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Streszezenie: Sciezki sygnalowe zalezne od bialek NF-kB sa kluczowym elementem komérkowej odpo-
wiedzi na stres. U ssakoéw rodzing NF-«B tworzy pig¢ biatek NF-kB/Rel, bedacych czynnikami trans-
krypcyjnymi, oraz cztery biatka IkB, bedace swoistymi inhibitorami tych czynnikéw transkrypcyjnych.
Aktywacja NF-kB polega na odlaczeniu ufosforylowanego inhibitora I«B, po ktérym nastgpuje trans-
port czynnika transkrypcyjnego do jadra komorkowego. Czynniki transkrypcyjne NF-«B moga uczestni-
czy¢ w regulacji ekspres;ji kilkuset gendw istotnych m.in. dla proliferacji, apoptozy, odpowiedzi immu-
nologicznej i reakcji zapalnych. Sciezka sygnatowa zalezna od NF-«B interferuje z dwoma innymi szla-
kami komorkowej odpowiedzi na stres zaleznymi od p53 i HSF1, a od réwnowagi mi¢dzy ekspresja
genow regulowanych przez wszystkie trzy czynniki transkrypcyjne zalezy prawidlowe funkcjonowanie
komorki w warunkach stresu. Wszystkie trzy Sciezki sygnalowe maja istotne znaczenie dla patogenezy
szeregu chorob, migdzy innymi nowotworowych oraz dla skutecznosci leczenia tych chordb.

Stowa kluczowe: czynniki transkrypeyijne, NF-+«B, przekazywanie sygnatu, r egulacja ekspresji genéw, stres komorkowy.

Summary: The NF-kB-dependent signaling pathways are essential components of cellular response to
stress. Mammalian family of NF-«B consists of five NF-«B/Rel proteins, which are subunits of the
NF-kB transcription factor, and four IkB proteins, which are their specific inhibitors. Activation of
NF-kB requires degradation of I«B, which allows nuclear translocation of NF-«B and its binding to cis-
acting DNA regulatory elements. NF-«B transcription factors regulate expression of numerous genes,
which are involved in cell proliferation, apoptosis, immune response and inflammatory response. The
NF-kB-dependent signaling pathways interfere with two other stress-related pathways regulated by p53
and HSF1 transcription factors. All three pathways are essential for both pathogenesis of serious human
diseases, including cancer, and for response to therapeutic treatment.
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WPROWADZENIE

Sciezka sygnalowa zalezna od czynnika transkrypcyjnego NF-«B jest jednym z
kluczowych elementow komorkowej odpowiedzi na stres. Biatko to bierze udziat
w regulacji ekspresji wielu gendw, ktorych produkty decyduja o przebiegu prolife-
racji komorki, apoptozy, odpowiedzi immunologicznej, stanu zapalnego i innych
waznych procesow komdrkowych. Poziom ekspresji oraz aktywnos¢ NF-kB podlega
Scistej regulacji przez dziatanie petli sprzezen zwrotnych [41]. W wielu sytuacjach
Sciezka NF-xB jest aktywowana jednoczesnie z aktywacja sciezek zaleznych od
czynnikow transkrypcyjnych p53 lub HSF1, a ostateczna odpowiedz komorki
stanowi wypadkowa wzajemnych oddzialywan tych szlakow sygnatowych.

Podstawowym procesem komdrkowym, w ktérym obserwuje sie¢ typowa (,.klasy-
czna”) odpowiedz zalezna od NF-«B, jest stan zapalny. Jest on objawem reakcji
obronnej organizmu na infekcje, inwazje patogenéw i stymulacje antygenami. Stanowi
takze wazny mechanizm umozliwiajacy naprawe tkanek uszkodzonych w wyniku
zranienia [38]. Powstanie odczynu zapalnego moze by¢ wywolane dzialaniem zaréwno
czynnikéw endogennych, jak i egzogennych (np. fizyczne i chemiczne czynniki
uszkadzajace materiat genetyczny, bakterie, wirusy). W wiekszosci przypadkow stan
zapalny jest nastgpstwem destrukcji bton komoérkowych, dysregulacji mechanizmow
transportu wewnatrz- oraz migdzykomorkowego badz zaktdcenia prawidlowej
aktywnos$ci enzymow i mediatorow stanu zapalnego (np. cytokin, chemokin, prosta-
glandyn) [59]. Endogenna przyczyna uszkodzen prowadzacych do odczynu zapalnego
moze by¢ takze starzenie si¢ komorek. Niezaleznie od rodzaju czynnika wywolujacego,
pojawiajaca si¢ odpowiedz ustrojowa jest stosunkowo jednolita. Jest ona sterowana
za posrednictwem tzw. mediatorow odczynu zapalnego, ktére wywieraja pro- i
przeciwzapalne dziatanie na komdrki docelowe, modulujac przebieg calego procesu
reakcji zapalnej [30]. Kluczowa role w procesie regulacji reakcji odpornosciowych i
stanu zapalnego odgrywa wilasnie czynnik transkrypcyjny NF-«B.

RODZINA BIALEK NF-«B

Nazwa bialek nalezacych do rodziny NF-kB, wywodzi si¢ od opisanego po raz
pierwszy w 1986 roku czynnika jadrowego (Nuclear Factor — NF) wiazacego si¢
z promotorem genu kodujacego tancuch kappa immunoglobulin w limfocytach typu
B («B) [3, 7]. U ssakdéw w rodzinie bialek NF-xB wyrdznia si¢ dwie podrodziny:
w pierwszej znajduja si¢ regulatory proceséw transkrypcyjnych, a do drugiej naleza
biatka petniace funkcje inhibitorowe. Na rycinie 1 przedstawiono strukture biatek
z rodziny NF-kB obecnych w komoérkach ludzkich.

Do pierwszej podrodziny, grupujacej biatka nazywane NF-kB/Rel, zalicza si¢
pie¢ biatek nalezacych do dwdch klas (ryc. 1A). Pierwsza klasa obejmuje: RelA
(p65), RelB i c-Rel. Sa one syntetyzowane w postaci dojrzatych produktéw nie
wymagajacych dodatkowej obrobki proteolitycznej. Do drugiej klasy naleza biatka
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RYCINA 1. Schemat struktury biatek z rodziny NF-xB. Zaznaczono nast¢gpujace domeny strukturalne:
ANK — motyw powtdrzen ankirynowych, DD — Death Domain, LZ — Leucine Zipper-like motif, PEST —
Proline - Glutamic Acid - Serine - Threonine, RHD — Rel Homology Domain, TA — RelA Transactivation
Domain, TAD — Transcription Activation Domain; numerami zaznaczono Kolejne pozycje aminokwasow
(zmodyfikowane wg [36])

FIGURE 1. Structure of proteins from the NF-«B family. Shown are structural domains: ANK — Ankyrine
repeats, DD — Death Domain, 1.Z, — Leucine Zipper-like motif, PEST — Proline - Glutamic Acid - Serine
- Threonine, RHD — Rel Homology Domain, TA — RelA Transactivation Domain, TAD — Transcription
Activation Domain; numbers delineate positions of aminoacid residues (according to [36], modified)
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kodowane przez geny NF«Bl i NF«B2. Produktem ich ekspresji sa duze formy
prekursorowe, odpowiednio p105 i p100, ktore w wyniku potranslacyjnej obrobki
proteolitycznej ulegaja przeksztalceniu w dojrzale biatka p50 i p52 [16, 58].
Wszystkie biatka NF-kB/Rel zawieraja homologiczng domeng RHD (Re!/ Homology
Domain), zlokalizowana w N-koncowym odcinku tancucha polipeptydowego.
Domena ta odpowiedzialna jest za tworzenie dimerdw i przylaczanie si¢ do DNA.
Ten fragment biatka odpowiada takze za interakcje z inhibitorami IxB. Ponadto, w
obrgbie domeny RHD znajduje si¢ sekwencja NLS (Nuclear Localisation Signal),
odpowiedzialna za translokacje¢ czynnika NF-«B z cytoplazmy do jadra komoérko-
wego [36, 45]. Biatka tworzace pierwsza klasg — RelA(p65), RelB i c-Rel — w
C-koncowym odcinku maja domen¢ odpowiedzialng za aktywacje transkrypcji.
Natomiast biatka NF-«B1 i NF-kB2 w formach prekursorowych p105 i p100
zawieraja w rejonie C-koncowym motyw powtorzen ankirynowych (ANK), dzigki
ktoremu moga pelnié¢ funkcje inhibitorowe procesu dimeryzacji i aktywacji czynnika
NF-«B [36, 58].

Aktywne czynniki transkrypcyjne NF-«B sa dimerami, zawierajacymi r6znorakie
kombinacje wymienionych wyzej biatek NF-xB/Rel. Heterodimery rozniace sie
podjednostkami moga poprzez regulowanie ekspresji swoistych genow w odmienny
sposdb wywiera¢ rozne efekty biologiczne. Natomiast homodimery biatek p50 Iub
p52 nie petnia funkceji biatek inicjujacych transkrypcje, lecz czynnikéw blokujacych
ekspresje genow [7]. Czynniki transkrypcyjne NF-kB w formie nieaktywnej obecne
sa w cytoplazmie w postaci kompleksu z inhibitorem IxB.

W komorkach ssakéw do podrodziny biatek inhibitorowych kB naleza trzy
biatka: IkBea, IkBf i IkBe (ryc. 1B). Rézne biatka IkB wykazujace odmienne powi-
nowactwo do roznych dimeréw NF-xB/Rel. Biatka IkB maja w swojej sekwencji
aminokwasowej motyw powtorzen ankirynowych (ANK). Domena N-terminalna
petni funkcje regulatorowa i jest zaangazowana w proces proteolitycznej degradacji
biatka. Obecna w C-koncowym odcinku IkBea i IkBf domena zawierajaca motyw
PEST (region bogaty w proline, kwas glutaminowy, seryng i treonine), stabilizuje
kompleks NF-«B/I«B [36, 58]. Funkcja inhibitora biatek IxB polega na stymulo-
waniu zmian konformacyjnych w podjednostkach Rel, w wyniku ktérych nastepuje
przestoniecie sygnalu lokalizacji jadrowej oraz hamowanie wigzania do DNA [3,
17]. Biatko IkBa jest kluczowe dla regulacji klasycznej Sciezki NF-«B, w ktora
zaangazowany jest przede wszystkim heterodimer p65/p50. Czynnik IkBea jako
jedyny przedstawiciel rodziny biatek IkB ma bogata w leucyne sekwencje transportu
jadrowego NES (Nuclear Export Sequence), dzieki ktérej moze indukowad
przechodzenie dimerow NF-«B z jadra komorkowego do cytoplazmy [45]. Do
podrodziny biatek IkB nalezy réwniez biatko Bcl-3, ktore petni jednak odmienng
funkcje niz pozostate biatka IkB [3]. Bialko Bcl-3 obecne jest w jadrze komor-
kowym, gdzie w wyniku interakcji z homodimerami p50 Iub p52 funkcjonuje jako
transkrypcyjny ko-aktywator lub ko-represor [6, 36].
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MECHANIZM AKTYWACJI
CZYNNIKA TRANSKRYPCYJNEGO NF-«B

Pod wptywem szeregu czynnikow srodowiskowych komorki uruchamiaja $ciezki
sygnatowe, ktore sq kaskadami zaleznych od siebie i powigzanych biochemicznie
procesow wewnatrzkomorkowych. W przypadku czynnika NF-«B istnieje kilka
roznych $ciezek funkcjonujacych odmiennie w zaleznosci od rodzaju czynnika
stymulujacego, typu komorki oraz jej aktualnego zapotrzebowania. Dwa najczgsciej
wystepujace mechanizmy aktywacji czynnika NF-«B to Sciezka klasyczna i $ciezka
alternatywna [36], ktérych schemat przedstawiony jest na rycinie 2.

Mechanizm klasycznej Sciezki aktywacji NF-«B zwiazany jest z odpowiedzia
na stymulacje prozapalna (np. cytokinami TNF i IL-1, lub bakteryjnymi lipopoli-
sacharydami). Podstawa mechanizmu jest fosforylacja IxB katalizowana przez kinazy
IKK (I#B Kinase), a nastgpnie proteasomalna degradacja ufosforylowanego (i
ubikwitylowanego) biatka inhibitorowego [33, 36, 63]. Proces aktywacji tej Sciezki
moga inicjowa¢ m.in. kinazy MEKK (Mitogen activated protein kinase/ERK Kinase
Kinase 1), kinaza Akt/PKB (Protein Kinase B) oraz kinazy z rodziny MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinases). Takie kinazy inicjatorowe aktywowane sg m.in.
przez receptory znajdujace sie w blonie komdrkowej, a nastepnie aktywuja kompleks
IKK [33, 45]. Kompleks IKK sktada si¢ z dwoch podjednostek katalitycznych IKKe
i IKKp oraz z jednostki regulatorowej NEMO (NF-4B Essential MOdulator), tzw.
IKKy. Proces fosforylacji inhibitorow I«kB w przypadku klasycznej aktywacji
NF-kB zalezy gltownie od aktywnosci kinazy IKK, ktora z udzialem jednostki
regulatorowej NEMO Kkatalizuje przeniesienie grupy fosforanowej na dwie reszty
serynowe znajdujace si¢ w tancuchu aminokwasowym tych biatek (Ser-32 i Ser-36
w przypadku IkBa, Ser-19 i Ser-23 w przypadku I«Bp badz Ser-157 i Ser-161 w
przypadku IkBeg) [36, 45]. W konsekwencji prowadzi to do ich zmiany konfor-
macyjnej, umozliwiajacej przylaczenie si¢ kompleksu ligazy ubikwitynowej i
degradacji w proteasomie 26S. Uwolniony w ten sposob, aktywny dimer NF-«B
moze przej$s¢ z cytoplazmy do jadra komoérkowego. W przypadku stymulacji
komorek czynnikami genotoksycznymi (np. promieniowaniem jonizujacym) aktywa-
cja kompleksu kinaz IKK poprzedzona jest transportem NEMO do jadra, jego
fosforylacja i przemieszczeniem z jadra w postaci kompleksu z kinazag ATM (Ataxia
Telangiectasia Mutated) [36].

Alternatywna sciezka aktywacji czynnika NF-kB wymaga udziatu kinaz IKK« i
NIK (NF«B Inducing Kinase). Bodzcem niezbednym do zaindukowania tej sciezki
sygnatowej moze by¢ potaczenie limfotoksyny-3 z jej receptorem (LTSR), zwiazanie
si¢ czynnika aktywujacego limfocyty B (BAFF) z jego receptorem badz stymulacja
komorki ligandem CD40 (CD40L, CD154) nalezacym do rodziny TNF (Tumor
Necrosis Factor) [45, 63]. Whasciwosci aktywujace ma takze biatko LMP1 (Latent
Membrane Protein 1) produkowane przez wirusa Epsteina-Barr, ktdre indukuje m.in.
wydzielanie ludzkiej IL10 [56]. Pierwszym etapem kaskady sygnatowej jest
aktywacja homodimeru IKKa przez kinaze NIK. Aktywna kinaza IKKa fosforyluje
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RYCINA 2. Schemat mechanizmu aktywacji ,.klasycznej™ i ,,alternatywne;j” Sciezki sygnatowej zaleznej
od NF-kB. Wybor $ciezki aktywacji biatka NF-kB zalezy od czynnika indukujacego. W aktywacji
klasycznej biora udzial m.in. receptory cytokin (np. TNFe, IL-1) lub lipopolisacharydu, a w przypadku
$ciezki alternatywnej — receptory CD40, LTS lub BAFF. Wybor uruchomionej $ciezki determinuje m.in.
rodzaj aktywowanego efektora (np. odpowiednio heterodimeréw p50/RelA lub p52/RelB) (zmodyfi-
kowane wg [33, 36])

FIGURE 2. Chart of activation mechanisms of ,,classical” and ,.alternative” NF-k B pathways. Selection
of a pathway depends on a triggering factor: cytokines (like TNF« or IL-1) and lipopolysaccharides are
involved in classical pathway, while CD40, LTS, BAFF ligands in alternative pathway. Activated path-
way determines type of transcriptional effector (e.g., p50/RelA or p52/RelB heterodimers, respectively)
(according to [33, 36], modified)
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jednostke prekursorowa pl00 heterodimeru NF-«B2/RelB. Biatko to jest w
nastgpnej kolejnosci poddane proteolitycznej obrobce w proteasomie 26S, przy
udziale ubikwityny, po czym dojrzaly heterodimer p52/RelB jest transportowany
do jadra komoérkowego [33, 45].

Nietypowe szlaki indukujace NF-«B moga zachodzi¢ réwniez w sposob nieza-
lezny od IKK, np. w komérkach traktowanych promieniowaniem UV lub poddanych
hipoksji. W obu przypadkach dochodzi do fosforylacji I«kB i uwolnienia NF-«B z
nieaktywnego kompleksu, jednak kinazy zaangazowane w ten proces fosforyluja
IkB w nietypowych miejscach [36]. W przypadku odpowiedzi na promieniowanie
UVC obserwuje si¢ aktywacje kinazy p38, ktora aktywuje kinaz¢ kazeinowa CK2.
Ta z kolei fosforyluje IkB w obrebie domeny PEST znajdujacej si¢ w C-koncowe;j
czesci (w mechanizmie klasycznym fosforylowana jest N-koncowa czgsci biatka)
[29]. Ponadto, w komoérkach napromieniowanych UV obserwuje si¢ wydluzony czas
aktywnosci czynnika NF-«B (do 12 godzin po napromieniowaniu). Sugeruje sie,
ze taka wydluzona odpowiedz zwiazana jest z regulacja na poziomie translacji biatka
inhibitorowego IkBa. Promieniowanie UV aktywuje kinazg¢ PERK (RNA-dependent
Protein kinase-like ER-Kinase), za ktorej posrednictwem dochodzi do zatrzymania
syntezy biatka kB [62].

W S$ciezki aktywacji czynnika NF-«B wlaczonych jest kilka petli regulatorowych
dziatajacych na zasadzie sprzg¢zen zwrotnych, w ktérych uczestnicza biatka kodowane
przez geny aktywowane przez ten czynnik transkrypcyjny (ryc. 3). Takie petle sprzezen
zwrotnych zawieraja w sobie elementy zar6wno wewnatrz-, jak i zewnatrz-
komorkowe. Podstawowym elementem wewnatrzkomorkowej petli sprzezenia
zwrotnego ujemnego jest biatko IkBa kodowane przez gen nalezacy do tzw.
wczesnych genow aktywowanych przez NF-«B. Aktywacja NF-«B prowadzi do
uruchomienia ekspresji biatka IkBa, ktore nagromadza si¢ w komorce w ciagu
kilkunastu- czy kilkudziesigciu minut, a nastgpnie wiaze sie z obecnym w jadrze
czynnikiem NF-«B i powoduje jego przemieszczenie do cytoplazmy i inaktywacje.
Elementem drugiej wewnatrzkomdrkowej petli sprzgzenia zwrotnego ujemnego jest
biatko A20/TNIP2 (TNF Interacting Protein 2), ktore jest czynnikiem hamujacym
aktywacje kinazy IKK. Petle pozytywnych sprzezen zwrotnych zawieraja elementy
zewnatrzkomorkowe i zwigzane sa z uwolnieniem do przestrzeni pozakomorkowej
szeregu cytokin wzmacniajacych pierwotny sygnat prozapalny. NF-«B aktywuje
ekspresje gendw kodujacych cytokiny wczesnej odpowiedzi komodrkowe;j, takie jak
TNFa oraz IL13, a takze mediatory pdznej odpowiedzi, takie jak interleukiny IL6
oraz IL8, co umozliwia zwielokrotnianie sygnatu i jego przekazywanie do innych
komorek. Cytokiny, ktorych ekspresja aktywowana jest przez NF-kB, moga rowniez
stymulowa¢ produkcje cytokin o dziataniu antagonistycznym (np. IL10), ktére blokuja
produkcje cytokin prozapalnych, i w efekcie tworza zewnatrzkomorkowa petle
sprzezenia zwrotnego ujemnego [36]. Ponadto promotory genéw kodujacych podjed-
nostki NF-«B (poza RelA) zawieraja miejsca wigzania si¢ tego czynnika transkryp-
cyjnego i sg przez niego aktywowane. Petle regulatorowe biorace udziat w $ciezkach
aktywacji czynnika NF-kB sa wdzigcznym obiektem modeli matematycznych
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RYCINA 3. Schemat petli autoregulacyjnych sciezki sygnatowej zaleznej od NF-kB; zaznaczono ujemne
[-] i dodatnie [+] sprz¢zenia zwrotne. Ujemne petle sprzg¢zen zwrotnych z udzialem inhibitora IkB oraz
biatka A20/TNIP2 maja charakter wewnatrzkomorkowy i prowadza do zablokowania $ciezki NF-«B.
Dodatnie sprz¢zenie zwrotne, zwigzane z wydzielaniem cytokin (np. TNFa), powoduje wzmocnienie
pierwotnego sygnatu aktywacji Sciezki zaleznej od NF-kB

FIGURE 3. Chart of auto-regulatory loops involved in the NF-kB signaling: shown are negative [-] and
positive feedback [+] loops. Negative feedback control bases on intracellular components and includes tran-
scriptional activation of IkB and A20/TNIP2 inhibitors of NF-«xB pathway. Positive feedback loop bases
on secretion of cytokines (e.g., TNFa and stimulates NF-«B signaling through extracellular component

opisujacych dynamike odpowiedzi komérkowej zaleznej od tego czynnika transkryp-
cyjnego i jej interferencje z innymi $ciezkami sygnatowymi [31, 41].

GENY AKTYWOWANE PRZEZ CZYNNIK TRANSKRYPCYJNY
NF-«B

Czynnik transkrypcyjny NF-«B uwazany jest za wspolny element wielu szlakow
sygnalizacji wewnatrzkomérkowej, mogacy regulowac ekspresje kilkuset gendw.
Podstawowa grupa gendéw aktywowanych przez ten czynnik transkrypcyjny to geny
kodujace cytokiny i inne biatka biorace udzial w regulacji stanu zapalnego i
odpowiedzi immunologicznej [45]. Druga duza grupa gendw, ktérych ekspresja
regulowana jest przez NF-xB, to geny kodujace bialka uczestniczace w procesie
apoptozy, przede wszystkim biatka anty-apoptotyczne. Mozna wsrdd nich wyrdznié
kilka kategorii: biatka inhibitorowe procesu apoptozy z rodziny IAP (Inhibitors of
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APoptosis), takie jak: c-IAP1/2 (cellular Inhibitor of Apoptosis Protein 1/2) i XIAP
(X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein), anty-apoptotyczne biatka z rodziny Bcl-
2, takie jak: Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) i Bel-XL (B-cell lymphoma-eXtra Large)
oraz biatlka adaptorowe oddziatujace z receptorami smierci, takie jak: TRAF-1/2
(TNF Receptor-Associated Factor 1/2). Ponadto, wsrod gendw zaleznych od NF-
kB znajduja si¢ geny kodujace wazne aktywatory progresji cyklu komérkowego —
cyklina D1 oraz czynnik transkrypcyjny c-myc [9]. Wiele gendéw aktywowanych
przez czynnik NF-«B ma istotne znaczenie dla procesow nowotworzenia. Poza
wspomnianymi wczesniej genami kodujacymi biatka anty-apoptotyczne lub stymu-
lujace aktywno$¢ podziatowa komorki, naleza tu geny regulujace proces angioge-
nezy, takie jak: VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) lub aktywator
plazminogenu, oraz geny kodujace bialka adhezyjne ICAM-1 (Inter-Cellular
Adhesion Molecule 1), VCAM (Vascular Cell Adhesion Molecule) i ELAM-1
(Endothelium Leukocyte Adhesion Molecule 1), ktore biora udzial w procesie
przerzutowania [9]. Innym genem aktywowanym przez NF-«B jest gen CCLS
kodujacy chemoking RANTES, ktérego wysoka aktywnos¢ koreluje ze wzmozonym
przerzutowaniem w czerniaku i raku piersi [2, 32].

MODYFIKACJE POTRANSLACYJNE
I ICH UDZIAL. W REGULACJI SZLAKU NF-«B

Bialka z rodziny NF-«kB sa obiektem szeregu modyfikacji i interakcji regulato-
rowych, ktore okreslaja ich aktywnos¢ i swoistos¢ dla gendw docelowych. Fosforylacja
bialek p50 i p65 katalizowana przez kinazy IKK, PKA, PKC i CK2 zwigksza ich
powinowactwo do swoistych sekwencji DNA oraz zdolno$¢ wiazania ko-aktywatorow,
takich jak p300/CBP [7, 36]. Natomiast fosforylacja biatka p65 przez kinaze Chkl
powoduje zahamowanie jego zdolnosci transaktywacyjnych, wskutek czego obserwuje
si¢ represje gendw anty-apoptotycznych [36]. Podjednostka p65 ulega réwniez innej
modyfikacji — acetylacji. Uwaza sig, iz nastgpujaca wczesniej zmiana konformacyjna
bialka wywotana jego fosforylacja moze sprzyjac przylaczaniu si¢ acetylaz typu HAT
(Histone Acetyl Transferase). Acetylacja p65 uniemozliwia jego wiagzanie si¢ z IkB,
a tym samym blokuje jego transport do cytoplazmy i inaktywacje [7].

Oddziatywania NF-«B z acetylazami i deacetylazami — HDAC (Histone DeACetylase)
histonéw ulatwiaja zmiany lokalnego poziomu acetylacji histonow. Indukuje to zmiany
struktury chromatyny w obrebie gendw, z ktorych promotorami wigze sie ten czynnik
transkrypcyjny. Mechanizm ten ma istotne znaczenie dla regulacji ekspresji wielu gendw
zaleznych od NF-xB. Niezaleznie od rodzaju czynnika aktywujacego sciezke sygnatowa
NF-«B (wzrostowego lub apoptotycznego), NF-«B wiaze si¢ do genéw zarowno
pro-, jak i anty-apoptotycznych. Jednak w odpowiedzi na stymulacj¢ czynnikami
wzrostowymi w promotorach gendw o charakterze pro-apoptotycznym NF-«B
wystepuje w postaci kompleksu z biatkami HDAC, co powoduje represje tych gendw.
Natomiast w promotorach gendéw anty-apoptotycznych NF-kB obecny jest w postaci
kompleksu z biatkami HAT, co w rezultacie prowadzi do aktywacji transkrypcji tych
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gendw. W przypadku odpowiedzi komdrkowej na stymulacje czynnikami apopto-
tycznymi sytuacja jest odwrotna, w rezultacie czego nastgpuje zalezna od NF-«B
aktywacja genéw pro-apoptotycznych [15].

ZNACZENIE CZYNNIKA NF-«B W ETIOLOGII I TERAPII
NOWOTWOROW

Biorac pod uwage zdolnos¢ NF-«B do aktywacji szeregu genéw istotnych w procesie
nowotworzenia nie jest niespodzianka, ze wiele typéw komorek nowotworowych
uzyskuje zdolnos¢ do konstytutywnej aktywacji tego czynnika transkrypcyjnego. Jest
to nie tylko czynnik ulatwiajacy transformacj¢ nowotworowa i wzrost guza, ale takze
przyczyna odpornosci komorek guza na terapie przeciwnowotworowsa [10, 42, 54]. O
onkogennych wlasciwosciach biatek z rodziny NF-xB moze réwniez swiadczy¢ wysoka
homologia migdzy wirusowym onkogenem v-Rel i jego komdérkowym odpowiednikiem
c-Rel [24]. Z kolei w niektorych przypadkach chloniakow z limfocytow T lub B gen
NFxB2 ulega rearanzacji, co w konsekwencji prowadzi do jego konstytutywnej
obecnosci w jadrze komérkowym [22]. Roéwniez gen kodujacy biatko Bcl-3, inny
czlonek rodziny NF-«B, takze jest protoonkogenem, pierwotnie identyfikowanym z
czescia przypadkow przewleklej biataczki limfatycznej [6, 48].

Konstytutywna aktywacja NF-«B wystepuje w wielu typach raka, stanowiac duzy
problem dla terapii przeciwnowotworowej. Zahamowanie aktywnosci tego czynnika
transkrypcyjnego mogloby staé si¢ elementem efektywnej terapii tego typu [33, 54].
Jedna z testowanych strategii jest terapia nacelowana na kinazy biatkowe (np. IKK
lub CK2), ktére biora udzial w aktywacji $ciezki NF-kB [4, 27]. Inna strategia
polega na stosowaniu inhibitoréw proteasoméw, ktorej skutkiem jest m.in. zabloko-
wanie proteolizy bialek I«B [44]. Stwierdzono, ze zahamowanie $ciezki NF-«B moze
uczula¢ komodrki nowotworowe na apoptoze aktywowang przez ,,receptory smierci”,
interferon czy komorki efektorowe uktadu odpornosciowego, co daje nadziej¢ na
rozw6j nowych terapii kombinowanych przeciwko nowotworom pochodzenia
hematologicznego i nablonkowego [42].

Do szlakow komorkowych, z ktérymi oddziatuje $ciezka NF-«B i ktore rowniez maja
duze znaczenie dla rozwoju nowotwordw i terapii przeciwnowotworowej, naleza sciezki
sygnatowe zalezne od czynnikdw transkrypeyjnych p53 i HSF1. Obie te Sciezki sygnalowe
i ich funkcjonalne powiazania ze szlakiem NF-«xB omowione sa w dalszej czesci pracy.

WSPOLZALEZNQSCI SCIEZEK SYGNALOWYCH
ZALEZNYCH OD NF-«B I p53

Biatko p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym kodowanym przez gen 7P53, nalezacy
do konserwatywnej rodziny genow, w sktad ktorej wchodza geny kodujace homo-
logiczne bialka o nazwie p63 i p73 [20]. Podstawowe grupy gendéw aktywowanych
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przez p53 to geny kodujace biatka zaangazowane w regulacje cyklu komérkowego,
apoptoze i naprawg¢ DNA. Bialko p53 — czgsto nazywane ,,straznikiem genomu” —
odgrywa kluczowa rolg¢ w determinacji losu komorki zwierajacej uszkodzony materiat
genetyczny. Aktywacja pS53 nastgpuje w wyniku uruchomienia réznych sciezek
odpowiedzi na stres komdrkowy, i zalezna jest m.in. od kinaz biatkowych ATM, ATR,
Chkl, Chk2, JNK i c-Abl [13]. Kinazy te fosforyluja biatko p53, co umozliwia
utworzenie tetrameru i jego stabilizacje¢ jako czynnika transkrypcyjnego [34].
Aktywnos$¢ biatka p53 w komorce w warunkach prawidtowych utrzymywana jest na
niskim poziomie za posrednictwem biatka MDM2 (u cztowieka HDM2), ktore
kodowane jest przez gen aktywowany przez p53. M/HDM2 jest swoista ligaza
ubikwityny, ktéra promuje proteasomalna degradacje biatka p53, a tym samym pelni
funkcje jego negatywnego regulatora [50]. Mutacje w genie 7P53 naleza do
najczestszych zmian genetycznych obserwowanych w komoérkach ludzkich nowotwo-
réow. Uwaza sig, ze ponad polowa z nich ma defekt biatka p53. Wigkszos$¢ z tych
zaburzen powodowana jest przez nonsensowne mutacje prowadzace do zmiany
powinowactwa biatka pS3 do DNA lub innych bialek. Mechanizmy regulacji
aktywnosci i funkcji biatka p53 zostaly przedstawione w licznych pracach przeglado-
wych [13, 26, 28, 37], rowniez publikowanych w jezyku polskim [12].

Wiele bodzcow docierajacych do komorki jednoczesnie indukuje Sciezki zalezne
od p53 i od NF-«B, a wspdldziatanie obu sciezek sygnatowych reguluje procesy
proliferacji komorki i apoptozy. Jednak w odrdéznieniu od aktywacji p53, ktora
zwiazana jest z indukcja blokady cyklu komdrkowego i/lub apoptozy, indukcja
NF-kB jest generalnie zwiazana z opornoscia na apoptoze i stymulacja proliferacji
komorki. Znanych jest szereg mechanizméw, dzieki ktérym oba szlaki sygnatowe
wplywaja na swoja aktywnos¢. Miejsce wiazania NF-kB znajduje si¢ w promotorze
genu 7P53 i NF-«kB aktywuje ekspresje tego genu [61]. Jednoczesnie NF-«B
wzmaga poziom ekspresji M/HDM2, a tym samym negatywnie reguluje poziom
biatka p53 [57]. Z kolei biatko p53 w sposéb posredni z udzialem kinazy RSK1
(Ribosomal S6 Kinase 1) indukuje fosforylacje RelA w pozycji Ser-536, a tym
samym jego lokalizacj¢ jadrowa [36]. Dodatkowo, oba biatka — NF-«B (forma RelA)
i p53 — wspdlzawodnicza o wiazanie z ko-aktywatorem transkrypcji p300/CBP,
ktorego aktywnos$¢ jest istotna dla ekspresji genow aktywowanych przez oba
czynniki transkrypcyjne. Za posrednictwem wigzania si¢ z p300/CBP NF-«B moze
petnié role supresora gendéw zaleznych od p53, a z drugiej strony wigzanie aktyw-
nego p53 z p300/CBP powoduje utrate aktywnosci NF-«B [19]. Uwaza sie, iz
»przetacznikiem” wiazania si¢ biatka p300/CBP z p53 na NF-«B jest fosforylacja
biatka CBP (CREB Binding Protein) katalizowana przez IKKa. Kinaza IKKa
wykazujaca zdolnos$¢ przemieszczania si¢ migdzy cytoplazma i jadrem komorkowym
(np. w wyniku stymulacji przez TNFa) fosforyluje CBP w pozycji Ser-1382/Ser-
1386, zwiekszajac preferencje jego wiazania z NF-«B [19]. Ztozono$¢ oddziatywan
migdzy Sciezkami sygnatowymi p53 i NF-«B zwigksza dodatkowo obecnos¢ w
komorce réznych form czynnika NF-«B. Biatko p52 (NF-«B2) moze wiaza¢ si¢ do
promotorow genow zaleznych od p53, w sposob zalezny od p53, nawet jesli takie
promotory nie maja miejsca wigzania NF-«B. Do promotorow niektorych genow,
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na przyklad genu WAF/CIP] (ktéry koduje podstawowy inhibitor kinaz cyklino-
zaleznych p21), p52 rekrutowany jest w formie zwiazanej z HDACI, co powoduje
represj¢ tych gendw. Z drugiej strony p52 moze wspomagac¢ p53 w aktywacji
szeregu genow zaangazowanych w apoptoz¢ (m.in. PUMA, DRS, GADD45a),
utatwiajac rekrutacj¢ ko-aktywatorow transkrypcji p300/CBP [49].

Generalnie uwaza sig¢, ze NF-«B pelni funkcje onkogenne, a jego aktywnos¢ jest
antagonistyczna do aktywnosci p53. Jednak w niektorych sytuacjach NF-«xB moze
hamowa¢ wzrost nowotworu i dziata¢ jako nowotworowy supresor. Zaobserwowano,
ze forma RelA (p65) moze by¢ zaangazowana w apoptoze zalezng od biatka p53
[46]. Stwierdzono rowniez, ze bialko p53 reguluje aktywnos¢ NF-kB wystepujacego
w formie homodimeru p52, ktéry zaangazowany jest w regulacje ekspresji genu
kodujacego cykling D1, biatka odpowiedzialnego za proliferacj¢ komorki. Obecno$é
p53 indukuje przeksztatcenie kompleksu aktywujacego p52/Bcl-3 w kompleks
hamujacy, na ktory sklada si¢ dimer p52 oraz deacetylaza histonowa HDACI [35,
49] (ryc. 4). Rowniez inny supresor nowotworow — biatko p14ARF, moze zmieniaé
aktywnos$¢ NF-«kB na anty-onkogenna. W obecnosci biatka p14ARF kompleks p50/
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!
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’ :
a i &8
BclxL : BclxL
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RYCINA 4. Wplyw biatek supresorowych p53 i p14ARF na modulacj¢ funkcji czynnika NF-kB. Czynnik
transkrypcyjny NF-«B pehni funkcje onkogenne poprzez aktywacje ekspresji gendw kodujacych biatka o
charakterze anty-apoptotycznym (np. Bcl-XL) lub stymulujacych proliferacj¢ (np. Cyklina D1). Biatka
supresorowe, takie jak pS3 i p14AREF, indukuja wiazanie podjednostek NF-«B z deacetylaza histonowa
HDACI i tworzenie kompleksow o charakterze ko-represordw transkrypcji. W ten sposob zahamowana
zostaje ekspresja swoistych genow zaleznych od NF-xB, co prowadzi do zatrzymania cyklu komérkowego
i/lub indukcji apoptozy (zmodyfikowane wg [35])

FIGURE 4. The influence of p53 and p14ARF tumor suppressor proteins on regulation of NF-«kB func-
tions. NF-«B transcription factor reveals pro-oncogenic functions through activation of anti-apoptotic
genes (e.g. Bel-XL) and genes involved in proliferation (e.g. Cycline D1). Interactions of p53 or p14ARF
with NF-«B promote formation of complexes between NF-«B and HDACI histone deacetylase. Such
complexes play a role of transcriptional co-repressors and inhibit expression of specific NF-xB-depen-
dent genes (according to [35], modified)
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RelA wiaze deacetylazg HDACI, co w rezultacie powoduje represje¢ zaleznych od
NF-kB genow opornosci na apoptoze (np. Bel-xL) [35] (ryc. 4).

WSPOLZALEZNOSCI SCIEZKI NF-«xB I KOMORKOWEJ
ODPOWIEDZI NA STRES ZALEZNEJ OD CZYNNIKA HSF1

Szereg czynnikéw srodowiskowych nazywanych czynnikami stresu komdrkowego
(migdzy innymi podwyzszona temperatura, niedotlenienie, chemiczne i fizyczne
czynniki uszkadzajace makroczasteczki komorkowe), indukuje swoista odpowiedz
komorki, tzw. heat shock/stress response (HSR). Uniwersalnym czynnikiem
wewnatrzkomorkowym wyzwalajacym ten rodzaj odpowiedzi jest obecnosé niepra-
widlowych (zdenaturowanych) bialek. Bezposrednia reakcja komorki na obecnosé
nieprawidlowych bialek jest aktywacja czynnika transkrypcyjnego HSF1 (Heat
Shock Factor 1), ktory indukuje syntezg i akumulacj¢ bialek HSP (Heat Shock
Protein). HSP to duza grupa polipeptydéw pehiacych funkcje gtéwnych komorko-
wych biatek opiekunczych, tworzona przez kilka wielogenowych rodzin (np. HSP70,
HSP90 i inne). HSP kontroluja strukturg innych bialek petlniac funkcje podstawo-
wych komodrkowych biatek opiekunczych (molecular chaperones). Biora one udziat
m.in. w faldowaniu nowo syntetyzowanych peptyddw, transporcie biatek przez blony,
regulacji struktury receptoréw, prezentacji antygendw, a w warunkach stresu umozli-
wiaja renaturacje nieprawidtowo pofatdowanych biatek lub ich usuwanie w protea-
somach. HSP najsilniej indukowane w czasie stresu nazwano indukowalnymi HSP
(np. HSP701i), natomiast inne biatka HSP obecne sa w komorce rowniez w warun-
kach fizjologicznych. Uwaza sie, ze dla cytoprotekcyjnego dzialania HSP najistot-
niejszy jest efekt anty-apoptotyczny; np. biatka HSP70 moga hamowac szereg
szlakow prowadzacych do aktywacji kaspaz [11, 14, 23]. W ostatnich latach
wykazano, ze w komorkach nowotworowych czesto dochodzi do statej aktywacji
HSF1 i uruchomienia nadmiernej syntezy i akumulacji biatek HSP, co wiaze si¢ z
podwyzszona opornoscia na terapie i gorszymi rokowaniami [1, 5, 8, 47]. Gtéwnym
regulatorem odpowiedzi HSR jest czynnik transkrypcyjny HSF1, ktéry wiaze si¢ z
elementem regulatorowym HSE (Heat Shock Element) obecnym w promotorach
gendw z rodziny HSP. W warunkach fizjologicznych HSF1 wystepuje jako monomer
w kompleksach z biatkami HSP. Po pojawieniu si¢ w komorce zdenaturowanych
biatlek monomery HSF1 uwalniane sa z kompleksow, co umozliwia ich trimeryzacje.
Homotrimery HSF1 przemieszczaja si¢ do jadra komorkowego, gdzie ulegaja
hiperfosforylacji, a nastgpnie wiaza si¢ z sekwencjami HSE i aktywuja ekspresje
gendw HSP. Odtworzona pula biatek HSP ponownie wiaze czynnik HSF1 w
cytoplazmie, dopetiajac petle ujemnego sprzgzenia zwrotnego [8, 25, 39, 60].

Poza genami HSP réwniez inne geny, takze te niemajace elementu HSE, sa
regulowane przez czynnik HSF1. Do takich gendw, ktorych ekspresja w rozny
sposdb modulowana jest przez HSF1, nalezy szereg genow zaleznych od NF-«B.
Aktywny HSF1 moze wchodzi¢ w interakcje z r6znymi biatkami uczestniczacymi
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w regulacji odpowiedzi zapalnej, m.in. STAT-1 lub C/EBPS [18, 53]. HSF1 moze
oddziatywaé z biatkiem NF-IL6, aktywatorem genu IL13, powodujac hamowanie
transkrypcji tego genu [21]. Hamujacy wplyw aktywnego HSF1 na ekspresje genow
zaleznych od NF-kB moze mie¢ takze charakter bezposredni, wynikajacy z wiazania
si¢ HSF1 do miejsc regulatorowych takich genéw. Przykltadem jest wigzanie HSF1
do promotora genu kodujacego cytoking TNFa i hamowanie jego transkrypcji
zaleznej od NF-«B [52, 53]. Wykazano rowniez, ze wiazanie si¢ HSF1 do promotora
genu /L6 jest niezbedne do regulacji jego aktywacji, co zwigzane jest z miejscowym
rozluznieniem chromatyny umozliwiajacym przylaczanie si¢ aktywatoréw (NF-«B)
lub represorow (ATF3) [21].

Mechanizmy odpowiedzi HSR, na przyktad indukowanej szokiem termicznym,
moga blokowa¢ aktywacje sciezki NF-«B niezaleznie od czynnika HSF1. Stwier-
dzono, ze w wyniku hipertermii inaktywacji ulegaja kinazy IKKe, IKKgB, NIK i
IRAK4 niezbedne do fosforylacji inhibitora IkBa, w efekcie czego czynnik NF-«B
(heterodimer p50/p65) utrzymywany jest w formie nieaktywnej w cytoplazmie [40].
W proces ten zaangazowane jest m.in. biatko HSP72, ktore wiaze si¢ do IKKy,
blokujac jego przytaczenie do IKKe i IKKfS oraz uformowanie kompleksu kinaz
IKK [43].

Rowniez ekspresja genow zaleznych od czynnika HSF1 moze by¢ modulowana
przez sciezk¢ NF-xB. Wykazano, ze geny kodujace biatka HSP70 i HSP90 maja
miejsca wigzania dla zaleznych od NF-«B bialek STAT-1 czy NF-IL6. Wiazanie
tych biatek do promotoréw genéow HSP stymuluje ich ekspresje zalezna od HSF1
[55]. Stwierdzono réwniez, ze cytokina TNFa moze krotkotrwale hamowa¢ HSF1
przez modulacje aktywnosci fosfataz biatkowych, zaangazowanych w regulacje
stopnia jego fosforylacji [51].

PODSUMOWANIE

Sciezki sygnatowe zalezne od biatek NF-xB, p53 i HSF1 naleza do najwazniej-
szych szlakow regulujacych odpowiedz na stres komdérkowy. Prawidtowe funkcjo-
nowanie komoérki w warunkach stresu jest zwiazane z zachowaniem réwnowagi
miedzy ekspresja genéw regulowanych przez te czynniki transkrypcyjne. W wyniku
defektéw lub inaktywacji ktorejkolwiek z tych $ciezek sygnatowych obserwuje si¢
zachwianie homeostazy, co w kontekscie calego organizmu moze prowadzi¢ do
$mierci lub powstania nowotworu. Sciezki sygnalowe oméwione w pracy odgrywaja
wazna role zarowno w patogenezie szeregu chorob, jak i w mechanizmach decydu-
jacych o skutecznosci ich leczenia (m.in. reguluja ztozona odpowiedz komérkowa
indukowang terapia przeciwnowotworowa lub przeciwzapalna). Wyjasnienie
wspotzaleznosci tych sciezek sygnatowych moze wiec mie¢ kluczowe znaczenie
dla projektowania w przysztosci nowych strategii terapeutycznych.
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