
i chorobach zwigzanych z wiekiem,,, zamieszczonym w niniejszym
zeszycie Postepéw Biochemii.
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kuja starzenie komoérek prawidtowych, a takze prowadza
do starzenia komoérek nowotworowych, w warunkach
in vitro jak in vivo [99]. Przykladem komoérek prawidlo-
wych ulegajacych starzeniu pod wplywem zwigzku sto-
sowanego w chemioterapii sa ludzkie komorki miesni
gladkich aorty (VSMC, ang. vascular smooth muscle cells),
ktore ulegaja przyspieszonemu starzeniu pod wpltywem
krétkotrwalego traktowania wyzszym stezeniem dokso-
rubicyny, badZ dtugotrwala hodowlg w obecnosci niskie-
go stezenia tego zwiazku [100]. Natomiast przykiadem
komorek nowotworowych ulegajacych w warunkach in
vitro przyspieszonemu starzeniu pod wplywem tego sa-
mego zwigzku sg ludzkie komorki raka okreznicy linii
HCT116, ktére w ciagu kilku dni od potraktowania ich
przez dobe niskim stezeniem doksorubicyny ulegaja sta-
rzeniu [101]. Zaobserwowano réwniez, ze pod wpltywem
innych czynnikéw indukujacych uszkodzenia DNA, ta-
kich jak promieniowanie jonizujace, stres oksydacyjny
(H,0,) czy traktowanie komoérek radiomimetykami (ble-
omycyna), komérki moga ulegaé przyspieszonemu sta-
rzeniu [102,103]. Stres oksydacyjny, indukowany réznego
rodzaju czynnikami, prowadzi zwykle do powstania jed-
noniciowych peknie¢ DNA ktére podczas replikacji moga
by¢ przeksztalcane w dwuniciowe pekniecia DNA [104].
Ponadto stres oksydacyjny moze przyspiesza¢ skracanie
telomeréw [105]. Przypuszczalnie jest to spowodowane
tym, Ze bogate w guanine telomerowe DNA jest, bardzo
wrazliwe na dzialanie reaktywnych form tlenu. Prowadzi
to do powstania dwuniciowych peknie¢ DNA, bedacych
skutkiem wystepowania krytycznie krétkich telomeréw,
jak ma to miejsce w przypadku starzenia replikacyjnego.
Zaobserwowano, ze stres oksydacyjny przyspiesza skra-
canie telomeréw podczas gdy stosowanie antyoksydan-
tow opdznia to zjawisko. Stwierdzono, ze traktowanie
komorek endotelialnych i fibroblastow fosforanem kwa-
su askorbinowego badzZ zmiataczem wolnych rodnikéw
zwalnialo tempo skracania telomeréw w poréwnaniu z
komoérkami hodowanymi w standardowych warunkach.

Modelem przyspieszonego starzenia jest takze opi-
sane po raz pierwszy przez Manuela Serrano starzenie
komoérkowe indukowane poprzez aktywacje onkoge-
noéw [106]. Wykazano woéwczas, Ze synteza onkogennego
biatka RAS w prawidtowych fibroblastach prowadzi do
starzenia komoérkowego. Stwierdzono réwniez, ze nad-
produkcja innych onkogenéw (RAF, MEK, MOS i BRAF)
takze prowadzi do indukcji starzenia [107-110]. Ponadto
stwierdzono, ze proces ten ma miejsce nie tylko in vitro.
Istnieja dowody pokazujace, ze wystepuje rowniez in vivo
umyszy iludzi. Mechanizm indukgji starzenia onkogena-
mi jest zalezny od aktywacji szlaku pl6-pRb. Dodatkowo
temu procesowi towarzyszy wzrost poziomu ROS, ktére
moga powodowac stres oksydacyjny i aktywacje szlaku
odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Ponadto silne mitoge-
ny, jak na przyklad onkogeny, prowadza do wzmozonej
proliferacji, co moze powodowac stres replikacyjny i po-
wstanie uszkodzei DNA oraz aktywacje $ciezki DDR. W
konsekwencji prowadzi to do starzenia indukowanego
onkogenami [110].3

*Zagadnienie to zostalo szerzej oméwione w artykule pt. ,Rola starzenia
komoérkowego w kancerogenezie i terapii przeciwnowotworowej,,,
zamieszczonym w niniejszym zeszycie Postepéw Biochemii.
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Trwala aktywacja szlaku odpowiedzi na uszkodzenia
DNA (DDR), prowadzi do indukcji przyspieszonego sta-
rzenia i w odréznieniu od przejsciowej aktywacji tego
szlaku, charakteryzuje sie dlugotrwalym wystepowa-
niem skupisk biatek bedacych elementami szlaku DDR
tak jak np. yH2AX i 53BP1 [94,102,111]. Do niedawna
uwazano, ze przyspieszone starzenie moze by¢ induko-
wane uszkodzeniami DNA wystepujacymi zaréwno w
telomerowym, jak i nietelomerowym DNA [112]. Jednak-
ze ostatnie publikacje [111,113,114] pokazuja, Ze trwala
aktywacja DDR jest wynikiem wystepowania uszkodzer
w odcinkach telomerowych. W ludzkich spoczynkowych
fibroblastach starzenie byto indukowane poprzez podda-
wanie je dzialaniu promieniowania. Komérki barwiono
na obecnos$¢ 53BP1 i znakowano telomery przy uzyciu
techniki fuorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH, ang.
fluorescent in situ hybridization). Wraz z uptlywem czasu
od traktowania komérek promieniowaniem czesé uszko-
dzen ulegata naprawie natomiast, te ktére pozostawaly
i prowadzily do indukcji starzenia, wystepowaly w ob-
rebie telomeréw. Takich samych obserwacji dokonano,
gdy starzenie komoérkowe bylo indukowane bleomycy-
ng, ktéra jest radiomimetykiem oraz, gdy jako znacznika
uszkodzern DNA uzywano yH2AX. Wystepowanie kilku
uszkodzert w odcinkach telomerowych stanowi wystar-
czajacy bodziec do indukcji starzenia [111].

ZESPOLY PRZYSPIESZONEGO STARZENIA

Oprécz badart na poziomie komoérek, tkanek i organi-
zmoéw zaréwno ludzi, jak i zwierzat, wiedze dotyczaca sta-
rzenia pozwalaja nam wzbogaci¢ réwniez zespoly przyspie-
szonego starzenia. Sg to choroby genetyczne cechujace sie
wczesnym wystepowaniem zmian zwigzanych z wiekiem.
Wiele sposréd tych zespotéw doczekalo sie swoich odpo-
wiednikéw w $wiecie zwierzat dzieki stworzeniu mysich
modeli.

Powszechnie znane sa takie zespoly przyspieszone-
go starzenia jak zesp6t Wernera (WS, ang. Werner’s syn-
drome), Cockayne (CS, ang. Cockayne Syndrome) czy proge-
ria Hutchinsona-Gilforda (HGPS, ang. Hutchinson-Gilford
progeria syndrome). Spoéréd nich najlepiej przebadane zo-
staly zespoly Wernera i progeria Hutchinsona-Gilforda.

Zesp6t Wernera spowodowany jest mutacja w genie
WRN. Biatko WRN nalezy do rodziny helikaz RecQ i jest
zaangazowane w transkrypcje, replikacje, naprawe DNA
oraz w utrzymywanie prawidlowej struktury telome-
row [115]. U oséb dotknietych zespotem Wernera bardzo
wczesnie pojawiajg sie takie zmiany jak: siwienie, lysie-
nie, za¢ma, cukrzyca typu 2, osteoporoza i miazdzyca.
Objawy zespotu zwykle pojawiaja sie w trzeciej dekadzie
zycia, a osoby z WS umieraja miedzy 47 a 54 rokiem zy-
cia na skutek nowotworéw badz choroby wiericowej. Ko-
morki pochodzace od 0s6b z zespotem Wernera charak-
teryzuje wystepowanie niestabilnosci chromosomowej i
przyspieszone skracanie telomeréw. Komorki te podob-
nie, jak pochodzace od pacjentéw z HGPS, ulegaja szyb-
szemu starzeniu replikacyjnemu [116].

258

Progeria Hutchinsona-Gilforda spowodowana jest
mutacja w genie LMNA, kodujacym laminy A/C. Laminy
wchodza w skiad otoczki jadrowej. Biora udzial w regu-
lacji transkrypcji i cyklu komérkowego oraz w prolifera-
qji i réznicowaniu komoérek. U oséb dotknietych HGPS,
na skutek mutacji w genie LMNA kodujacym lamine
A, dochodzi do powstania krétszej o pieé¢dziesiat reszt
aminokwasowych formy tego bialka zwanej progeryna.
Dzieci dotkniete zespolem HGPS sa niskiego wzrostu i
szybko tysieja. Wystepuje u nich twardzina skéry, oste-
oliza, lipodystrofia oraz miazdzyca. Osoby dotkniete ze-
spotem HGPS starzeja sie dziesieciokrotnie szybciej niz
osoby zdrowe i umieraja w wieku okolo 12 lat na skutek
zawalu badz udaru. [90,117]. Komoérki pochodzace od
0s6b z HGPS ulegaja w hodowli szybszemu starzeniu.
Obserwowane jest wystepowanie zaburzen segregacji
chromosomoéw, komérek dwujadrzastych, przyspieszone
skracanie telomeréw oraz podwyzszony poziom uszko-
dzernn DNA [118]. Co ciekawe, komoérki oséb dotknietych
progeria Hutchinsona-Gilforda charakteryzuja sie akty-
wacja szlaku DDR [119]. Zaobserwowano, ze fibroblasty
pochodzace od 0s6b z HGPS w hodowli przejéciowo ule-
gaja hiperproliferacji, po ktorej nastepuje szybka $mier¢
na drodze apoptozy [120]. Ponadto w komoérkach pocho-
dzacych od 0s6b z HGPS obserwuje sie obnizony poziom
histonéw H3K9me9 i H3K27me3, podniesiony poziom
acetylacji histonéw oraz obnizony poziom biatka HP1. W
skupiskach heterochromatyny zwigzanych ze starzeniem
(SAHF) obecne sa nastepujace modyfikacje histonu H3:
H3K9me9 i H3K27me3 oraz biatko HP1. Sg one uznawa-
ne za jeden ze znacznikéw tego procesu. Krétsza forma
laminy A, progeryna obecna u os6b dotknietych progeria
Hutchinsona-Gilforda jest réwniez wykrywana u zdro-
wych osoéb starszych. Obserwowano ja w fibroblastach
pochodzacych od oséb miedzy 81 a 96 rokiem zycia. Wy-
stepowaniu progeryny towarzyszyl zaré6wno obnizony
poziomu biatka HP1, jak i histonu H3K9me3, co réwniez
bylo obserwowalne u 0séb dotknietych HGPS. Ponadto,
jedna ze zmian wystepujaca u 0s6b z HGPS jest obecnos¢
w komoérkach duzej liczby uszkodzeri DNA. Podobnie jak
w komoérkach pochodzacych od oséb dotknietych HGPS,
w fibroblastach uzyskanych od osoéb starszych obserwo-
wano wystepowanie duzej liczby uszkodzern DNA [121].
Wykazano réwniez, ze traktowanie komoérek pochodza-
cych od osé6b z HGPS inhibitorem kinazy mTOR, rapa-
mycyna, eliminowato progeryne z tych komorek. Przy-
puszcza sie, ze usuwanie z komorek progeryny na drodze
autofagii wzmagato proliferacje [122].

Ze wzgledu na to, Ze u os6b dotknietych WS i HGPS
wczeénie dochodzi do pojawienia sie zmian zwigzanych
z wiekiem, stanowig one interesujacy model do badania
przebiegu starzenia. Istotng grupe tworza réwniez zespoty
przyspieszonego starzenia spowodowane mutacjami w ge-
nach kodujacych biatka szlaku odpowiedzi na uszkodzenia
DNA, badZ naprawy. Wsréd nich mozna wyréznic zespoty
Nijmegen, Blooma, Niedokrwistoé¢ Fanconiego oraz Ataxia
telangiectasia [123]. W tabeli 1 przedstawione zostaty cho-
roby spowodowane mutacjami w genach kodujacych biatka
uczestniczace w szlaku odpowiedzi na uszkodzenia DNA.
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Tabela 1. Przyktadowe choroby genetyczne spowodowane mutacjami w genach
kodujacych biatka uczestniczace w szlaku odpowiedzi na uszkodzenia DNA.

Choroba genetyczna Mutacja w genie

Ataxia telangiectasia ATM
Zespot Seckel ATR
Zesp6t Li-Fraumeni 1253
Zesp6t Nijmegen NBS1
Ataxia telangiectasia-like disorder MREI11
Nijmegen breakage syndrome-like disorder = RAD50

Wiedze dotyczaca starzenia wzbogacily badania prowa-
dzone na organizmach modelowych. Wszystkie wyzej wy-
mienione zespoly przyspieszonego starzenia sa niezwykle
rzadkie i ich dokladniejsze poznanie bylo mozliwe dzieki
stworzeniu tzw. modeli mysich. Zespoly przyspieszonego
starzenia, wraz z odpowiednimi modelami mysimi, zosta-
ty przedstawione w tabeli 2. W przypadku niektérych ze-
spoléw przyspieszonego starzenia, jak np. zespét Cockayne
(CS, ang. Cockayne syndrome) czy niedokrwistos¢ Fanconie-
go, stworzono kilka modeli mysich. Warto mie¢ na uwadze
fakt, ze modele mysie nie do korica moga odzwierciedla¢
wszystkie zmiany towarzyszace zespolom, ktére wystepuja
u ludzi. Niekiedy objawy obserwowane u myszy moga by¢
bardziej nasilone lub ostabione od tych, ktére widoczne sa u
ludzi. Takie rozbieznosci obserwowane sa miedzy innymi w
przypadku zespolu TTD (ang. Trichodystrophy). Zesp6l ten
spowodowany jest mutacja punktowa w genie XPD, czego
skutkiem jest wystepowanie zaburzer naprawy uszkodzen
DNA. Oprécz wystepowania u myszy przedwczesnego sta-
rzenia, stwierdzono wystepowanie zwiekszonej wrazliwos¢
na promienie UV i dzialanie zwigzkéw chemicznych, kto-
re prowadza do rozwoju nowotworéw. W modelu mysim
zespotu Cockayne (Csb™™) stwierdzono, ze nie wystepuja
wszystkie zmiany zwigzane z wiekiem, wystepuja u ludzi.
Ponadto u myszy Csb"™ obserwowana jest zwiekszona po-
datno$¢ na rozwoj nowotworéw, co nie objawia sie u ludzi
dotknietych tym zespotem. U myszy Wrn” nie pojawiaja sie
cechy zwigzane zwiazane ze starzeniem, ktére zauwazalne
sg u 0s6b dotknietych zespolem Wernera. Jednakze, fenotyp
komoérek w obu przypadkach jest zblizony na poziomie ko-
moérkowym [124,125].

PODSUMOWANIE

Uszkodzenia DNA sa powaznym zagrozeniem dla pra-
widlowego funkcjonowania komorki, jak i catego organi-
zmu. Szlak odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR), jako
system monitorujacy integralnos¢ DNA, powinien natych-
miast wykrywac uszkodzenia DNA i uruchamia¢ odpo-
wiednie mechanizmy naprawy. W sytuacji, gdy nie jest to
mozliwe moze prowadzi¢ do $mierci lub starzenia komorki.
Odpowiedz komérkowa aktywowana w wyniku wystepo-
wania w komoérce uszkodzen nici DNA wymaga udzialu
wielu biatek, ktére sg elementami szlaku DDR. Kluczowa
role w tym szlaku pelni bialko p53, ktérego obecnos¢ jest
niezwykle istotna zaréwno w starzeniu komérkowym, jak i
w apoptozie. W przypadku starzenia komoérkowego biatko
p53 prowadzi do aktywacji biatka p21, ktére jest inhibitorem
kinaz zaleznych od cyklin. Konsekwencja tego jest zatrzy-
manie komoérek w cyklu. W apoptozie biatko p53 zaangazo-
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Tabela 2. Przykladowe zespoly przyspieszonego starzenia wraz z genami, kt6-
rych mutacje prowadza do ich powstania, oraz odpowiadajace im modele mysie.

Zespol przyspieszonego starzenia Mutacja w genie  Model mysi

Zespot Cockayne (CS) CSA, CSB Csa”+ Csa"™
Zespot Wernera (WS) WRN Wrn?-
Progeria Hutchinsona-Gilforda LMNA Zmpste24”
Trichothiodystrofia XPB, XPD Xpd"
Skora pergaminowa (XPE) XPF/ERCC1 Erccl”

wane jest w aktywacje kaspaz, ktére zas odpowiedzialne sa
za degradacje wielu biatek. Brak prawidtowej postaci biat-
ka p53, jak i réwniez innych biatek szlaku odpowiedzi na
uszkodzenia DNA prowadzi do powstania ciezkich choréb
genetycznych. Charakteryzuja sie one zwiekszong wrazli-
woscig na dzialanie czynnikéw indukujacych uszkodzenia
DNA oraz niestabilno$cig genomowa. Szczegétowe pozna-
nie szlaku odpowiedzi na uszkodzenia DNA jest niezbedne
dla dobrego poznania proceséw, w ktérych uczestniczy.
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ABSTRACT

The genetic material is constantly subjected to DNA damage which is caused by physiological processes occuring in the cell and is exposed to
exogenous DNA damaging agents. Eucariotic cells have developed a system called the DNA damage response (DDR), which is responsible for
maintaining genomic inegrity. DNA damage can lead to senescence, DNA repair as well as to cell death. The key protein in the DDR pathway
is p53. This protein undergoes numerous posttranslational modifications and can be involved in the activation of many genes and proteins
leading to survival or cell death. In cell senescence the p53 protein leads to the induction of p21, which causes cell cycle arrest. In apoptosis
p53 participates in the activation of caspases, which are responsible for the degradation of many proteins.
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