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Streszczenie: Powstanie komorek o podwojonej zawartosci jadrowego DNA moze nastapi¢ w wyniku
przebiegu endomitozy, nickompletnej mitozy badz endoreduplikacji. Ta ostatnia polega na przeprowa-
dzeniu duplikacji genomu bez wejscia w mitoze. W $wiecie zwierzat jest ona najczesciej spotykana u
owadoéw, a u ssakoéw zachodzi w komoérkach trofoblastu. Wielokrotne rundy endoreduplikacji prowadza
do powstania komdrek o zawartosci 8C, 16C, 32C (itd.) DNA. Aby byto to mozliwe, musza zosta¢
ominigte liczne mechanizmy zapobiegajace zajsciu ponownej replikacji. Zmiany wewnatrz komorki obej-
muja wszystkie fazy jej cyklu i dotycza funkcjonowania wielu bialek, w tym kompleksu prereplikacyj-
nego (Cdc6, Cdtl, Mcm2-7, Orcl1-6) i Gemininy. W ich regulacji biorg udziat kinazy zalezne od cyklin
(Cdk), odpowiedzialne za przylaczanie reszt fosforanowych oraz kompleksy o wlasciwosciach ligazy
ubikwityny (APC, SCF). Natomiast brak aktywnosci kinazy Cdk1 utatwia komorce pominigcie mitozy.

Stowa kluczowe: replikacja, endoreduplikacja, cykl komorkowy, kompleks prereplikacyjny, Geminina,
Cdk, APC, SCF.

Summary: Formation of cells with a duplicated genome may be a consequence of endomitosis, incomplete
mitosis or endoreduplication. During endoreduplication, nuclear DNA is replicated without entering
mitosis. In mammals it gives rise to trophoblast cells with extra copies of the genomic DNA, but in the
animal world endoreduplication is the most widespread in insects. Multiple rounds of endoreduplication
cycles produce cells with nuclei with 8C, 16C, 32C (etc.) DNA contents. To make it happen, cells must
escape the mechanisms that prevent another round of replication. Intracellular changes cover all the cycle
phases and involve many proteins, including pre-replication complex (Cdc6, Cdtl, Mcm2-7, Orc1-6) and
Geminin. Cyclin-dependent kinases (Cdk) and ubiquitin ligase complexes (APC, SCF) are both involved
in the regulation of these proteins. Besides, depletion of Cdk1 activity facilitates skipping mitosis.

Key words: replication, endoreduplication, cell cycle, pre-replication complex, Geminin, Cdk, APC, SCF.

Wykaz uzytych skrétéw: B-TrCP (F-transducin repeat-containing protein) — bialko zawierajace powtorze-
nie S-transducyny; APC (4naphase-Promoting Complex) —kompleks promujacy anafaz¢; ATM — biatko
‘ataxia-telangiectasia mutated'; ATR — biatko 'ataxia-telangiectasia and Rad-3-related'; Cdc (cell division
cycle) —biatko cyklu podziatu komérkowego; Cdhl (cadherin 1) —kadheryna 1; Cdk (cyclin-dependent
kinase) —kinaza zalezna od cykliny; Cdtl (chromatin licensing and DNA replication factor 1) — czynnik
1 licencjonowania chromatyny i replikacji DNA; Chk (checkpoint kinase)— kinaza punktu kontrolnego;
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Cipl (Cdk-interacting protein I)—biatko 1 oddziatujace na Cdk; CK2 (casein kinase 2) — kinaza kazeiny
2; Cul (cullin) —kulina; Dbf4 - biatko 'dumbbell former 4'; Ddb1 (DNA damage-binding protein I)—biatko
'uszkodzenie DNA-wigzanie' 1; Ddk (Dbf4-dependent kinase) — kinaza zalezna od Dbf4; DP (E2F
dimerization partner) — biatko tworzace dimer z E2F; DpB11 (DNA polymerase B subunit 11) — podjed-
nostka 11 polimerazy DNA B; Emil (early mitotic inhibitor 1) —wczesny mitotyczny inhibitor 1; FGF4
(fibroblast growth factor 4) — czynnik 4 wzrostu fibroblastu; GINS (jap. Go-Ichi-Ni-San = 5-1-2-3) —
kompleks GINS; Kip1 (kinase inhibitor protein I)—biatko 'inhibitor kinazy' 1; MAPKAPK-2 (Mitogen-
activated protein kinase-activated protein kinase 2) —kinaza bialkowa 2 aktywowana przez p38MAPK;
MCM - kompleks 'MiniChromosome Maintenance'; Mdm?2 — biatko 'mouse double minute 2'; Mytl
(membrane-associated tyrosine- and threonine-specific Cdc2-inhibitory kinase) —hamujaca kinaza zwia-
zana z btona komoérkowa specyficzna wobec tyrozyny i treoniny Cdc2; ORC (Origin Recognition
Complex) — kompleks rozpoznajacy miejsce poczatku replikacji; pP38MAPK (p38 mitogen-activated
protein kinase) — p38 kinaza biatkowa aktywowana przez mitogen; PCNA (proliferating cell nuclear
antigen) — jadrowy antygen komorki proliferujacej; PIkl (polo-like kinase 1) —kinaza polo-podobna 1;
PP1 (protein phosphatase 1) — fosfataza bialkowa 1; PP2A-B560 (protein phosphatase 2-regulatory
subunit B560) — fosfataza bialkowa 2-podjednostka regulujaca B569; pRb (protein retinoblastoma) —
bialko Retinoblastoma; pre-RC (pre-Replication Complex) — kompleks prereplikacyjny; Psf (peptide
supply factor) — czynnik dostarczania peptydu; RASSF1A (Ras-association domain family protein 1,
isoform 4) — biatko 1 z rodziny domeny biatek Ras, izoforma A; RFC (replication factor C) — czynnik
replikacji C; Rocl (regulator of cullins I)—regulator kulin 1; RPA (replication protein A) — biatko replikacji
A: SCF (Skp1-Cull-F-box) — kompleks Skp1-Cull-biatko z rodziny F-box; SCFF™? _ kompleks
Skp1-Cul1-B-TrCP; SCF*** — kompleks Skp1-Cul1-Cdc4; SCFS**? — kompleks Skp1-Cull-Skp2; Skp
(S-phase kinase associated protein) — biatko zwiazane z kinaza fazy S; Sld — biatko 'synthetic lethal with
dpbl11'; TopBP1 (DNA topoisomerase Il-binding protein 1) — biatko wigzace topoizomeraz¢ DNAII 1;
UbcH10 (ubiquitin-conjugating enzyme H10) — enzym H10 wiazacy ubikwityng; Wafl (wildtype p53-
activated fragment 1) — fragment 1 aktywowany przez dzika forme biatka p53.

1. WPROWADZENIE

Podwojenie zawartosci jadrowego DNA w fazie S i segregacja materiatu gene-
tycznego pomiedzy dwie komodrki potomne w mitozie to gtowne cechy charak-
terystyczne cyklu komoérkowego organizmow eukariotycznych. Okres miedzy tymi
procesami jest dla komodrek niezwykle wazny, poniewaz w jego trakcie nie moze
nastapi¢ kolejna replikacja [66]. Istnieje jednak wiele przypadkdéw, w ktorych doszto
do powstania dodatkowych kopii DNA. Moga by¢ one wynikiem uszkodzen DNA,
zaburzen cyklu komorkowego badz naturalnym procesem bedacym czgscia programu
rozwoju oraz wzrostu wielu zwierzat i roslin [11, 19, 82]. W odréznieniu od
poliploidyzacji, w wyniku ktdérej nastepuje zwielokrotnienie podstawowego zestawu
chromosoméw x catego organizmu, opisane ponizej procesy ograniczajg si¢ jedynie
do okreslonych organdw, tkanek badz komorek.

2. ENDOMITOZA I NIEKOMPLETNA MITOZA

Istnieja trzy gldwne mechanizmy prowadzace do powstania komorek o podwojonej
zawartosci jadrowego DNA. Pierwszym z nich jest endomitoza (ang. endomitosis),
zaobserwowana migdzy innymi u owadow i migczakoéw [4]. W przeciwienstwie do
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normalnej mitozy zachodzi ona w nienaruszonej otoczce jadrowej, a w jej trakcie
nie zanika jaderko i nie tworzy si¢ wrzeciono kariokinetyczne. Rezultatem jest brak
podziatu komorki i podwojenie podstawowego zestawu chromosomow x (endopoli-
ploidyzacja). Drugim, znacznie czgsciej wystepujacym procesem jest niekompletna
mitoza (ang. incomplete/acytokinetic/restitutional mitosis) [1, 4]. W jej trakcie
komorka rozpoczyna mitoze, jednak przechodzi tylko przez profaze, metafaze i
anafaz¢ A. W wyniku pominigcia anafazy B, telofazy i cytokinezy, rozlaczone w
anafazie A chromatydy siostrzane nie rozchodza si¢ do przeciwleglych biegunow i
zamykane sg wewnatrz jednej odtworzonej otoczki jadrowej. Wielokrotne niekomp-
letne mitozy sa jednym z etapdw rozwoju megakariocytow wchodzacych w sktad
szpiku kostnego [71]. W ich efekcie powstaja duze, endopoliploidalne komorki, ktore
sa zdolne do produkcji plytek krwi. W przypadku hepatocytow niekompletna mitoza
moze by¢ rozwigzaniem dla probleméw zwiazanych z ich wzrostem, ktére wystepuja,
gdy watroba pracuje na granicy swoich mozliwosci [3]. Natomiast w kardiomiocytach
wytworzone w ten sposdb dodatkowe kopie genomu mogg by¢ przydatne w
regeneracji komorek oraz obronie przed stresem oksydacyjnym [3].

3. ENDOREDUPLIKACJA

Trzecim procesem, ktory powoduje podwojenie zawartosci jadrowego DNA jest
endoreduplikacja (ang. endoreduplication). W jej trakcie dochodzi do wiecej niz
jednej duplikacji genomu, a komdrka nie przechodzi przez mitoze [21]. Charakte-
rystycznym objawem pojedynczej endoreduplikacji s diplochromosomy zbudowane
z czterech, a nie jak w przypadku normalnych chromosoméw dwoch potaczonych
ze soba chromatyd. Sa one wynikiem zajscia dwodch, nastgpujacych po sobie
replikacji, pomigedzy ktérymi nie dochodzi do mitozy, a tym samym segregacji
chromatyd siostrzanych [19]. Efektem wielokrotnych endoreduplikacji jest sukcesyw-
ne podwajanie ilosci DNA z 4C do 8C, a nastgpnie do 16C, 32C itd. Zjawisko to
czesto jest rowniez okreslane mianem politenii, a potaczone ze soba liczne chroma-
tydy siostrzane nazywane sg chromosomami politenicznymi [40]. Nie zawsze rdznice
pomigdzy politenia a endopoliploidalnoscia sa wyraznie widoczne — efektem
endoreduplikacji moga by¢ rézne posrednie konfiguracje DNA, rézniace si¢ migdzy
soba stopniem asocjacji pomiedzy podwojonymi chromatydami. Z tego wiasnie
wzgledu termin 'endopoliploidalnos¢' jest stosowany nie tylko w odniesieniu do
komorek, ktore przeszly endomitozg lub niekompletna mitoze, ale czasami rowniez
do tych, w ktérych zaszta endoreduplikacja [22].

W normalnym cyklu komérkowym faza G1 nastgpuje po mitozie, natomiast
komorki przechodzace endoreduplikacje moga wejs¢ w G1 z wezesnej mitozy, G2
lub S [66]. Stad w cyklach endoreduplikacyjnych wyrdznia si¢ tylko dwie glowne
fazy: S, podczas ktorej zachodzi replikacja DNA oraz G-podobna (ang. Gap-like
phase), w ktorej ma miejsce przygotowanie do kolejnej replikacji [33]. Jesli komérka
przechodzaca endoreduplikacje wchodzi w G1 z fazy S, w jej jadrze nie zachodzi
replikacja heterochromatyny, w tym regionéw centromerowych i telomerowych [24].
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W normalnym cyklu replikacja heterochromatyny zostaje zainicjowana w p6znym
etapie fazy S i jest kontynuowana juz po zakonczeniu replikacji innych regionow
chromatyny, natomiast gdy komorka wchodzi w G1 z S, faza S jest skrdcona i w
rezultacie nie dochodzi do duplikacji heterochromatyny.

W przypadku endoreduplikacji w trakcie danej fazy S inicjacja replikacji w
miejscach poczatku replikacji (ang. origins) zachodzi tylko raz. Nastgpna runda
replikacji moze zostaé zainicjowana dopiero po fazie G, w kolejnej fazie S. Inaczej
jest w przypadku tzw. re-replikacji (ang. re-replication), gdzie moze dojs¢ do
zainicjowania wielu rund replikacji w obrgbie jednego miejsca poczatku replikacji
podczas danej fazy S [66]. Re-replikacja, w odrdznieniu od endoreduplikacji, nie jest
jednak czescia jakiegokolwiek naturalnego programu rozwoju, a komorki, w ktorych
zaszedl ten proces, zazwyczaj sa kierowane na drogg apoptozy.

Endoreduplikacja, jako naturalny proces wystepujacy w trakcie rozwoju i wzrostu
komorek, jest znacznie czesciej spotykana u roslin niz u zwierzat. Zachodzi ona u
ponad 90% gatunkow roslin okrytonasiennych [11]. W krolestwie zwierzat spotykana
jest najczesciej w gromadzie owadow, ktore endoreduplikuja swoj genom w wigk-
szosci tkanek larwalnych, a takze w wielu tkankach dorostych [82]. Najbardziej znanym
przyktadem wystepowania endoreduplikacji sa komorki slinianek Drosophila melano-
gaster, w ktorych zawartos¢ DNA dochodzi do 2048C, co réwna sie 9 rundom
endoreduplikacji [22]. U ssakdéw proces ten zachodzi w komodrkach warstwy
zewnetrznej kosmowki — trofoblascie [82]. Wiedza na temat roli endoreduplikacji jest
wciaz dos¢ uboga. Przypuszcza sie, ze w wyspecjalizowanych i aktywnych komorkach
zapewnia ona odpowiednia ilos¢ DNA, dzigki ktdrej mozliwy jest wzrost poziomu
ekspresji genow [4]. Inna przypisywana rola dotyczy pozytywnej korelacji, jaka
wystepuje pomigdzy zawartoscig DNA a wielkoscia komorek [41]. Wielokrotne rundy
endoreduplikacji przyczyniaja si¢ do wzrostu rozmiarow komorek, co w przypadku roslin
zwigksza zdolnosci magazynujace ich tkanek i organdw spichrzowych [6].

Nieznane sa dokladne cytologiczne procesy prowadzace do endoreduplikacji,
jednak w ostatnim czasie poznano wiele mechanizméow spotykanych w komoérkach
ludzkich i innych kregowcow, ktére sa odpowiedzialne za przeprowadzenie tylko
jednej replikacji w trakcie trwania danego cyklu komdrkowego i tym samym
zapobiegaja ponownej duplikacji genomu. Zmiany w ich prawidlowym funkcjonowaniu
moga prowadzi¢ do wystapienia endoreduplikacji.

4. ZAPOBIEGANIE PONOWNEJ REPLIKACJI

Endoreduplikacja wymaga zmian nie tylko w procesie inicjacji replikacji, ale w sposobie regulacji
wszystkich faz cyklu komorkowego i biatek odpowiedzialnych za ich prawidlowy przebieg [21].

4.1. FAZA GlI

p53. Niezwykle wazna role w kontroli cyklu komorkowego petni biatko p53. W
zdrowych komérkach jego aktywnos¢ jest niska, poniewaz reguluja ja rozne biatka,
w tym Mdm?2 (ryc. 1) [18]. W przypadku braku zapotrzebowania na p53, jest ono
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RYCINA 1. Biatka fazy G1 cyklu komorkowego (L — inhibicja; 1 — aktywacja). W prawidlowym cyklu
sygnaly zewnatrzkomoérkowe indukuja powstanie kompleksu Cyklina D-Cdk4/Cdk6, ktéry hamuje aktywnosé
bialek Retinoblastoma, co umozliwia ekspresj¢ czynnikow transkrypcyjnych E2F, regulujacych synteze biatek
cyklu komérkowego. W przypadku stresu komorki aktywuja kinazy Chk1/Chk2, ktére indukuja aktywnosé
biatka p53, odpowiedzialnego za inicjacje transkrypcji biatka p21. p21 inaktywuje kinazy Cdk2, Cdk4 i Cdk6,
powodujac wzrost aktywnosci Retinoblastoma i zahamowanie aktywnosci E2F. p33 inicjuje takze transkrypcj¢
biatka Mdm2, ktore w petli sprzgzenia zwrotnego hamuje aktywnos¢ p53

FIGURE 1. Proteins of the G1 phase of the cell cycle (L — inhibition; 1 — activation). In the normal cell
cycle extracellular signals induce the formation of Cyclin D-Cdk4/Cdk6 complexes that inhibit the activity
of Retinoblastoma proteins, which allows the expression of E2F transcription factors regulating the
synthesis of cell cycle proteins. In response to stresses, cells activate Chk1/Chk2 kinases that induce the
activity of p53 protein, which is responsible for the initiation of p21 transcription. The p21 protein
inactivates Cdk2, Cdk4 and Cdk6 kinases and causes the increase of the Retinoblastoma activity and the
decrease of the E2F activity. p53 also initiates the transcription of Mdm2 protein that regulates the p53
activity in a negative feedback loop

albo hamowane przez bezposrednie zwiazanie si¢ z Mdm?2, albo ubikwitynowane
przez Mdm?2 i transportowane do cytoplazmy, gdzie ulega degradacji w proteaso-
mach 26S. Natomiast w przypadku stresu komorkowego w fazie G1 zostaja
aktywowane kinazy biatkowe (m.in. ATM, ATR, Chkl, Chk2), ktore fosforyluja N-
terminalny region bialka p53, uniemozliwiajac tym samym jego interakcje z Mdm?2.
Aktywne p53 laczy si¢ z regulatorowym regionem genu kodujacego inhibitor CDK
— biatko p21Wl'CP! § 7wieksza jego transkrypcje [14]. p21™*CPl inaktywuje kinazy:
Cykling D-Cdk4 i Cykling D-Cdk6 oraz Cykling A-Cdk2 i Cykling E-Cdk2, co
powoduje zahamowanie fosforylacji biatek Retinoblastoma (pRb), nagromadzenie si¢
ich nieufosforylowanej formy i tym samym zatrzymanie cyklu w G1. Daje to
mozliwos¢ naprawy uszkodzonych fragmentéw nici DNA. Biatko p53 aktywuje takze
synteze zwigkszonej ilosci Mdm2, ktore w petli sprzgzenia zwrotnego hamuje
aktywnos$¢ p53, powodujac powrdt do cyklu podziatlowego [18]. Zmiany w
prawidlowym funkcjonowaniu biatka p53 skutkuja niezatrzymaniem podziatow



368 A. PAWLIK, A. GRZANKA

komorkowych i przekazywaniem zaburzen genetycznych komoérkom potomnym.
Cecha charakterystyczng komorek niemajacych prawidlowej formy p53 (ang. wild-
type p53) jest ich zdolnos¢ do indukcji endocykli, co obserwuje si¢ m.in. w
komorkach nowotworowych zawierajacych zmutowang forme p53 (ang. mutant-
type p53) [23, 29].

Retinoblastoma. Wspomniane wczesniej biatka Retinoblastoma reguluja synteze
wielu bialek cyklu komoérkowego. W fazie G1 sygnaly zewnatrzkomoérkowe indukuja
ekspresje Cykliny D, ktora taczy si¢ z kinazami Cdk4 i Cdk6, tworzac kompleks
Cyklina D-Cdk4/Cdk6 (ryc. 1). Kompleks ten w poznej G1 fosforyluje i tym samym
inaktywuje pRb (pRb ma 16 miejsc, do ktorych moga zostaé przylaczone reszty
fosforanowe) [80]. Funkcja regulatorowa biatka Retinoblastoma polega na hamowa-
niu czynnikéw transkrypecyjnych E2F, ktore sa zwiazane z promotorami genow biatek
odpowiedzialnych za przebieg fazy S, m.in. Cykliny E, A i B [90], Cdc6, Cdtl,
Mcm2-7 [12], Cdc45, Dbf4 [88], Cdc25A [15], Gemininy [89] i Emil [50].
Prawdopodobnie pRb aktywnie pozyskuje deacetylaze histondéw (HDAC), ktora w
kompleksie HDAC-Rb-E2F zmienia struktur¢ chromatyny na nieaktywna i tym
samym uniemozliwia transkrypcje [79]. Fosforylacja biatek Retinoblastoma przez
kompleks Cyklina D-Cdk4/Cdk6 powoduje zmiany w ich konformacji, w wyniku
ktérych nastepuje odlaczenie HDAC od pRb i zaprzestanie hamowania aktywnosci
E2F. Biatka z rodziny E2F (E2F1-6) taczac si¢ z biatkami DP (DP1 lub DP2) tworza
aktywne czynniki transkrypcyjne i rozpoczynaja transkrypcje bialek koniecznych do
przeprowadzenia replikacji [42]. Powstata Cyklina E i kinaza Cdk2 tworza kompleks,
ktérego jedna z funkcji jest dalsze fosforylowanie bialek Retinoblastoma i aktywacja
czynnika transkrypcyjnego E2F w pdznej G1. W fazie S za fosforylacje pRb
odpowiada z kolei kompleks Cyklina A-Cdk2 [79]. Bialka Retinoblastoma sa
ufosforylowane od konca G1 do poczatku mitozy, a pod jej koniec ulegaja gwattownej
defosforylacji z udziatlem fosfatazy PP1 [10]. Ze wzgledu na swoja kluczowa rolg
w przejsciu komorki z fazy G1 do S, w przypadku endoreduplikacji pRb musza mie¢
nieaktywna, ufosforylowang forme¢ [32]. Poza tym zaobserwowano, ze aby inhibitory
kinazy Cdkl odpowiedzialnej za przebieg G2 i mitozy mogly wywota¢ endoredupli-
kacje, komorki nie moga mie¢ funkcjonalnych biatek Retinoblastoma [66].

Kompleks prereplikacyjny. Duplikacja DNA rozpoczyna si¢ tam, gdzie znajduja
si¢ kompleksy rozpoznajace miejsca poczatku replikacji (ORC). Biatka Orc2-Orc5
tworza rdzen kompleksu, z ktorym stabo wigza si¢ podjednostki Orcl i Orc6 [20].
Rdzen ORC jest przylaczony do miejsca poczatku replikacji przez caty cykl
komorkowy, natomiast Orcl musi by¢ polaczone z rdzeniem tylko w fazie G1. Poziom
bialek Orc podczas cyklu komoérkowego oraz ilos¢ kazdej podjednostki zwigzanej z
chromatyna w czasie trwania cyklu jest stata — wyjatkiem jest jedynie biatko Orcl
[20, 36]. Podjednostki Orcl, Orc4 i Orc5 wiaza ATP, przez co kompleks wykazuje
aktywnos¢ ATPazy, natomiast bialka Orcl i Orc2 maja miejsca, ktdre moga zostaé
ufosforylowane przez Cdk, dzigki czemu biora udziat w regulacji aktywnosci catego
kompleksu ORC [31, 62]. ORC petni role wyznacznika miejsca poczatku replikacji,
do ktdérego dolaczane sa biatka replikacji.
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Jako pierwsze z ORC wiaze si¢ biatko Cdc6 o wiasciwosciach ATPazy. Cdc6
przeprowadza hydrolize¢ ATP w momencie przylaczania nastgpnych biatek — Cdtl i
kompleksu MCM (Mcm2-7) [69]. Cdtl odpowiada za zlozenie podwdjnego heksameru
MCM, sktadajacego si¢ z dwoch kompletéw szesciu réznych podjednostek biatkowych
(Mem2, Mcem3, Mcm4, McmS, Mcem6 i Mcm7). Mcm2-7 przypomina swa budowa
pierscien, ktory po przylaczeniu si¢ do ORC okala dwuniciowy DNA [12]. Struktura
ztozona z kompleksow ORC i MCM oraz bialek Cdc6 i Cdtl tworzy tzw. kompleks
prereplikacyjny (pre-RC). Od chwili jego utworzenia miejsce poczatku replikacji ma
zezwolenie” (ang. licensing) na rozpoczecie replikacji.

Pod koniec fazy G1, swoja prace zaczynaja kompleksy Cyklina A/Cyklina E-Cdk2.
Jest to efektem ufosforylowania bialek Retinoblastoma, w wyniku ktorego zostaly
aktywowane czynniki E2F odpowiedzialne za transkrypcje Cykliny A i E oraz fosfatazy
Cdc25A [15, 90]. Cdc25A odlacza od Cdk2 hamujace reszty fosforanowe i tym samym
aktywuje powstale kompleksy Cyklina A-Cdk2 i Cyklina E-Cdk2 [25]. Ponadto przed
rozpoczeciem replikacji komoérka nie ma biatka p27%'P!, bedacego inhibitorem Cdk.
p27%P! podlega ufosforylowaniu przez kinaze Cyklina E-Cdk2, ubikwitynacji przy
udziale kompleksu SCF*%, a nastepnie degradacji w proteasomach 26S [61].

4.2. FAZA S

Fosforylacja — rozpoczecie replikacji. Kluczcowym momentem w procesie
replikacji jest ufosforylowanie bialek kompleksu prereplikacyjnego. Fosforylacja w
fazie S przebiega przy udziale trzech roznych komplekséw biatkowych — Cdc7-Dbf4

RYCINA 2. Widelki replikacyjne komorki ludzkiej. Z
kompleksem MCM2-7 wigza si¢ biatka odpowiedzialne za
przylaczanie poszczegdlnych polimeraz DNA: Mcm10 —
Polimeraza a, Cdc45 — Polimeraza o i €, kompleks GINS-
S1d2,S1d3-TopBP1 — Polimeraza €. Za wzmocnienie
wydajnosci polimeraz J i ¢ odpowiada biatko PCNA
zwigzane z katalizatorem RFC

FIGURE 2. Replication fork of human cells. The proteins
binding to the MCM2-7 complex and responsible for the re-
cruitment of particular DNA polymerases: Mcm10 — Polymer-
ase a, Cdc45 —Polymerases 6 and &, GINS-S1d2.SId3-TopBP1
complex — Polymerase ¢, PCNA protein, connected to RFC,
enhances the efficiency of Polymerase 0 and &

-

)
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(Ddk), Cyklina A-Cdk2 i Cyklina E-Cdk2. Ekspresja kinaz Cdk2 i Cdc7 jest na
stalym poziomie w ciggu catego cyklu komdérkowego, jednak ich aktywnos¢ zalezy
od zwiazkow, ktore sg pod kontrola E2F — Cyklin A i E (w przypadku Cdk2) i Dbf4
(w przypadku Cdc7) [88, 90]. Przytaczenie reszt fosforanowych do bialek kompleksu
prereplikacyjnego rozpoczyna replikacje DNA.

Aktywny kompleks Mcm2-7 ma wilasciwosci ATPazy i helikazy rozplatujacej helisg
DNA [74]. Po utworzeniu pojedynczych nici swoja prace rozpoczynaja polimerazy
DNA. Za ich przylaczenie do miejsc poczatku replikacji odpowiedzialne sa biatka
wiazace si¢ z kompleksem prereplikacyjnym, ktdre razem z nim tworza tzw. widelki
replikacyjne (ryc. 2). Pierwszym biatkiem jest Mcm10, ktore taczy sie z Orc2 oraz
Mcm2-7 i najprawdopodobniej odpowiada za przytaczenie polimerazy « [72]. Mcm10
bierze takze udzial w pozyskaniu kolejnego biatka — Cdc45, ktore wiaze si¢ z
kompleksem Mcm2-7 [73]. Cdc45 jest odpowiedzialne za przylaczenie polimeraz O i
e [7]. Wydajno$¢ obu polimeraz jest wzmacniana przez biatko PCNA, ktdre otacza
ni¢ DNA po zwiazaniu si¢ z katalizatorem RFC [51]. Z Cdc45 oraz Mcm2-7 wiaze
si¢ nastepnie kompleks GINS zlozony z czterech podjednostek — Psf2-SId5-Psf1-Psf3
[44]. GINS taczy si¢ z polimeraza & przypuszczalnie poprzez biatka Sld2 i Sld3
(ufosforylowane przez Cdc7-Dbf4) oraz z TopBP1 (ludzkim homologiem biatka DpB11
drozdzy paczkujacych) [28, 76]. Wciaz nie jest poznana dokladna rola kompleksu GINS,
jednak wiadomo, ze jest on niezbedny do przeprowadzenia replikacji. Bez GINS,
Mcm2-7 i Cde45 pozostaja w miejscu poczatku replikacji i nie przesuwaja si¢ wzdhuz
nici DNA, w zwiazku z czym kopiowanie DNA zostaje zahamowane [37]. Poza tym
GINS jest potrzebny do pozyskania bialek RPA, ktore przylaczaja si¢ do rozplecionych
nici DNA i zapobiegaja powstaniu podwdjnej helisy [37].

Fosforylacja — inaktywacja preRC. Aby nie dopusci¢ do ,,zezwolenia” na
kolejng rundg replikacji (ang. re-licensing) w danym cyklu komdérkowym, komorka
reguluje aktywnos¢ kompleksu prereplikacyjnego (ryc. 3). Poniewaz biatka ORC,
Cdc6 i Cdtl sg niezbedne przy wiazaniu sie kompleksu Mcm2-7 z DNA, ale nie
sa mu potrzebne do dalszej pracy w trakcie replikacji, komdrka inaktywuje kompleks
preRC po odlaczeniu si¢ Mem?2-7 od miejsca poczatku replikacji. Ufosforylowanie
bialek kompleksu prereplikacyjnego nie tylko rozpoczyna kopiowanie DNA, ale
jednoczesnie hamuje ich aktywnos¢, znakuje je do ubikwitynacji i przeznacza do
degradacji. W zapobieganiu ponownej replikacji wazny udzial maja kompleksy o
wiasciwosciach ligazy ubikwityny — APC (cyklosom) i SCF.

Proces fosforylacji Cdc6 zachodzi przy udziale kinazy Cyklina A-Cdk2. Nie jest
on jednak konieczny do przeprowadzenia replikacji, ale ma znaczenie w kontroli cyklu
komodrkowego. Pewna pula Cdc6 jest polaczona z kompleksem ORC w fazie S i
G2, natomiast reszta, ktora nie zostata zwigzana z DNA, po fosforylacji przemieszcza
si¢ z jadra do cytoplazmy [64]. W przypadku uszkodzenia DNA dochodzi do
wzmozonej ekspresji Cdc6 i wzrostu ilosci jego ufosforylowanej formy w cytoplazmie
w fazie G2, co przyczynia si¢ do fosforylacji i aktywacji biatka Chk1 [2, 57]. Chkl
hamuje aktywnos¢ fosfatazy Cdc25 odpowiedzialnej za indukcje kinazy Cdkl, w
wyniku czego komodrka nie wchodzi w mitoze. Cdc6 jest obecne w komorce do



MOLEKULARNE PODLOZE REPLIKACJI I ENDOREDUPLIKACIJI 371

Cd 6 ubikwitynacja fosfo-
Cc (APCEdn) synteza lacia zwiazane z DNA lub w cytoplazmie
i degradacja fylac)
. odlgczenie od chromatyny, hiper- | de-
0|'C1 przylaczenie fosfo- poliubikwitynacja (SCFs*?2) SY",ffza fosfo- | fosfo-
do chromatyny rylacja i degradacja rylacja | rylacja

zakonczenie inhibicji inhibicja (Geminina)

N fosfo
Cdt1 Gen&?:%;a?;g:sm] rylagja | lub ubikwitynacja (Ddb1-Cul4-Roc1 / SCF5%?) i degradacja

G1 S G2 M

RYCINA 3. Regulacja biatek kompleksu prereplikacyjnego podczas cyklu komorkowego
FIGURE 3. Regulation of pre-replication complex proteins during the cell cycle

fazy G1, w trakcie ktorej zachodzi jego ubikwitynacja przy udziale kompleksu
APCC 3 nastepnie degradacja w proteasomach 26S [13].

Aktywnos¢ kompleksu ORC jest regulowana poprzez modyfikacje podjednostki Orcl.
Po rozpoczeciu replikacji biatko Orcl odlacza sie od chromatyny i zostaje ubikwitynowane
przez kompleks SCFS? [36]. Ubikwitynacja nie dopuszcza do dalszego funkcjonowania
kompleksu ORC i tym samym zabezpiecza komorke przed ponowna replikacja.
Zaobserwowano, ze w przypadku komorek ludzkich wiekszos¢ Orcl poddawana jest
poliubikwitynacji, co skutkuje transportem biatek do cytoplazmy i ich degradacja w
proteasomach 26S [20]. Natomiast do Orcl komérek chomiczych przylaczana jest tylko
jedna czasteczka ubikwityny, w wyniku czego bialka pozostaja w jadrze [20]. W obu
przypadkach, w komérkach bedacych w fazie mitozy biatka Orcl nie sa juz jednak zwiazane
z ubikwityna. Przypuszcza sie, ze w komorkach ludzkich, po zakonczeniu fazy G2 nastepuje
resynteza Orcl, a w komorkach chomiczych dziata hydrolaza odlaczajaca czasteczki
ubikwityny. W mitozie do Orcl przylacza si¢ z kolei Cyklina A-Cdk1, dzigki ktorej biatko
staje si¢ hiperfosforylowane [48]. Dzigki temu rowniez w trakcie mitozy kompleks ORC
jest nieaktywny. Pod jej koniec nastepuje ubikwitynacja Cykliny A przez APCY*? j
fosforylacja Cdkl przez kinazy Weel i Mytl, w wyniku czego bialko Orcl ulega
defosforylacji i zostaje przylaczone do chromatyny [27, 85, 86]. Od chwili, kiedy do
kompleksu ORC dotacza si¢ podjednostka Orcl, moze nastapi¢ przytaczenie biatek replikaciji
i stworzenie kompleksu prereplikacyjnego.

Regulacja aktywnosci biatka Cdtl odgrywa kluczowa role w zapobieganiu
ponownej replikacji DNA [63]. Wiaze si¢ to z funkcja, jaka Cdtl pelni przy
formowaniu i przytaczaniu kompleksu Mcm2-7. Wykazano, ze nadekspresja biatka
Cdtl moze spowodowaé rozpoczecie kolejnej rundy replikacji w ciagu trwania
jednego cyklu komorkowego [5, 47]. O tym, jak wazna jest inaktywacja Cdtl z
chwila rozpoczecia replikacji, $wiadczy liczba odpowiedzialnych za nig mechanizméw.
Cdtl moze zosta¢ poddane inhibicji za pomoca Gemininy lub proteolizie przy udziale
jednego z dwoch kompleksow o whasciwosciach ligazy ubikwityny — SCFS? Jub
Ddb1-Cul4-Rocl. Aby kompleks Ddb1-Cul4-Rocl mdglt przytaczy¢ ubikwityne, Cdtl musi
by¢ zwiazane z biatkiem PCNA, a poniewaz PCNA wykazuje wysoka aktywnos¢ jedynie
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podczas replikacji w fazie S, kompleks Ddb1-Cul4-Rocl moze peti¢ swoja funkcje tylko
w tym okresie cyklu [63]. SCF*? moze natomiast pracowaé az do konca mitozy, kiedy
to zostaje ubikwitynowany przez APC“™ i przeznaczony do degradacji [87].

Komorki redukuja ilos¢ biatka Cdtl, ale nie eliminuja go calkowicie — czes$¢ Cdtl
jest inaktywowana przez zwiazanie si¢ z Gemining [45]. Geminina jest aktywna w
fazie S, G2 i wczesnej M, a nastepnie, tak jak SCFSP% zostaje ubikwitynowana
przy udziale APC®! [46]. Zachowanie czesci Cdtl umozliwia w komérce szybkie
rozpoczgcie montowania kompleksu prereplikacyjnego w fazie G1. O tym, jak wazna
jest funkcja Gemininy, Swiadczy fakt, ze w przypadku jej usunigcia, komoérka
rozpoczyna w danym cyklu kolejng runde replikacji [56, 90]. Poza tym w komorkach
olbrzymich trofoblastu zaobserwowano wyraznie nizszy poziom Gemininy podczas
endoreduplikacji oraz jej brak w fazie G-podobnej, co pozwala przypuszczac, ze jest
ona czg¢scia mechanizmu regulujacego endoreduplikacje [33].

Nie tylko biatka Cdc6, Orcl i Cdtl, ale sam kompleks Mcm2-7 ulega fosforylacji.
Reszty fosforanowe sa przylaczane do podjednostek Mcm2, Mcm4 i Mcm6 w
dwoch réznych momentach cyklu. Fosforylacja Mcm2-7 w trakcie przejscia z fazy
Gl do S zachodzi przy udziale Cdc7-Dbf4 i prawdopodobnie kinazy Cyklina E-Cdk2
[26, 30]. W jej wyniku nastgpuje zwigzanie si¢ kompleksu Mcm2-7 z Cdc45 oraz
aktywacja jego wlasciwosci helikazy i ATPazy [55, 75, 81]. Druga fosforylacja
zachodzi przy udziale kinaz Cyklina A-Cdk2 i Cyklina B-Cdkl po zakonczeniu
replikacji i odlaczeniu si¢ Mcm2-7 od DNA [43]. Przylaczone liczne reszty
fosforanowe uniemozliwiajg ponowne zwigzanie si¢ kompleksu z chromatyna i
zapobiegaja rozpoczeciu kolejnej rundy replikacji.

Wzmozona aktywnos$¢ Cykliny E przypada na okres G1/S, jednak wraz z uptywem
fazy S jej poziom spada. Ufosforylowana przez kinazg Cdk2 Cyklina E zostaje
poddana ubikwitynacji przy udziale kompleksu SCF, a nastepnie jest przeznaczana
do degradacji w proteasomach 26S [83]. Gdy poziom Cykliny E zmniejsza sie,
wzrasta stezenie Cykliny A, przez co uwaza sig, ze to aktywnos¢ kompleksu Cyklina
A-Cdk2 umozliwia przejscie komoérki przez faze S. Zaobserwowano, ze komorki
pozbawione Cykliny E dziela si¢ i rozwijaja normalnie, poniewaz jej funkcje moze
przeja¢ Cyklina A, jednak obecnos¢ kompleksu Cyklina E-Cdk2 jest niezbgdna w
przypadku endoreduplikacji [12, 32]. Co wigcej, komorki przechodzace endore-
duplikacj¢ czgsto wykazuja nadekspresje Cykliny E, co zauwazono m.in. w guzach
nowotworowych [35]. Wcigz jednak nie wiadomo, jaka jest jej doktadna rola w tym
procesie. Odwrotnie jest w przypadku Cykliny A, ktorej wyczerpanie a nie
nadekspresja moze wywota¢ endoreduplikacje, co najprawdopodobniej wiagze si¢ z
jej udziatem w fosforylacji biatek Cdc6, Orcl i Cdtl [21].

43.FAZY G211 M

Inaktywacja Cdkl. Glowna role w przebiegu mitozy pelnia kompleksy Cyklina
A-Cdk1 i Cyklina B-Cdkl1. Az do poznej G2 sg one nieaktywne dzieki zachodzeniu
dwach odrebnych procesow: inaktywacji kinazy Cdk1 oraz inhibicji jej aktywatorow
— fosfataz Cdc25A, Cdc25B i Cdc25C (ryc. 4).
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(1) ubikwitynacja (SCF*P) i degradacja
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Cdk2, Cdk1 p38MAPK-MAPKAPK-2
defosforylacja Ser defosforylacja Tre
PP1 v PP2A-B565
Ser-P_4A_2_ RYCINA 4. Regulacja aktywnosci kinazy Cdk1
Cdc25 14-3-3 podczas faz G2 i M komérek ludzkich (1 (I) —
inhibicja; 1 (A) — aktywacja; L — inhibicja; 1 —
aktywacja). Biora w niej udzial kinazy Weel (in-

hibitory Cdk1) i fosfatazy Cdc25 (aktywatory

(1) transport do cytoplazmy (k). Kinazy Weel moga by¢ aktywowane w

dwoch procesach indukujacych przylaczenie biatka 14-3-3 — fosforylacji Ser642 (z udzialem Chkl1 lub
Chk?2) badz autofosforylacji Tyr295/362. Za inhibicj¢ Weel odpowiadaja natomiast kinazy Cdk1, Plk1 i
CK2 fosforylujace okreslone seryny. Aktywacja fosfataz Cdc25 przebiega w wyniku fosforylacji w
miejscu treoniny (przez Cdk1 i Cdk2) i defosforylacji seryny (przy udziale PP1). Hamowanie aktywnosci
Cdc25 odbywa si¢ natomiast przez defosforylacj¢ w miejscu treoniny (przez PP2A-B56d) i fosforylacje
seryny (z udzialem Chkl, Chk2 lub p38MAPK-MAPKAPK-2)

FIGURE 4. Regulation of the activity of Cdk1 kinase during G2 and M phases of human cells (1 (I) —
inhibition; 1 (A)—activation; L —inhibition; 1 —activation). Weel kinases (Cdk1 inhibitors) and Cdc25
phosphatases (Cdk1 activators) participate in the regulation. The binding of Weel kinases to 14-3-3
protein, which activates Weel kinases, may be carried out in two different ways — by the phosphoryla-
tion of Ser642 (with participation of Chkl and Chk2) or autophosphorylation of Tyr295/362. Cdkl,
PIk1 and CK2 kinases, which phosphorylate particular serines, are responsible for the Weel inhibition.
Cdc25 phosphatases are activated by the phosphorylation of threonine (with participation of Cdk1 and
Cdk2) and dephosphorylation of serine (with participation of PP1). Whereas the Cdc25 inhibition is
carried out by the dephosphorylation of threonine (with participation of PP2A-B566) and phosphoryla-
tion of serine (with participation of Chkl, Chk2 or p38MAPK-MAPKAPK-2)
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Za hamowanie aktywnosci Cdk1 odpowiadaja kinazy z rodziny Weel — jadrowa
Weel i zwiazana z blong komorkowa Mytl. Weel i Mytl rozpoczynaja swoja prace,
gdy komorka przechodzi z mitozy do fazy G1 nowego cyklu, woéwczas zachodzi
rozpad kompleksu Cyklina B-Cdkl i degradacja Cykliny B [67]. Ponadto ich
aktywno$¢ moze zosta¢é wzmozona w przypadku uszkodzenia DNA i ekspres;ji kinaz
Chk1 i Chk2, ktére fosforyluja okreslong seryng Weel (Ser642 w przypadku
cztowieka) oraz indukuja przylaczenie biatka 14-3-3 [65]. Mozliwa jest roéwniez
autofosforylacja bialek Weel w miejscu okreslonej tyrozyny (Tyr295 i Tyr362 w
przypadku czlowieka), ktdra przyczynia si¢ do ich pozytywnej regulacji [39].

Inaktywacja fosfataz Cdc25 zachodzi przez ufosforylowanie okreslonej seryny
wewnatrz ich czasteczek (Ser216, w przypadku Cdc25C u czlowieka) oraz defosforylacje
treoniny w ich koncu aminowym. Istnieja trzy znane izoformy Cdc25 (Cdc25A, Cde25B,
Cdc25C) — wszystkie kontroluja przejscie z fazy G2 do M, a Cdc25A dodatkowo
odpowiada za wejscie komodrki w faze S. Tak jak w przypadku Cdkl1, fosforylacja ich
seryny moze przebiega¢ przy udziale kinaz Chk1 i Chk2 [38]. W warunkach stresowych
moze ona réwniez zosta¢ przeprowadzona przez kompleks p38MAPK-MAPKAPK-2
[52]. Defosforylacja treoniny zachodzi natomiast przy udziale kompleksu PP2A-B560,
aktywowanego przez Chk1 [53]. W wyniku ufosforylowania seryny, do fosfatazy Cdc25
przytaczane jest biatko 14-3-3, co prowadzi do jej eksportu z jadra do cytoplazmy. [10$¢
Cdc25A jest regulowana przez jego ubikwitynacje za pomoca kompleksow o
wlhasciwosciach ligazy ubikwityny — SCFFT™P (w fazie S i G2) i APC" (w pdznej
mitozie) oraz degradacje w proteasomach 26S [15].

Aktywacja Cdkl. W podznej G2, na skutek inhibicji kinaz Weel i aktywacji
fosfataz Cdc25, nastgpuje wzrost aktywnosci Cdkl (ryc. 4). Zahamowanie pracy
Weel jest efektem przylaczenia reszt fosforanowych przez kinazy Plkl1 (do Ser53)
i CK2 (do Ser121) [85, 86]. PIk1 jest obecna w komorce az do pdznej mitozy, po
czym ulega ubikwitynacji przy udziale APC! i degradacji w proteasomach 26S,
natomiast CK2 jest aktywna przez caly czas trwania cyklu i w roznych jego
momentach odpowiada za fosforylacje roznego rodzaju biatek [49, 85]. Inaktywacja
Weel i aktywacja Plkl odbywa si¢ rowniez na zasadzie sprzezenia zwrotnego —
aktywne kompleksy Cyklina A-Cdk1 i Cyklina B-Cdk1 fosforyluja Weel (Ser123 —
prowadzac do jej inhibicji) oraz Plk1 (przyczyniajac si¢ do wzmozenia jej aktywnosci)
[59, 85, 86]. Weel po ufosforylowaniu zostaje poddana ubikwitynacji za pomoca
SCF#T™P " a nastepnie ulega degradacji w proteasomach [86].

Aktywacja fosfataz Cdc25 przebiega dwuetapowo. Najpierw sa one poddawane
fosforylacji w miejscu treoniny konca aminowego. Moze by¢ ona przeprowadzona przez
jedna z kinaz — kompleks Cyklina A-Cdk2 lub Cyklina E-Cdk2, Cyklina B-Cdk1 (w wyniku
sprzgzenia zwrotnego) lub prawdopodobnie takze przez Plk1 [38, 54, 60]. W jej wyniku
od Cdc25 odlacza sig¢ biatko 14-3-3. Drugi etap aktywacji polega na defosforylacji uprzednio
ufosforylowanej seryny i zachodzi przy udziale fosfatazy PP1 [54].

Po zahamowaniu aktywnosci Weel i odlaczeniu hamujacych reszt fosforanowych
przez Cdc25, kinaza Cdk1 faczac si¢ z Cyklinami A i B tworzy aktywne kompleksy
Cyklina A-Cdk1 i Cyklina B-Cdkl1, ktére odpowiadaja za przebieg mitozy. W jej
trakcie biora one udziat w takich procesach, jak: indukcja i montaz wrzeciona
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kariokinetycznego, rozpad otoczki jadrowej czy kondensacja chromosoméw [9, 68].
W prometafazie Cdkl wraz z Plkl fosforyluje kompleks APC, co indukuje
przylaczenie si¢ do niego aktywatora Cdc20 [17]. Wezesniej aktywnos¢ Cdc20 byta
hamowana przez bialko Emil (w trakcie fazy S, G2 i profazy) i RASSF1A (podczas
profazy i prometafazy) [78, 84]. O tym, jak wazny jest odpowiedni moment
aktywacji kompleksu APC, $wiadczy fakt, ze wyczerpanie biatka Emil powoduje
zbyt wezesne zakonczenie cyklu i ponowna replikacje [50].

Kompleks promujacy anafaze. APC““?’ pehi kluczowa role w trakcie mitozy,
poniewaz odpowiada za ubikwitynacje cyklin zwigzanych z Cdkl1 i tym samym znakuje
je do degradacji w proteasomach 26S. Wciaz nie wiadomo, dlaczego najpierw
ubikwitynowana jest Cyklina A, ktérej degradacja zaczyna si¢ w prometafazie i konczy
w metafazie [27]. Rozklad Cykliny B zachodzi na granicy metafazy i anafazy, i jest
przetlomowym momentem cyklu, indukujacym zakonczenie mitozy [27]. Wraz z
degradacja Cykliny B konczy si¢ hamujaca fosforylacja biatka Cdhl przez kinaze
Cyklina B-Cdk1. Cdhl jest drugim aktywatorem APC i tworzy wraz z nim kompleks
APCC®! ktory ubikwitynuje biatko Cde20, prowadzac do jego degradacji. Oprocz tego
APCC! odpowiada za ufosforylowanie wielu innych bialek, m.in. wczesniej
wspomnianych Plkl, SCF? Cdc6 i Gemininy. Aktywnosé APCC! zostaje
zahamowana w fazie G1 na skutek przebiegu trzech réznych procesow. Pierwszym
z nich jest autoubikwitynacja przez kompleks APC“" APC-specyficznego enzymu
wiazacego ubikwityng — UbcH10 [70]. Wspdlpracujace z APC biatko UbcH10 w
wyniku ubikwitynacji zostaje przeznaczone do degradacji, co jednoczesnie powoduje
zahamowanie aktywnosci APC“"!, Autoubikwitynacja UbcH10 jest hamowana przez
substraty APC®M | stad kompleks jest aktywny az do momentu degradacji wszystkich
jego substratow. Inaktywacja APC““" umozliwia synteze Cykliny A, ktéra wraz z
kinaza Cdkl przeprowadza dalsza inhibicje APC®!. Kompleks Cyklina A-Cdk2
fosforyluje i tym samym inaktywuje biatko Cdhl, co w rezultacie prowadzi do
unieczynnienia APC [58]. Z czasem inaktywujaca role kompleksu Cyklina A-Cdk2
przejmuje kinaza Cyklina B-Cdkl1. Trzecig droga hamowania aktywnosci APC jest
zwigzanie si¢ biatka Emil z podjednostka Cdhl [70]. Emil laczy si¢ z obydwoma
aktywatorami kompleksu APC — Cdc20 i Cdhl i hamuje je od konca fazy G1, gdy
zostaja uaktywnione czynniki transkrypcyjne E2F kontrolujace synteze Emil, az do
profazy, podczas ktérej Emil jest fosforylowane przez Plk1, ubikwitynowane za pomoca
SCFPT? | degradowane w proteasomach 26S [34].

5. Cdkl T APC A ENDOREDUPLIKACJA

Ze wzgledu na wazny udzial kinazy Cyklina B-Cdkl w promowaniu mitozy, brak
jej aktywnosci jest uwazany za ceche charakterystyczng endoreduplikacji. Zaobser-
wowano, ze zarowno wyciszenie ekspresji genu cdkl, jak i cykliny B za pomoca
siRNA moze skutkowaé endoreduplikacja [8, 16]. Zahamowanie aktywnosci Cdk]1
wykazano rowniez w przechodzacych endoreduplikacj¢ komoérkach olbrzymich
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trofoblastu [82]. Zauwazono, ze zachodzaca w trakcie ich rozwoju utrata
czynnika FGF4 wywotuje gwattowna ekspresje Cdk-specyficznych inhibitorow — p57
i p21WaCPl 557 hamuje aktywno$é Cdkl, przez co umozliwia komérkom przejécie
prosto z fazy G2 do G1, z pominigciem mitozy. Stad wyrdznia si¢ faze G-podobna
z obecnym p57 oraz faze S — pozbawiona p57. p21™™/CPl hamuje natomiast
ekspresje kinazy Chkl1, przez co zapobiega indukcji apoptozy. Inhibicja Cdk1 sprawia,
ze po zakonczeniu fazy S biatko Orcl nie podlega fosforylacji i inaktywacji, dzigki
czemu mozliwe jest utworzenie kompleksu ORC. Poza tym ufosforylowane podczas
fazy S biatko Cdc6 w obecnosci p57 i p21™/CiP! ylega defosforylacji i aktywacji.
7 kolei aktywnos¢ Cdtl nie ulega zahamowaniu, poniewaz Geminina jest degradowa-
na z udziatem APC®'. To wszystko sprawia, ze mozliwe jest uformowanie
kompleksu prereplikacyjnego i wraz z degradacja inhibitorow p57 i p21™V P! (przy
udziale komplekséw Cyklina E-Cdk2 i SCFS**?) moze rozpoczaé sie kolejna runda
replikacji.

W odréznieniu od Cdkl, kompleks APC wykazuje duza aktywnos¢ w trakcie
endoreduplikacji. Pomimo ze komorki, ktére przechodza przez ten proces, nigdy nie
wchodzg w mitoze, APC jest im niezbedny. Poniewaz w normalnym cyklu APC
reguluje tworzenie kompleksu prereplikacyjnego, musi by¢ on aktywny rowniez w
przypadku endoreduplikacji [77]. Rola APC w regulacji endocyklu opiera si¢ glownie
na ubikwitynacji Gemininy i tym samym zwigkszeniu dostgpnosci biatka Cdtl, konie-
cznego do rozpoczecia replikacji. Zahamowanie aktywnosci kompleksu APC skutkuje
stabilizacja Gemininy i zablokowaniem postepu endoreduplikacji [91].

Pomimo ze znane sa mechanizmy zapobiegajace ponownej replikacji, wciaz
doktadnie nie wiadomo, w jaki sposob sa one omijane podczas endoreduplikacji.
Liczne analizy tego procesu pozwolily jednak wyodrebni¢ kilka cech charakterys-
tycznych endoreduplikacji, takich jak: wspomniana wczesniej inaktywacja Cdkl i
Gemininy, podwyzszone stezenie cykliny E i wysoka aktywnos¢ APC. Aby poznaé
doktadny sposéb indukcji i regulacji endoreduplikacji, potrzebne sa dalsze badania.
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