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Streszczenie: Wiele programow badawczych koncentruje si¢ na poznaniu mechanizmu dziatania we-
wnetrznego punktu kontrolnego fazy S, ktory nadzoruje zarowno procesy zwiazane z cz¢stoscia inicjacji
replikacji DNA (gestos$¢ regiondw origin), jak i z ruchem widelek replikacyjnych (tempo elongacji).
Tempo replikacji maleje w odpowiedzi na dzialanie hydroksymocznika, afidikoliny lub czynnikow
uszkadzajacych DNA. Zmniejszenie szybkosci replikacji jest spowodowane zaktywowaniem szlakow
biochemicznych zwigzanych z wewngtrznym punktem kontrolnym fazy S. Funkcja wewngtrznego
punktu kontrolnego fazy S jest: (1) spowalnianie tempa lub blokowanie ruchu widetek replikacyjnych,
(2) zapobieganie przedwczesnemu uruchamianiu pdznych origin, (3) inicjowanie szlakéw sygnatowych
zwigzanych z odpowiedzig na wystapienie defektow strukturalnych DNA, w celu uniemozliwienia
replikacji uszkodzonych czasteczek DNA, a takze (4) opdznianie wejscia w mitoze, do momentu zaprze-
stania dzialania bodZca stresowego. W pracy przedstawiono najnowsze informacje dotyczace kinaz
biatkowych ATR, ATM, Chk1 i Chk2 zaangazowanych w kontrol¢ fazy S, opisano aktualny stan wiedzy
o pozostatych biatkach uczestniczacych w reakcjach zwiazanych z odpowiedzia na stres replikacyjny
oraz dodatkowo podjeto prob¢ wyjasnienia ich wzajemnych korelacji. Kinazy biatkowe ATM i ATR
naleza do rodziny kinaz 3-fosfatydyloinozytolu. Pomimo wykazania istotnej roli, jaka petnig kinazy
ATM i ATR w szlakach sygnatlowych cyklu komérkowego, nadal niewiele wiadomo o mechanizmach
aktywacji tych kinaz. Ufosforylowane kinazy ATM i ATR aktywuja podlegte im biatka docelowe (kina-
zy Chk2 i Chkl) poprzez ich fosforylowanie na resztach serynowych i treoninowych. Dwuniciowe
peknigcia DNA aktywuja kinaz¢ ATM, ktdra fosforyluje na N-koncu podlegta jej kinazg Chk2 (Thr68).
Fosforylacja treoniny 68 jest warunkiem niezb¢dnym do petnego zaktywowania kinazy Chk2, ktdre
przypisywane jest procesowi jej autofosforylacji, dokonywanej na treoninach 383 i 387. Kinaza ATR
jest aktywowana w odpowiedzi na stres replikacyjny lub uszkodzenia DNA wywotane wplywem pro-
mieniowania UV. Po zaktywowaniu, dokonuje fosforylacji kinazy Chk1 na resztach serynowych: Ser317
i Ser345. Fosforylacja seryny 345 wzmaga szybkie lokalizowanie kinazy Chk1 na obszarze jadra komor-
kowego, podczas aktywacji punktu kontrolnego. Stan ufosforylowania seryny 317 gwarantuje zabloko-
wanie przejscia S=QG2 i zapobiega wchodzeniu w mitoze¢, w warunkach zaburzonego przebiegu replikacji
DNA. W niektorych sytuacjach, warunkowanych rodzajem dzialajacego bodzca stresowego, kinazy
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sensoryczne ATM i ATR mogg fosforylowac¢ wspolne biatka docelowe. Ufosforylowana aktywujaco kinaza
Chkl oddaje grupy fosforanowe fosfatazom biatkowym Cdc25A-C, co prowadzi do zablokowania kinaz
Cdkl1 i Cdk2, a w konsekwencji do zatrzymania przebiegu cyklu komérkowego. Kinaza Chk1 moze takze
stabilizowa¢ widelki replikacyjne, prawdopodobnie poprzez nakierowywanie bialek Cdc6 i MCM2-7 oraz —
po ustapieniu dziatania bodZca stresowego — ponownie je uruchamia¢. Funkcjonalna zmiennos¢ biatek tworza-
cych 0§ ATM/ATR-Chk2/Chk1-Cdc25/Cdk stanowi molekularny fundament wewngtrznego punktu kontro-
Inego fazy S. Substratem podleglym kinazie ATR jest takze histon H2AX, fosforylowany na serynie 139. Po
wystapieniu w DNA uszkodzen typu dwuniciowych peknigé, liczne czasteczki histonow H2AX, ufosfory-
lowanych na Ser139, gromadzone sa w miejscach uszkodzenia, tworzac wewnatrzjadrowe foci. Wigkszos¢
fluoryzujacych ognisk jest rozproszona po catym obszarze nukleoplazmy, jednak najwigksze z nich zwiazane
sq zazwyczaj z obszarami heterochromatyny okotojaderkowej. Ufosforylowana posta¢ histonu H2AX two-
rzy platforme, dzigki ktorej do miejsc uszkodzenia nakierowywane sa czynniki naprawcze i biatka sygnatowe.
W artykule opisano takze konsekwencje przetamywania funkcji wewngtrznego punktu kontrolnego fazy S i
ominigcia zaleznosci S-M oraz wynikajaca z tego indukcj¢ przedwezesnej kondensacji chromosoméw. Poza
licznymi mutacjami, ktére eliminujg poszczegdlne elementy sktadowe szlaku biochemicznego zwiazanego z
wewngtrznym punktem kontrolnym fazy S, system ten moze by¢ zaburzony takze poprzez oddziatywanie
wielu czynnikow chemicznych. Nalezy do nich kofeina, ktora przetamuje zaleznos¢ S-M i prowadzi do
indukcji PCC w tych komérkach, ktore nie sg przygotowane do wejscia w mitozg, z powodu niezakonczenia
fazy S i poreplikacyjnych proceséw naprawczych w fazie G2. Komorki zablokowane w przebiegu fazy S, a
nastepnie poddane dziataniu kofeiny, inicjuja aberracyjne podzialy mitotyczne. W komorkach takich obserwu-
jemy wystgpienie ubytkow i przerw w ciaglosci chromosoméw, zagubienie w plaszczyznie rdwnikowej
chromosoméw acentrycznych i fragmentow chromatyd oraz formowanie si¢ mostkow chromosomowych i
mikrojader. Wynika z tego nowe pojmowanie funkcji wewngtrznego punktu kontrolnego fazy S: jako scisle
oddzialujacego na pdzniejsze formowanie struktur wyzszego rzgdu: chromosoméw metafazowych, a tym
samym zapewniajacego rownocenne rozdzielenie DNA do dwdéch jader siostrzanych. Zjawisko przedwcze-
snej mitozy stanowi nie tylko istotny problem podstawowy biologii cyklu komdrkowego, ale takze zagadnie-
nie wazne ze wzgledu na potencjalne zastosowania medyczne. Metody radio- i chemioterapii stosowane w
leczeniu chordéb nowotworowych prowadza do rozleglych uszkodzen DNA, wstrzymujacych proces replika-
cji materiatu genetycznego. Zdaniem wielu badaczy, nasilenie oddzialywania terapeutycznego wynika¢ moze
z pobudzenia tych mechanizméw biochemicznych, ktére omijajac dziatanie wewnetrznego punktu kontrolne-
go fazy S, wywolywac beda przedwcezesna kondensacje¢ chromosomow.

Stowa kluczowe: stres replikacyjny, wewnetrzny punkt kontrolny fazy S, zaleznos¢ S-M.

Summary: A wide array of research programs have been directed towards a comprehension of roles the
intra-S-phase checkpoint which controls either frequency of DNA replication initiation (origin densities)
or replication fork movement (rates of elongation). In response to treatment with either hydroxyurea or
aphidicolin and after the addition of the DNA-damaging agents, the total rate of DNA replication per cell
is reduced. This reduction is due to activation of an intra-S-phase checkpoint-dependent biochemical
pathway network. The activated intra-S-phase checkpoint slows down or arrests replication forks,
inhibits the premature firing of late origins, starts up the DNA damage response pathways to prevent
replication of a damaged DNA, and delays the onset of mitosis until the cells are exposed to replicational
stress. This work focuses on ATR, ATM, Chk1 and Chk?2 protein kinases that are required for the control
of the S phase, illustrates the state of knowledge about the other proteins involved in DNA-replication
stress-response, and in addition explains their relationship. Ataxia telangiectasia mutated kinase (ATM)
and ataxia telangiectasia and Rad3-related kinase (ATR) are PI-3 Kinase-related Kinase (PIKK) family
members. Despite the essential role of ATM and ATR in cell cycle signaling, little is known about their
activation. The activated ATM and ATR kinases turn on their downstream target proteins (like Chk2 and
Chkl1) by phosphorylating specific serine or threonine residues. ATM responds primarily to double
strand breaks and phosphorylates Chk2 protein kinase at the amino-terminal domain contains a threonine
residue (Thr68). Phosphorylation on Thr68 is a precondition for the successive activation step, which is
attributable to autophosphorylation of Chk2 on Thr383 and Thr387. ATR is activated by replicational
stress or UV-induced DNA damages and in response phosphorylates Chkl protein kinase at serine
residues (Ser317 and Ser345). Phosphorylation at Ser345 serves to localize Chk1 to the nucleus following
checkpoint activation, while phosphorylation at Ser317 was shown to forbid entry into G2 phase and
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mitosis following stalled DNA replication. It is known, however, that ATM and ATR protein kinases
share some phosphorylation targets and their precise roles in the intra-S-phase checkpoint pathway may
differ depending on the nature of stress involved. Chk1-mediated Cdc25A-C phosphorylation leading to
blocking of Cdk1 and Cdk2 (thus preventing cell cycle progression). Chk1 can stabilize the replisome,
possibly by targeting replication proteins (e.g., Cdc6, MCM2-7), and after resolving the replication
problems can restart of stalled replication forks. Functional changeability of the ATM/ATR-Chk2/Chk1-
Cdc25/Cdk axis underlie the molecular foundation of the intra-S-phase checkpoint. ATR also phosphory-
lates histone H2AX on serine 139. After DSB-like DNA damage a number of Ser139-phosphorylated-
H2AX localizes to sites of DNA damage at subnuclear foci. Although most of them spread throughout the
whole area of nucleoplasm, the largest of them, localized at perinucleolar heterochromatin regions. This
newly phosphorylated-H2AX forming a platform for the recruitment DNA repair and signaling proteins.
This paper also briefly describes abrogating the intra-S-phase checkpoint function will result in overriding
the S-M dependency and induction of premature chromosome condensation (PCC). Apart from nume-
rous mutations that eliminate particular elements of the intra-S-phase checkpoint pathway, systems
which monitor the course of DNA replication can be affected by many types of chemical agents. Caffeine,
can override the S-M dependency and induce PCC in cells not prepared to undertake mitotic division, i.e.
those which did not complete DNA replication and stay underreplicated. S-phase-blocked cells treated
with caffeine start out aberrant mitotic divisions. The full array of aberrations includes: chromosomal
breaks and gaps lost and lagging chromatids and chromosomes, chromosome bridges and micronuclei.
Thus, drug-induced PCC (due to caffeine action) clearly provided the new insight that DNA replication is
tightly coupled with the construction of the higher-ordered structure of the eukaryote chromosome. In the
hope of unraveling targets for cytostatic drugs and cellular factors which inhibit or potentiate healing of
cancer, a wide array of research programs have been directed towards an understanding of molecular
mechanisms that underlie the intra-S-phase signaling pathways. A bulk of research-work is thus focused
on methods increasing the effects of radio- and chemotherapy.

Key words: DNA-replication stress, intra-S-phase checkpoint, S-M dependency.

Wykaz skrotow: ATM (ang. Ataxia Telangiectasia Mutated) — serynowo-treoninowa kinaza ATM; ATR
(ang. Ataxia Telangiectasia mutated - Rad3related) — kinaza zwiazana z kinaza ATM i helikaza Rad3;
ATRIP (ang. ATR-Interacting Protein) — biatko wystgpujace w trwatym potaczeniu z kinazag ATR; CDK
(ang. Cyclin-Dependent Kinases) — rodzina kinaz zaleznych od cyklin, DNA PK (ang. DNA-dependent
Protein Kinase) — serynowo-treoninowa kinaza biatkowa zalezna od DNA; DSBs (ang. Double Strand
Breaks)—pgknigcie obu nici; ICC (ang. [nitiation of Chromosome Condensation) —moment rozpoczgcia
procesu kondensacji chromosomdéw; MCM2-7 (ang. Mini-Chromosome Maintenance 2-7) — bialka two-
rzace heksameryczny kompleks wykazujacy aktywnos¢ helikazy; MPF (ang. M-phase Promoting Fac-
tor) — kompleks promujacy mitoz¢; MRCI1 (ang. Mediator of the Replication Checkpoint 1) — biatko
adaptorowe wystepujace w komdrkach drozdzy; NHEJ (ang. Non-Homologous End-Joining) — nieho-
mologiczne taczenie koncow; Origin—miejsce inicjacji replikacji; ORC (ang. Origin Recognition Complex)
— kompleks biatkowy rozpoznajacy miejsce inicjacji replikacji; PCC (ang. Premature Chromosome
Condensation) — przedwczesna kondensacja chromosomow; PCNA (ang. Proliferating-Cell-Nuclear-
Antigen)— skladnik kompleksu replikacyjnego; PCP1 (ang. Principal Control Point I)— pierwszy gtowny
punkt kontrolny; PCP2 (ang. Principal Control Point 2) — drugi gtdéwny punkt kontrolny; PIKK (ang. P/-
3Kinase-related Kinase) — rodzina kinaz 3-fosfatydyloinozytolu; RFC (ang. Replication Factor-C) —
czynnik replikacji C; RPA (ang. Replication-Factor-A)— czynnik replikacji A; system RLS (ang. Replica-
tion Licensing System) — system ,,zezwalajacy na replikacj¢ DNA”™.

1. WSTEP

W cyklu komérkowym typu G1-S-G2-M funkcje dwoch glownych punktow
kontrolnych wiaza si¢ bezposrednio z koordynacja stadiow przejsciowych, decydu-
jacych o zachowaniu tozsamosci genetycznej. Pierwszy z nich monitoruje metabo-
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liczny stan komorki w fazie G1, integralno$¢ struktury jadrowego DNA przed
przystapieniem do syntezy komplementarnego zespotu chromosoméw, poziom
niezbednych substratéw, enzymdw i czynnikow replikacyjnych. W cytologii roslin,
znany jest jako ,.pierwszy gldwny punkt kontrolny”, PCP1 (ang. Principal Control
Point 1). Jest on odpowiednikiem punktu START u drozdzy (Saccharomyces
cerevisiae) i punktu restrykcyjnego (R) w komdrkach zwierzecych. Drugi punkt
kontrolny, PCP2, o bardziej konserwatywnym charakterze, odgrywa podobna role
w fazie G2. Jego funkcje zwigzane sa z ocena wewnetrznych i zewnetrznych
warunkow Srodowiska komorki, niezbednych do jej przebudowy w czasie mitozy i
cytokinezy; informuje, ze replikacja DNA zostala zakonczona oraz kontroluje
integralnos¢ struktury chromatyny przed jej mitotyczna kondensacja [69].

Szlaki biochemiczne systemow kontrolnych w fazie G1 i G2 stanowia jednak tylko
cze$¢ zlozonego uktadu mechanizmdéw zapobiegajacych powstawaniu bledow
replikacyjnych i mozliwosci wadliwego przebiegu mitozy. Nadzor nad stabilnoscia
genomu dokonuje si¢ poprzez harmonijne dziatanie wszystkich podlegtych mu
elementéw regulacyjnych i jest wynikiem, w gléwnej mierze, przemiennosci fazy
S i mitozy. Zgodnie z nig, profazowa kondensacja chromosoméw mozliwa jest dopiero
po zakonczeniu replikacji DNA (zaleznos¢ ,,S-M” [26, 77, 80]), natomiast rozpoczecie
fazy S moze by¢ zainicjowane nie wczesniej niz po telofazowej dekondensacji
(zaleznos¢ ,,M-S” [83]), poniewaz uruchomienie nowych miejsc inicjacji replikacji
uzaleznione jest od niskiej aktywnosci mitotycznych CDK (ang. Cyclin-Dependent
Kinases) [71, 97]. Nadzor nad zaleznoscia ,,S-M” pelni wewnetrzny punkt kontrolny
fazy S (ang. intra-S-phase checkpoint). Funkcje tego mechanizmu zalezne sa od
sprawnosci systemu transmisji sygnaldw wyzwalanych przez aparat sensoryczny
komorki i przekazywanych do czasteczek efektorowych. Chociaz mechanizmy
inicjacji fazy S i mitozy uruchamiane sg poprzez aktywacje podobnych, a niekiedy
identycznych enzymoéw, fizjologiczny status kazdej z tych faz jest krancowo
odmienny. Struktura chromosoméw mitotycznych wyklucza mozliwos¢ prawidlowej
organizacji aparatu replikacyjnego i ogranicza przestrzen niezbedna dla ruchu widetek
replikacyjnych. Rozproszona chromatyna interfazowa z rownie oczywistych powo-
dow nie jest przystosowana do segregacji czasteczek DNA.

2. REPLIKACJA DNA W FAZIE S

Wiernos¢ informacji genetycznej przekazywanej z pokolenia na pokolenie komérek
zalezy od dokladnosci mechanizmdéw powielajacych chromosomy w fazie S i precyzji,
z jaka zostang one nastepnie rozdzielone do dwdch jader potomnych podczas mitozy.
Systemy regulacji tych proceséw narzucaja odmienna specyfike metaboliczna kazdej
z faz cyklu komoérkowego, a petniac nadzér nad wilasciwa chronologia zdarzen,
warunkuja zachowanie strukturalnej i funkcjonalnej integralnosci sekwencji eu- i
heterochromatynowych [21, 34].

Kopiujac swoje chromosomy, komorki eukariotyczne wykorzystuja jednoczesnie
liczne miejsca inicjacji replikacji (od 10°do 10° w kazdym jadrze), co sprawia, ze
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czas trwania fazy S do pewnego tylko stopnia zalezy od wielkosci genomu [17, 82].
Jest to spowodowane m.in. brakiem koniecznosci koordynowania ruchu czasteczek
polimeraz DNA i polimeraz RNA na wspdlnej matrycy. Taka ,,modutowa” strategia
replikacji umozliwiajaca kopiowanie catego materiatu genetycznego w stosunkowo
krotkich odcinkach czasu (przy zachowaniu zasady jednokrotnej syntezy kazdej
sekwencji jadrowego DNA) wymaga precyzyjnego mechanizmu ochrony regiondw
origin funkcjonujacych we wezesnych stadiach fazy S (,,early” replicons), przed
ich ponownym uruchomieniem w pdzniejszych stadiach tej fazy (,,late” replicons)
[27, cyt. za 46]. Przyczyny tej asynchronicznosci sa rozne. Pierwsza z nich moze
by¢ wyksztalcone w toku filogenezy uporzadkowanie czasu replikacji poszczegdlnych
sekwencji genomu: euchromatyna (zawierajaca DNA aktywny pod wzgledem
genetycznym) oraz sekwencje centromerowe replikowane sa, z reguly, w poczatko-
wych stadiach fazy S, natomiast heterochromatyna (zawierajaca DNA nieaktywny,

FAZA G FAZS Gy )
FAZA S mitoza
—— I )
[ —
WCZESNE POZNE
REPLIKONY REPLIKONY

- euchromatyna - heterochromatyna
- sekwencje centromerowe - sekwencje satelitarne
- chromatyna prazkow R - chromatyna prazkow G

RYCINA 1. Charakterystyczne dla wezesnych, srodkowych i péznych podokresow fazy S wzory
immunofluorescencyjnego znakowania nowo syntetyzowanych czasteczek DNA (w jadrach wyizo-
lowanych z merystematycznych komorek korzeni Vicia faba, po ich uprzedniej inkubacji z
bromodeoksyurudyna — BrdUrd). BrdUrd jest wlaczana do potomnych tancuchow DNA, a nastgpnie
wykrywana fluorescencyjnie znakowanymi przeciwciatami (detekcja posrednia: I-rzedowe przeciwciala
a-BrdUrd, II-rzedowe przeciwciala znakowane izotiocyjanianem fluoresceiny — FITC), pow. ok. 500 X

FIGURE 1. Localization of BrdUrd labeling patterns in interphase nuclei of individual subphase of
S-phase: early, middle, and late (BrdUrd labeling patterns of cell nuclei isolated from root meristems of
Vicia faba; immunocytochemical procedure with anti-BrdUrd primary monoclonal antibodies, and FITC-
conjugated secondary antibodies), magnification: about 500 X
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w tym takze sekwencje satelitarne) — w koncowych (ryc. 1). Druga przyczyna jest
najprawdopodobniej korzystne (ze wzgledu na endoergiczny charakter procesow
replikacyjnych), roztozone w czasie, zapotrzebowanie na dNTP, biatka strukturalne
i enzymatyczne biorace udzial w biosyntezie DNA (np. histony, polimerazy DNA).
Trzeci powdd asynchronicznej aktywacji sekwencji orgin stanowi¢ moze ewolucyjnie
utrwalona preferencja dla spowolnionej fazy S, a wigc takiej replikacji, ktora zapewnia
dos¢ czasu, aby podczas jej trwania dokonywane byly rowniez niezbgdne naprawy
uszkodzonych czasteczek DNA [74].

Mechanizm uniemozliwiajacy ponowne uruchamianie wczesnych replikonow podczas
péznych podokreséw fazy S wigze sie z funkcja trzech typow biatek, bedacych
centralnymi elementami systemu RLS: ,zezwalajacego na replikacje DNA” (ang.
Replication Licensing System) |8, 20]. Sa nimi: biatko Cdc6 (Cdc18 u S. pombe), biatko
Cdtl, znane takze pod nazwa RLF-B (ang. Replication Licensing Factor B) lub
double-parked oraz kompleks biatkowy MCM2-7 (ang. Mini-Chromosome Mainte-
nance 2-7). Montaz tego kompleksu (MCM2-7) w obrgbie chromatyny, bedacy
swoistym aktem nadania jej ,.licencji na replikacje”, zalezy od wczesniejszej asocjacji
biatek Cdc6 i Cdtl z kompleksami ORC (ang. Origin Recognition Complex), w sklad
ktorych wchodzi 6 podjednostek polipeptydowych: ORC1-6. Tylko wtedy sekwencja
origin utworzy¢ moze par¢ widelek replikacyjnych. Po zainicjowaniu ich dwukierun-
kowego ruchu, kompleksy MCM2-7 odsuwaja si¢ od regionu origin i, prawdopodobnie,
zaczynaja peli¢ nowg funkcje — helikazy, rozkrgcajacej spiralg obu nici DNA [51, 58].
Utrzymywanie si¢ bialek Mcm w asocjacji z jego replikujacymi odcinkami nie jest juz
wowcezas uzaleznione od komplekséw ORC, bialek Cdc6 i Cdtl. Czynnikiem
ograniczajacym replikacyjne funkcje komplekséw MCM2-7 nie jest tez wysoka
aktywno$¢ cyklinozaleznych kinaz; stanowi ona jednak istotna przeszkodg w procesie
laczenia si¢ bialek ORC, Cdc6 i Cdtl z sekwencjami origin. System zezwalajacy na
replikacje DNA jest wigc aktywny tylko jeden raz w cyklu komérkowym — podczas
fazy G1. Natomiast w chwili rozpoczecia fazy S ulega inaktywacji, blokujac zarazem
mozliwos¢ resyntezy DNA [3, 57].

2.1. Wewnetrzny punkt kontrolny fazy S

W obronie przed wieloma, potencjalnie groznymi, zaburzeniami w przebiegu
biosyntezy DNA, komorki rozwingly skomplikowana sie¢ reakcji biochemicznych,
ktore okresli¢c mozna, najogoélniej, jako odpowiedz na stres replikacyjny (ang. DNA-
replication stress-response). Podstawowgq strategia tej odpowiedzi jest zwolnienie tempa
procesow, ktérych kontynuacja grozitaby powielaniem lub przekazem wadliwych lub
niekompletnych czasteczek DNA nowemu pokoleniu komorek [21, 76, 78, 79]. W
warunkach stresu replikacyjnego, tempo biosyntezy DNA ulega wigc zwolnieniu, a
mozliwos¢ wejscia w mitoze jest, najczesciej, catkowicie zablokowana do czasu ekspresji
specyficznych genow i aktywacji czynnikdéw naprawczych [5, 61].

Proces biosyntezy DNA angazuje system wewnetrznego punktu kontrolnego fazy
S, ktéry ogranicza tempo replikacji w przypadku pojawienia si¢ fizycznych uszkodzen
DNA, przede wszystkim, peknie¢ jego obu nici — DSBs (ang. Double Strand
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Breaks) oraz blokuje mozliwos¢ inicjowania dalszych etapow cyklu komoérkowego
przez te komorki, ktére na skutek dziatania réznych czynnikow zostaly zatrzymane
w przebiegu niezakonczonej jeszcze fazy S [9, 27]. Kazde zaburzenie o charakterze
strukturalnym (np. DSB) wymusza zwolnienie szybkosci ruchu widetek replikacyj-
nych, a dodatkowo kazde ograniczenie sprawnosci aparatu replikacyjnego (wynika-
jace np. z deficytu trojfosforanéw nukleotydow lub dysfunkeji polimeraz) moze
sprzyja¢ powstawaniu, a nawet generowac uszkodzenia DNA [9, 21, 61]. Dziatanie
czynnikow sensorycznych (np. kinaz ATR/ATM [14, 48, 60]) wyzwala wowczas
kaskadowa transmisje sygnatow, ktore poprzez elementy posredniczace w ich
przekazie dostarczane sa do réznych biatek efektorowych (np. kinaz Chk1/Chk2 [16,
33, 96]). Wydaje sie, ze wszystkie komoérki eukariotyczne wyposazone sg w czynniki
sensoryczne, uklady transmisji sygnatu i czynniki efektorowe (ryc. 2) [83]. Ich

SIRES
REPLIKACYINY

I I

! CZYNNIKI SENSORYCZNE I

[ v AKTYWACIA

| WEWNETRZNVEGO

| CZYNNIKI TRANSMITUJACE SYGNAE PUNK TU

l KONTROLNEGO

[ l FAZY S

I

| C2YNNIKI EFEKTOROWE

I

I

I

MONTAZ UIREYMANIE MOLEKULARNET SPOWOL ATENTE TEMPA
LEYNNIKOW KONFORMAL N WIDELEK LUB ZABL OKOWANTE

MNAPRAWLCLZYLH REPLIKACYINYCH RUCHU WIDEEEK
l REPLIKACYINYCH

KONTYNUACIA REPLIKACHT

NATYCHMTAST PO
LAPREES TANIU DETALANIA
BODICA STRESOWEGD

RYCINA 2. Konceptualna organizacja szlaku sygnatowego wewngtrznego punktu kontrolnego fazy S,
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FIGURE 2. The conceptual organization of intra-S-phase signaling pathways, which is composed of: (1)
sensors, which detect structural aberrations, (2) transducers, which convey a signal about structural
alteration or disfunction, and (3) effectors (according to [27, 61, 77], modified)
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znaczenie polega na tym, ze umozliwiaja replikacje DNA i podziat chromosomow,
bez zagrozenia calosci zawartej w nich informacji, niezbednej dla rozwoju organizmu
i zachowania ciaglosci gatunkowe;j.

Wykrycie dwuniciowych pegknie¢ w czasteczkach DNA aktywuje szlak bioche-
miczny, w ktérym elementem nadrzednym jest kinaza ATM (ang. Ataxia Telan-
giectasia Mutated). Procesy zachodzace z jej udzialem wyzwalane sa we wszyst-
kich fazach cyklu komorkowego, a czynniki biorace udziat w tych procesach moga
by¢ wykorzystywane takze w drugim, rownolegle przebiegajacym szlaku, gdzie
funkcj¢ nadrzedng pelni kinaza ATR (ang. Ataxia Telangiectasia mutated - Rad3-
related). Ona takze aktywowana jest pod wptywem uszkodzen powodujacych
przerwanie ciagtosci obu nici DNA, jednak wzbudzanie jej aktywnosci nastgpuje
znacznie wolniej. Szlak podlegly kinazie ATR wykazuje przede wszystkim zdolnosé
reagowania na zaburzenia funkcji widetek replikacyjnych. Moga one by¢ efektem
oddzialywan o charakterze endogennym, skutkiem chemioterapii lub zabiegdw
eksperymentalnych prowadzacych do zahamowania lub zaklocenia procesoéw replika-
cyjnych poprzez inhibicyjny wplyw takich czynnikow, jak hydroksymocznik (HU) [15,
44, 47], promieniowanie nadfioletowe (UV) [86, 94] lub alkilujacy DNA metylo-
metano-sulfonian (MMS) [11, 29]. Obydwa szlaki biochemiczne funkcjonuja zgodnie
z nastgpujacymi schematami zdarzen: dwuniciowe pekniecia DNA - ATM - Chk2
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oraz blok replikacyjny - ATR -» Chkl. W kazdym z nich substratem docelowym
jest fosfataza Cdc25 (ryc. 3) [54].

Wydaje si¢ rzecza oczywista, ze wzbudzenie reakcji charakterystycznej dla
wewnetrznego punktu kontrolnego fazy S wywola¢ moga przede wszystkim rézno-
rodne oddzialywania blokujace przebieg biosyntezy DNA. Hydroksymocznik, jeden
z najlepiej poznanych i najczesciej stosowanych ,,aktywatoréw” takiej reakcji, hamuje
ruch widelek replikacyjnych posrednio, poprzez zubozanie puli tréjfosforanow nukle-
otydow (dNTP) [78]. Afidikolina indukuje odpowiedz typowa dla punktu kontrolnego
fazy S w wyniku zablokowania aktywnosci polimeraz DNA typu a i 0 (Pola i Pold)
[76]. Podobne efekty wywotywane sa przez mutacje niektorych genow kodujacych
bialka aparatu replikacyjnego, alkilacje DNA (MMS) [11], promieniowanie UV [79],
peknigcia zwigzane z procesami rekombinacji i naprawy oraz poprzez zablokowanie
aktywnosci topoizomerazy I i/lub II [88, 98].

Homologami obu konserwatywnych kinaz ,.sygnatowych” (ATM/ATR), sa kinazy
Mecl i Tell u S. cerevisiae i Rad3 i Tell u Schizosaccharomyces pombe. Kazda
z nich tworzy stabilny zwiazek z bialkowym partnerem (Ddc2/Piel/Ledl u S.
cerevisiae i Rad26 u S. pombe), pelniacym role podjednostki regulatorowej kinazy.
Czynnikami podrzednymi, aktywowanymi przez ATM/ATR/Mec1/Rad3 sa ich sub-
straty — kinazy rodziny CHK [12, 83]. Obie grupy, wspolnie, tworza centralny modut
szlaku odpowiedzi na stres replikacyjny, ktory zardwno rejestruje naptywajace infor-
macje o stanie DNA, jak i kieruje sygnaly do widelek replikacyjnych [61].

W komoérkach ludzkich i u Xenopus kinaza ATR jest niezbedna w procesie fosforylacji
kinazy Chk1 — fosforylacji bedacej podstawowa odpowiedzig indukowana pod wplywem
bloku replikacyjnego [30, 37]. ATR wystepuje w trwalym polaczeniu z biatkiem ATRIP
(ang. ATR-Interacting Protein), a ich kompleksy zogniskowane sa w obszarze jadra
komorkowego w tych regionach, ktdre prawdopodobnie odpowiadaja miejscom uszkodzen
DNA [50, 70]. Aktywatorem kompleksow ATR-ATRIP w komorkach kregowcow jest
biatko TopBP1 [35, 36]. Podobne zwiazki tworza si¢ takze miedzy kinaza Rad3 i biatkiem
Rad26 (homolog ATRIP u S. pombe) [1, 6, 87] oraz miedzy kinazami Mec1-Ddc2
(homolog ATR-ATRIP u S. cerevisiae) [42, 53].

Mechanizm rozpoznawania defektow w strukturze DNA przez kompleksy ATR-
ATRIP nie zostat dotychczas w petni wyjasniony. Ludzka kinaza ATR, biatko TopBP1
i kinaza Chkl wykazuja zdolno$¢ wiazania si¢ z czasteczkami DNA, przy czym
nie tylko ich powinowactwo, ale takze aktywnos¢ wzrasta w obecnosci DNA zawie-
rajacego uszkodzenia wywolane promieniowaniem UV [94]. Badania prowadzone
z uzyciem cytoplazmatycznych ekstraktéw komorek jajowych Xenopus wykazaty,
ze asocjacja ATR z chromatyng nastepuje w okresie replikacji DNA, natomiast po
jej zakonczeniu — zanika [cyt. za 45]. Zwiazek ATR-DNA przerwany zostaje takze
w wyniku eliminacji czynnika replikacji A — RPA (ang. Replication-Factor-A), natomiast
jego pojawianie si¢ jest niezalezne od obecnosci polimerazy DNA typu a. Wydaje si¢ wigc,
ze doprowadzanie ATR nastepuje po czgsciowym uformowaniu widelek replikacyjnych w
regionie origin, ale jeszcze przed asocjacja Pola [40, 52, 100].
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Chociaz kompleksy ATR-ATRIP moga przylaczaé¢ sie do niektorych struktur DNA,
ich udzial w aktywowaniu reakcji komorki na stres replikacyjny nie jest mozliwy bez
zaangazowania dwoch innych czynnikdw: pierwszym z nich jest czynnik replikacji C —
RFC (ang. Replication-Factor-C), drugim — biatka typu PCNA (PCNA-like;
Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen-like). Podczas replikacji, RFC rozpoznaje miejsca
polaczen starterowych odcinkéw RNA z DNA matrycowym i montuje wokot niego
toroidalny, biatkowy homotrimer — PCNA, tzw. ruchoma obrecz (sliding clamp),
decydujaca o ruchu zwiazanych z nig polimeraz DNA [41]. W komorkach S. pombe,
Rad17 (czynnik typu RFC1, wraz z czterema malymi podjednostkami: RFC2-5 [55])
oraz Rad9/Hus1/Radl (kompleks 9-1-1, typu PCNA [42]), uczestnicza nie tylko w
funkcjonalnej organizacji wewnetrznego punktu kontrolnego fazy S, ale takze innych
punktéw kontrolnych cyklu komoérkowego, ktérych zadaniem jest monitorowanie
uszkodzen strukturalnych DNA (np. w fazie G2 [42, cyt. za 38]). Doprowadzanie
kompleksow typu PCNA do miejsc uszkodzen w czasteczce DNA jest, prawdopodobnie,
zjawiskiem niezaleznym od aktywacji ATR i Chkl [56, 84], stanowi jednak istotny element
mechanizmu sygnalizujacego pojawienie si¢ zaburzen o charakterze strukturalnym. W
komorkach S. pombe 1 u ssakéw, Rad 17 i Husl sa czynnikami warunkujacymi
mozliwos¢ fosforylacji kinazy Chkl przez ATR. Rad 17 jest takze substratem ATR.
Chociaz obydwa te biatka facza sie z chromatyna komoérek nieuszkodzonych, fosforylacja
Rad17 przez ATR wyraznie nasila si¢ wraz z ilosciowym wzrostem komplekséw typu
PCNA, nastgpujacym po wystapieniu zaburzen konformacyjnych DNA. Wydaje si¢
zatem, Ze pierwszym etapem uruchamianego wowczas szlaku sygnalizacji jest niezalezne
lokowanie si¢ Rad17 i kompleksow ATR-ATRIP w rejonach uszkodzen; drugim — zalezne
od Rad17 montowanie komplekséw typu PCNA wokdét DNA. Kompleksy typu PCNA
umozliwiajg zaktywowanie czasteczek ATR i w konsekwencji fosforylacje jej substratow
zlokalizowanych w obrebie chromatyny, takich jak: Rad17 i Rad9 [42, 55].

Nie jest pewne, czy wszystkie zaburzenia replikacji DNA sg wykrywane przy
pomocy jednego tylko, uniwersalnego mechanizmu sensorycznego. By¢ moze, bez
wzgledu na rodzaj czynnika blokujacego faze S, struktura DNA generowana przez
widelki replikacyjne w miejscu uszkodzenia lub adduktu jest jednakowa. Nie mozna
jednak wykluczy¢, ze kazdy rodzaj zaburzenia struktury DNA wywiera odmienny,
specyficzny wplyw na widelki replikacyjne, a czynniki rozpoznajace poszczegolne
rodzaje uszkodzen sg takze rézne. Wydaje sie ponadto, ze niektére mechanizmy
wewnetrznego punktu kontrolnego replikacji funkcjonujg takze w przebiegu prawid-
towej, niczym niezakldcanej biosyntezy DNA w fazie S. Dla poparcia takiej tezy
wskazuje sie na warunkujaca przezywalnos¢ komodrek obecnosé kinazy Mecl (typu
PIKK) i efektorowej kinazy Rad53 (typu CHK) u S. cerevisiae oraz kinaz ATR i
Chk1 u ssakow [66, 68, 99, cyt. za 61].

Oproécz kinaz ATM i ATR u ludzi, a takze ich homologdéw w komorkach drozdzy,
do biatek sygnatowych rodziny PIKK nalezy DNA-PK (ang. DNA-dependent
Protein Kinase). Enzym ten skfada si¢ z podjednostki katalitycznej — DNA-PKcs
(ang. DNA-PK catalitic subunit) i heterodimerycznej podjednostki Ku70-Ku80.
DNA-PKcs jest zalezna od DNA kinaza serynowo-treoninowa, wykazujaca stosun-
kowo stabg zdolnos$¢ wiagzania si¢ z wolnymi koncami czasteczek DNA; powino-
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wactwo to ulega wzmocnieniu i stabilizacji pod wptywem heterodimeru Ku70-Ku80.
Uwaza sig, ze DNA-PK uczestniczy przede wszystkim w naprawie peknigé
dwuniciowych (DSBs) poprzez niehomologiczne taczenie koncéw — NHEJ (ang.
Non-Homologous End-Joining) [49, 65, 85].

7 aktywnoscia samych widetek replikacyjnych (w reakcji stresowej) zwigzane
jest biatko RPA: w regionach zablokowanych widelek replikacyjnych wykazano
wspolna lokalizacje biatek RPA, y-H2AX i PCNA [4]. Jednym z podstawowych
mechanizmow ochronnych aparatu replikacyjnego sa ogniska koncentrujace czastecz-
ki ufosforylowanych histonow H2AX [78, 79]. Sekwencja wyrozniajaca H2AX jest
C-koncowy motyw SQ(D/E)I/L/Y), w ktorym y-fosforylacja seryny (u ssakow
Ser139) uznawana jest za modyfikacje markerowa dwuniciowych peknig¢ DNA.
Zbieznos¢ miejsc znakowania przeciwciatami przeciwko Chk1S317 i przeciwko
H2AXS139 wydaje si¢ sugerowac, ze ogniska kumulujace czasteczki ufosforylo-
wanych histonow H2AX pokrywaja si¢, przynajmniej cze$ciowo, z regionami wzmo-
zonej aktywnosci kinazy Chkl1 [76], a takze z lokalizacja biatek typu Rb, ufosfo-
rylowanych na serynach 807/811 (ryc. 4) [Rybaczek, n. publ.].

O sprawnosci systemu wewnetrznego punktu kontrolnego fazy S decyduje zatem
kilka czynnikow: (1) efektywnos$¢ blokowania cyklu komdrkowego po wystapieniu
defektéw strukturalnych DNA lub zaburzen widelek replikacyjnych, (2) szybkosé
montazu czynnikow naprawczych oraz (3) mozliwos¢ powrotu komdrek do dalszych
etapow interfazy (i mitozy) po ustapieniu oddzialywan wywotujacych stan stresu
replikacyjnego. Istotng funkcja tego systemu jest wigc zachowanie zdolnosci do
kontynuacji przerwanej biosyntezy DNA, czyli utrzymanie takiej konformacji

5807:811

a-Rb

RYCINA 4. Immunocytochemiczna identyfikacja ufosforylowanych form: kinazy Chk1 (Ser317), histonu
H2AX (Ser139; markera dwuniciowych peknigé w czasteczkach DNA) i biatka Rb (Ser807/811) w
merystematycznych komdrkach korzeni Vicia faba. Zbiezno$¢ miejsc znakowania przeciwcialami
a-Chk1%%"7 q-H2AXS'¥, a-RbS87#!! 7 regionami heterochromatyny okotojaderkowej. Drugorzedowe
przeciwciala skoniugowane z FITC — konwersja na skale szarosci. Pow. ok. 900 X

FIGURE 4. Immunocytochemical identification of phospho-Chk1 (Ser317), phospho-H2AX (Ser139;
this modification of H2AX is a marker of DSBs-like DNA damage occurs in the DNA duplex), and
phospho-Rb protein (Ser807/811) in root meristem cells of Vicia faba. Immunolocalization of Chk 15317,
H2AXSB?, and RbS¥78!! suggest that these phosphoproteins accumulates most intensively at peri-
nucleolar heterochromatin regions. FITC-conjugated secondary antibodies — grey scale conversion. Mag-
nification: about 900 X
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molekularnej w obrgbie widetek replikacyjnych, ktéra umozliwi ich ponowne, szybkie
uruchomienie juz po ustapieniu dzialania bodzca stresowego [10, 64, 89]).

2.2. System monitorowania funkcji widelek replikacyjnych

Wydaje si¢ rzecza bezsporna, ze zwiazek elementow sensorycznych z zabloko-
wanymi widetkami replikacyjnymi jest wstgpnym, lecz nieodzownym warunkiem
aktywacji kinaz CHK. Sposéb, w jaki elementy te tacza si¢ ze soba, nie jest jednak
do konica poznany. Rozwigzanie tego problemu przynies¢ moga badania nowej grupy
,.bialek adaptorowych” — klaspiny, wykrytej w komorkach Xenopus (xClaspin) [93]
i MRC1 (ang. Mediator of the Replication Checkpoint 1) w komorkach drozdzy
(scMRC1) [39, 92]. Badania cytoplazmatycznych ekstraktow z komoérek Xenopus
ujawnily, ze interakcje z klaspina poprzedzaja aktywacje kinazy Chkl wywotana badz
to wpltywem afidikoliny, badz tez przez wprowadzenie czasteczek syntetycznych
oligonukleotydéw [cyt. za 67]. Klaspina charakteryzuje si¢ licznymi motywami
serynowo-glutaminowymi (SQ) i treoninowo-glutaminowymi (TQ), potencjalnie
podatnymi na fosforylacje zalezng od kinaz typu PIKK. Mozliwe jest zatem, Zze biatko
to uczestniczy w kontrolowaniu procesu aktywacji Chkl przez ATR [24]. Gdyby
lokalizacja kinaz typu PIKK (ATR/ATM/Rad3/Mecl) byla zgodna z regionami
zablokowanych widetek replikacyjnych, wowczas asocjacja biatka MRCI1 (lub klaspiny)
z aparatem replikacyjnym chromatyny moglaby formowac¢ pomost miedzy czynni-
kami sensorycznymi (wykrywajacymi uszkodzenia struktury DNA) i efektorowymi
kinazami CHK, fosforylujacymi inne, podlegle im czynniki biatkowe. Transdukcja
sygnatu PIKK - CHK zachodzitaby wiec w zorganizowanych centrach, integrujacych
wszystkie elementy biochemiczne wewnetrznego punktu kontrolnego fazy S [18, 61].

Mozliwosci zachowania zdolnosci komérki do biosyntezy DNA w warunkach
stresu replikacyjnego, a takze do jej wznawiania po jego ustapieniu, pozbawione sa
zmutowane w genach mecl i rad53 komorki S. cerevisiae, ktore choéby przejsciowo
zostaly zablokowane w trakcie replikacji DNA. Wydaje sie wigc, ze funkcje wew-
netrznego punktu kontrolnego fazy S odgrywaja znaczaca role zarowno w utrzy-
mywaniu struktury widetek replikacyjnych, kontrolowaniu tempa ich ruchu, jak tez
w ich ponownym uruchamianiu [cyt. za 73]. Wniosek ten znajduje poparcie w
wynikach Tercero i wspolpracownikoéw [90]. Przeprowadzone przez nich badania
wykazaly, ze niezmutowane komoérki S. cerevisiae (majace funkcjonalne biatka Mecl
i Rad53) przechodza powoli przez kolejne stadia replikacji az do konca fazy S, mimo
hamujacego wptywu MMS. Ponadto wykazano, ze w komoérkach, znajdujacych si¢
pod wplywem hydroksymocznika lub MMS, replikony wczesne sg aktywne,
natomiast replikony pozne ulegaja zablokowaniu (funkcja represyjna punktu kontrol-
nego), zachowujac jednak stan kompetencji do replikacji (funkcja ochronna punktu
kontrolnego) [9, 63]. Szczegodlnie istotna rolg w stabilizacji widelek replikacyjnych
odgrywaja wowczas kinazy Chk1 i Chk2, a dzigki ochronnemu dziataniu wewnetrz-
nego punktu kontrolnego fazy S mozliwe jest kontynuowanie fazy S tuz po zniesieniu
bloku replikacyjnego, bez koniecznosci montazu de novo jej skomplikowanego
aparatu enzymatycznego.
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Obserwacje te wskazuja wyraznie na rolg elementéw biochemicznych, stanowia-
cych integralng cze$¢ mechanizmu punktu kontrolnego, w strukturalnej i funkcjonalnej
organizacji aparatu widelek replikacyjnych. Rolg integrujaca, stabilizujaca molekularng
konstrukcje tego aparatu podczas bloku komorki w fazie S i po jego ustapieniu, pelni
prawdopodobnie kinaza Rad53 [2, 32].

Analiza widetek replikacyjnych w preparatach mikroskopowo-elektronowych z
chromatyny komoérek zmutowanych w genie rad53 i poddawanych dziataniu
hydroksymocznika ujawnily dwie klasy struktur DNA niewystepujacych w
komorkach prawidlowych. Pierwsza z nich obejmuje dlugie odcinki jednoniciowe;
druga — figury krzyzowe zwane strukturami Hollidaya [23, 59, 62]. Obecnos¢ frag-
mentéw jednoniciowych stanowi¢ moze efekt nieskoordynowanej replikacji obu nici
DNA (wiodacej i opdznionej) w Srodowisku hydroksymocznika. W przypadku
uszkodzen DNA lub w warunkach stresu replikacyjnego, widelki replikacyjne o
ksztatcie Y ulega¢ moga rewersji i w procesie rekombinacji tworzy¢ przejsciowe
produkty krzyzowe — figury Hollidaya. Gdy naprawa uszkodzonych fragmentow
czasteczek DNA przez wycinanie i resynteze nie jest mozliwa, rozwiazaniem
problemu staje si¢ z koniecznosci rekombinacja homologiczna. Udzial w tym procesie
biora liczne helikazy i endonukleazy [61]. Obecnos¢ figur Hollidaya w komdrkach
znajdujacych sie pod wplywem hydroksymocznika sugeruje istnienie Scistych zwiaz-
kéw migdzy mechanizmem punktu kontrolnego fazy S a naprawa rekombinacyjna.
W komorkach S. cerevisiae, wspotdziatanie obu tych systemdéw biochemicznych
znajduje odzwierciedlenie w funkcjach biatka Rad55 [7, 28]. U drozdzy rozszczep-
kowych (S. pombe) elementem taczacym krzyzowe struktury Hollidaya z efektorowa
kinaza Cdsl jest biatko Mus81, fosforylowane podczas fazy S, a hyperfosforylowane
— w odpowiedzi na blok replikacyjny [cyt. za 31].

Ze wszystkich opisanych wyzej faktow wynika, ze wewnetrzny punkt kontrolny
fazy S nalezy do najbardziej skomplikowanych systemow regulacyjnych cyklu
komdrkowego u Eukaryota, a analiza jego konstrukcji wiaze si¢ z uwiklaniem w
liczne wspolzaleznosci migdzy elementami wielofunkcyjnymi. Aktywacja wewnetrz-
nego punktu kontrolnego fazy S moze nastapi¢ tylko wowczas, gdy replikacja zostata
juz zainicjowana. Wydaje si¢ tez, ze jego gldwna rola polega na zatrzymaniu tych
mechanizméw napedowych w interfazie, ktore prowadza komoérke ku mitozie.
Wewnetrzny punkt kontrolny fazy S, poprzez mechanizm blokujacy fosfataze Cdc25,
utrzymuje kinazy mitotyczne w stanie nieaktywnym, z ufosforylowang tyrozyna (Y'15)
w kieszonce wiazacej ATP (ryc. 5). W komoérkach S. pombe, ekspresja kinazy Mikl
(partnera kinazy Weel) nasila si¢ w sposob specyficzny w fazie S, a wysoki poziom
jej stezenia nie maleje przez caly czas trwania bloku replikacyjnego. Tak wigc, system
monitorowania funkcji widetek replikacyjnych staje si¢ zarazem ,.straznikiem”
zaleznosci ,,S-M”. Jednoczesnie, skompleksowanie czynnikow sensorycznych,
efektorowych i reperacyjnych tworzy aparat umozliwiajacy: (1) naprawe uszkodzo-
nych odcinkow DNA, (2) jego powolng replikacje w warunkach stresu oraz (3)
szybkie zakonczenie fazy S po ustapieniu dziatania czynnika stresowego.
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RYCINA 5. Podstawowe procesy zwiazane z aktywacja MPF, poprzedzajace inicjacj¢ mitozy
(opracowano na podstawie [9], zmodyfikowano)

FIGURE 5. Basic processes connected with the activation of MPF prior to the onset of mitosis (accord-
ing to [9], modified)

3. PRZEDWCZESNA KONDENSACJA CHROMOSOMOW

Przedstawione dotychczas mechanizmy, kontrolujace inicjacje i przebieg fazy S,
ukazuja ogromna ztozonos¢ biochemicznych systeméw pobudzajacych i hamujacych.
Na te skomplikowang sie¢ regulacyjng sktadaja si¢ procesy aktywujace ekspresje
genow w pozadanym dla komérki momencie oraz blokujace przebieg reakcji chemicz-
nych woweczas, gdy ich produkty moglyby w zbytniej ilosci gromadzi¢ si¢ lub
przedwczesnie wywoltywaé kolejne zjawiska.

Zaburzenie sprawnosci systemu wewnetrznego punktu kontrolnego fazy S moze
by¢ efektem dziatania wielu czynnikow chemicznych. Nastgpuje woéwczas ominigcie
(overriding) lub przerwanie (breakage) nadzoru nad integralnoscia genomu i
prawidtowym przebiegiem fazy S, a w konsekwencji — zniesienie zaleznosci ,,S-M”
i nieuprawnione inicjowanie mitozy (przedwczesna kondensacja chromosomow —
PCC, ang. Premature Chromosome Condensation). Proces PCC moze by¢ induko-
wany dziataniem inhibitorow fosfataz, wptywem czynnikdéw antagonistycznych wobec
kinaz biatkowych lub alkaloidow purynowych (metyloksantyn), wsrdd ktérych stosun-
kowo znaczng efektywnoscia charakteryzuje si¢ kofeina [80]. Zainteresowanie
dzialaniem kofeiny oraz innych czynnikow uwalniajacych komorki z zaleznosci
»3-M” wiaze si¢ zatem z poszukiwaniem skutecznych chemioterapeutykéw proapop-
totycznych lub stymulatorow samobdjczej smierci komorek nowotworowych [43, 81,
95]. Wylaczenie Iub ominigcie funkcji wewnetrznego punktu kontrolnego fazy S
prowadzi do uwrazliwienia komdrek tumorowych na dzialanie czynnikow antynowo-
tworowych i wptyw promieniowania jonizujacego. Kofeina blokuje aktywnos¢ kinaz
ATM/ATR in vitro [19], a indukowany przez nia proces przedwczesnej kondensacji
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chromosoméw in vivo, jest wynikiem
wprowadzenia w stan inercji catego szla-
ku biochemicznego, ktorego zadaniem jest
kaskadowy przekaz sygnatlu o dysfunkcji
aparatu replikacyjnego (ryc. 6). Inhibi-
cyjne wobec kinaz sensorycznych dzia-
fanie kofeiny blokuje ich zdolnos$¢ do
fosforylacji kinaz efektorowych Chkl1/
Chk2 [76], a w konsekwencji, utrzymuje
katalityczna aktywnos¢ fosfataz Cdc25,
ktdére spetniaja rolg induktorow komplek-
sow Cdkl-cyklina B — MPF (ang. M-
phase Promoting Factor) i wyzwalaja
fosforylacje mitotyczne [25]. Przebieg
kolejnych faz przedwczesnie zainicjowanej
mitozy ma wowczas charakter aber-
racyjny i prowadzi najczesciej do Smierci
komorki. Mitozy takie opisywane sa jako
,katastroficzne” (mitotic catastrophe),
Lhiezywotne” (abortive) lub ,,samo-
bojcze” (suicidal) [91, cyt. za 22].
Obserwowane gubienie stosunkowo du-
zych odcinkéw chromosomow w czesci
subpopulacji komoérek wykazujacych ob-
jawy przedwczesnej inicjacji mitozy suge-
ruje, ze zroédlem aberracji moga by¢ zabu-
rzenia poreplikacyjnych proceséw na-
prawczych w fazie G2 (G2-PCC: ryc. 7).
Natomiast specyficzna morfologia tych
chromosomoéw, ktére cechuje duzo wigk-
szy stopien dezintegracji materiatu gene-
tycznego, sktania do wniosku, ze jest ona
przejawem mitozy zainicjowanej z sub-
populacji komdrek, ktore nie zakonczyly
jeszeze procesu replikacji DNA (S-PCC:
ryc. 7) [80]. Nie bez wplywu na stopien
pofragmentowania DNA podczas indukcji
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RYCINAG6. Schemat ilustrujacy dzialanie kofeiny,
stosowanej w badaniach nad indukcja PCC w
merystematycznych komorkach korzeni Vicia faba.
Kofeina — inhibitor sensorycznych kinaz ATM/
ATR indukuje przedwczesna kondensacj¢ chromo-
somow w wyniku omini¢cia mechanizmu wew-
netrznego punktu kontrolnego fazy S (opraco-
wano na podstawie [61, 76, 80], zmodyfikowano)

FIGURE 6. The mechanism of caffeine action
during PCC induction in root meristem cells of
Vicia faba (biochemical pathway). Caffeine — an
inhibitor of ATM/ATR sensor kinases brings about
premature chromosome condensation (PCC) by
omitting of intra-S-phase checkpoint function (ac-
cording to [61, 76, 80], modified)

PCC pozostaje sama kofeina, ktora nasila destrukcje chromosoméw w procesie ich
indywidualizacji. Pewne jest, Ze niezreplikowane obszary genomu ujawniaja si¢ W postaci
ubytkow lub przerw w ciaglosci chromosomoéw powstalych takze na skutek fizycznych
naprezen, do jakich dochodzi podczas ich mitotycznej kondensacji i segregacji oraz
prawdopodobnie takze na skutek wzglednej kruchosci jednoniciowych odcinkéw DNA,
generowanych podczas powolnego ruchu widelek replikacyjnych w warunkach niedoboru

trifosforandw nukleozydéw [13].
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RYCINA 7. Przyktady fenotypéw PCC (anafazy typu S-PCC i G2-PCC) w merystematycznych
komorkach korzeni Vicia faba indukowanych w roztworze 2,5 mM hydroksymocznika i post-
inkubowanych w roztworze 5 mM kofeiny. Fenotypy PCC odzwierciedlaja podokresy fazy S (wczesne,
srodkowe i pdzne), z ktorych komorki inicjowaty PCC w wyniku ominigcia mechanizmu wewngtrznego
punktu kontrolnego fazy S i przetamania zaleznosci S-M

FIGURE 7. Examples of PCC phenotypes (S-PCC and G2-PCC anaphases) in root meristem cells of
Vicia faba incubated with 2.5 mM hydroxyurea and posttreated with 5 mM cafteine. The PCC pheno-
types reflect the induction of PCC by omitting of the mechanism of intra-S-phase checkpoint function
and breakage the S-M dependency from individual subphase of S-phase: early, middle, and late
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Zaburzenia funkcji wewnetrznego punktu kontrolnego fazy S ujawniaja takze
komorki zmutowane. Delecje gendw weel i mikl powoduja zanik biatek przekazu-
jacych sygnaly o uszkodzeniach struktury DNA Iub zablokowaniu replikacji. Komorki
takie inicjuja mitoze i formuja aparat podziatowy, jednak efektem niedoreplikowania
sa poprzerywane chromosomy, zagubione w centralnej strefie wrzeciona. Do podob-
nych efektéw prowadzi zmiana bilansu aktywnosci kinaz i fosfataz biatkowych
spowodowana nadekspresja gendw cdc25 [72]. Réwniez zanik funkcji wewnetrznego
punktu kontrolnego fazy S, spowodowany np. brakiem (lub mutacja) atr, powoduje
inicjacje mitozy przez te komorki, ktore zawieraja czgsciowo tylko zreplikowany
material genetyczny (w odréznieniu od komorek prawidtowych, w ktorych widetki
replikacyjne, jesli napotykaja defekt utrudniajacy proces biosyntezy DNA, aktywuja
ATR, co prowadzi do zaktywowania wewngtrznego punktu kontrolnego fazy S i
zablokowania cyklu komoérkowego). Natomiast przy braku afr komodrki nie sa
blokowane i wchodza w mitoz¢ mimo wystepowania odcinkdw niezreplikowanych.
W rozwoju embrionalnym Drosophila melanogaster, jednym z gendéw punktoéw
kontrolnych funkcjonujacych w tym okresie morfogenezy jest grapes (grp). Jego
produkt — Grp jest homologiem kinazy Chkl. Mutanty grapes wykazuja skrécony
przebieg interfazy, defektywna kondensacje chromosomoéw i opdznienia inicjacji
metafazy. W tym przypadku przyczyna przedwczesnie rozpoczynajacej si¢ mitozy
takze staje si¢ ominiecie wewngetrznego punktu kontrolnego fazy S (kondensacja
chromosomoéw nie jest wowcezas zalezna od ukonczenia fazy S), ale jednoczesnie
moment rozpoczecia procesu kondensacji chromosoméow — ICC (ang. Initiation of
Chromosome Condensation) nastgpuje bez opodznienia; skroceniu ulega jedynie
okres pomiedzy ICC i metafaza, co jest bezposrednig przyczyna niepetnej kondensacji
chromosomow. Wydaje si¢ zatem, ze u D. melanogaster przyczyna opoznien we
wchodzeniu embrionow grp w metafazg sa raczej defekty w kondensacji chroma-
tyny, a nie czesciowa tylko replikacja DNA [cyt. za 75].

Zjawisko przedwczesnej mitozy stanowi nie tylko istotny problem podstawowy
biologii cyklu komorkowego, ale takze zagadnienie wazne ze wzgledu na potencjalne
zastosowania medyczne. Metody radio- i chemioterapii stosowane w leczeniu choréb
nowotworowych prowadza do rozleglych uszkodzen DNA, wstrzymujacych proces
replikacji materialu genetycznego. Zdaniem wielu badaczy, nasilenie oddzialywania
terapeutycznego wynika¢ moze z pobudzenia tych mechanizméw biochemicznych,
ktore omijajac dzialanie wewnetrznego punktu kontrolnego fazy S, wywotywac beda
przedwczesna kondensacje chromosomow.
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