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Streszczenie: PTEN (nazywany takze MMACI lub TEP1) jest biatkiem supresorowym z aktywnos$cia
fosfatazy o podwojnej specyficznosci zarowno wobec substratu lipidowego, jak i1 substratoéw biatko-
wych. Jako fosfataza lipidowa, PTEN defosforyluje fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan (PIP-3), co
prowadzi do negatywnej regulacji aktywnosci serynowo-treoninowej kinazy Akt (PKB). Jako fosfataza
biatek, PTEN poprzez defosforylacje kinazy biatkowej FAK i biatka Shec uczestniczy w regulacji szlaku
sygnatowego zaleznego od kinazy MAP. Lipidowo-biatkowa aktywno$¢ fosfatazowa PTEN powoduje,
ze biatko to jest modulatorem dwoch gtownych wewnatrzkomorkowych szlakow przekazu sygnatu:
czynniki wzrostu/PI3K/Akt oraz Shc/Ras/Rat/MAPK, tj. szlakéw kontrolujacych wzrost, apoptoze,
przezywalno$¢ komorek, adhezje i migracje. Jednoczesnie enzymatyczna aktywno$¢ biatka PTEN, jego
stabilnos¢, wewnatrzkomorkowa lokalizacja, jak i ekspresja genu takze podlegaja kompleksowej kontroli.
Badania wielu tkanek rakowych wskazuja, ze obnizona biologiczna aktywnos$¢ biatka PTEN lub jej
catkowity brak moga by¢ nastgpstwem zaburzenia ekspresji genu PTEN w drodze mutacji i/lub zmian
epigenetycznych (gtéwnie zwigkszenia metylacji regionu promotorowego genu). Wyjasnienie biologicz-
nej roli biatka supresorowego PTEN i powiazanie jej z regulacja jego aktywnosci i aktywnosci genu staje
si¢ wazne w aspekcie poszukiwania farmakologicznych mozliwo$ci hamowania transformacji nowotwo-
rowej juz we wczesnych etapach tego procesu.

Stowa kluczowe: biatko supresorowe PTEN, gen PTEN, metylacja promotora PTEN.

Summary: The tumour suppressor protein PTEN (also called MMACI and TEP1) is a dual specificity
phosphatase, recognizing both lipid and protein substrates. By its lipid phosphatase activity, PTEN
dephosphorylates phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate (PIP-3), which leads to negative regulation
of serine-threonine kinase Akt (PKB). By its protein phosphatase activity, PTEN participates in regula-
tion of MAP kinase signalling pathway through dephosphorylation of FAK and Shc proteins. PTEN
protein, with the lipid and protein phosphatase activity, contributes to modulation of two main intracel-
lular signal transduction pathways: growth factors/PI3K/Akt and Shc/Ras/Raf/MAPK, involved in regu-
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lation of cell growth, apoptosis, viability, adhesion and cell migration. PTEN is a crucial protein for normal
cell development. Simultaneously, enzymatic activity of PTEN, its stability, subcellular localization and
gene expression are under tight control. Studies on many cancer tissues imply that a decrease of biological
activity of PTEN or complete lack of'its function may result from alteration of PTEN gene expression due
to mutation and/or epigenetic modification (mainly hypermethylation of promoter region of the gene).
The explanation of the biological role of PTEN tumour suppressor protein and relationship between the
protein activity and gene expression has great significance in searching for pharmacological strategies of
inhibition of carcinogenesis at early steps of the process.

Key words: tamour suppressor protein PTEN, PTEN gene, methylation of PTEN promoter.

WSTEP

Biatko supresorowe PTEN (ang. Phosphatase and Tensin homolog deleted on
chromosome ten), nazywane takze MMACI1 (ang. Mutated in Multiple Advanced
Cancers 1) lub TEP1 (ang. TGF-B regulated and Epithelial cell enriched
Phosphatase 1) nalezy do fosfataz o podwdjnej substratowej lipidowo-biatkowe;j
specyficznosci. Jako fosfataza lipidowa, PTEN defosforyluje fosfatydyloinozytolo-3,4,5-
trifosforan (PIP-3, ang. Phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate), co prowadzi do
negatywnej regulacji szlaku sygnatlowego: czynniki wzrostu/PI3K (ang. Phosphatidyl-
inositol 3-kinase)/Akt (PKB, ang. Protein Kinase B) [5]. Jako fosfataza biatek
(zaliczana do biatkowych fosfataz tyrozynowych ze zdolnoscia defosforylacji takze
seryny i treoniny), PTEN poprzez defosforylacj¢ kinazy biatkowej FAK (ang. Focal
Adhesion Kinase) i biatka Shc uczestniczy w regulacji szlaku sygnatowego zaleznego
od kinazy MAP (ang. Mitogen-Activated Protein) [22]. Biatko PTEN wykazuje duza
homologi¢ z tensyna, biatkiem cytoszkieletu komoérkowego i z auksylina, biatkiem
zaangazowanym w transport pecherzykdw synaptycznych. Biatko PTEN pelni istotna
role w prawidlowym rozwoju zarodka [69] 1 w prawidlowym funkcjonowaniu komorek
poprzez regulowanie podstawowych proceséw komorkowych, w tym proliferacji,
rdznicowania, migracji oraz przezywalnosci w wyniku kontroli cyklu komérkowego w
punkcie przejscia G /S [18,69].

Biatko PTEN w komorce wystepuje w dwoch subfrakcjach, w cytoplazmie i jadrze
komoérkowym [29]. Cytoplazmatyczna lokalizacja biatka jest $cisle zwigzana z jego
aktywnoscia wobec substratu lipidowego [2,12]. W komdrkach nowotworowych biatko
PTEN wykrywane jest gtownie w cytoplazmie, w przeciwienstwie do komorek
prawidtowych, gdzie wystepuje gtownie w jadrze [17,38,66].

Biatko PTEN zostato odkryte w roku 1997 po licznych doniesieniach o mutacjach i
delecjach na chromosomie 10 w komorkach ludzkich glejakow ztosliwych [42], w raku
prostaty [4] 1w raku btony §luzowej macicy [57]. Wyniki intensywnych prac badawczych
nad rola i wlasciwosciami biatka PTEN w komorkach tkanek rakowych przyczynity
si¢ do zaliczenia go do kluczowych biatek supresorowych przeciwdziatajacych procesowi
kancerogenezy ze wzgledu na antagonistyczne dziatanie wobec aktywnos$ci wielu kinaz
biatkowych promujacych proliferacj¢ komorek.
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W niniejszej pracy przegladowej na temat wlasciwos$ci biatka PTEN i regulacji jego
aktywnosci szczegolna uwage zwrdcono na zaburzenia funkcji tego biatka, obserwowane
w wielu typach ludzkich nowotworéw, zaburzenia bedace wynikiem wyciszenia
aktywnosci genu PTEN w drodze epigenetycznych zmian.

BUDOWA BIALKA PTEN I REGULACJA JEGO AKTYWNOSCI

PTEN jest bialkiem o masie okoto 50 kDa, zbudowanym z 403 aminokwasow [2,18]
(ryc. 1). Biatko to moze wystgpowa¢ w dwodch subfrakcjach komorki: w cytoplazmie i
jadrze komorkowym [29]; przy czym tylko niewielka ilo$¢ biatka cytoplazmatycznego
jest zwiazana z btona komorkowa. Na podstawie badan zdrowych i rakowych komorek
tarczycy wykazano (na podstawie immunohistochemicznego oznaczenia), ze w komoérkach
prawidlowych PTEN znajduje si¢ w przewazajacej czesci w jadrze komoérkowym i otoczee
jadra oraz, w mniejszym st¢zeniu, w cytoplazmie [17,38]. Natomiast w komorkach
rakowych tarczycy biatko PTEN wykrywano glownie w cytosolu, przy czym ekspresja
genu kodujacego to biatko byta obnizona w obu frakcjach Iub catkowicie wyciszona w
jadrze [17]. Analogiczne spostrzezenia na temat lokalizacji PTEN i poziomu ekspresji w
cytosolu i jadrze daty wyniki badan komorek raka trzustki i prostaty [38,66]. Do chwili
obecnej nie jest znany mechanizm przej$cia biatka PTEN z cytoplazmy do jadra, poniewaz
biatko to nie ma sygnatu jadrowej lokalizacji (NLS, ang. Nuclear Localization Signal).
Mozliwe, ze w translokacji biatka z cytoplazmy do jadra bierze udzial biatko MDM?2 (ang.
Murine Double Minute 2)iten transport moze by¢ zalezny od fazy cyklu komorkowego,
jak i moze by¢ odpowiedzia na podziat i wzrost komorki [66]. Funkcjonalne regiony biatka
PTEN przedstawiono na rycinie 1.
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Nakoncu—-NH,, pomigdzy 71 185 aminokwasem znajduje si¢ domena fosfatazowa
(PD, ang. Phosphatase Domain) homologiczna do cytoszkieletowego biatka tensyny.
Domena ta zawiera sekwencj¢ HCXXGXXRS/T charakterystyczna dla biatkowych
fosfataz tyrozynowych oraz fosfataz o podwojnej specyficznosci [59]. W domenie
fosfatazowej wokot tej sekwencji znajduja si¢ zasadowe aminokwasy, co razem tworzy
zwigkszone centrum aktywne, zdolne do przyjecia kwasnych substratow — fosfoino-
zytoli [27]. Domena ta katalizuje defosforylacje fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforanu
(PIP-3), ktory jest substratem lipidowym dla PTEN [5,12,18]. Mutacyjna zmiana centrum
aktywnego jest przyczyna braku aktywnosci fosfatazowej wobec substratu lipidowego,
co jest §cisle zwiazane z wlasciwosciami supresorowymi PTEN wobec szlaku sygnato-
wego: czynniki wzrostu/PI3K/Akt, sprzyjajacego przezywalnosci i proliferacji komérek
[34]. Spostrzezenie to podkres$la wazno$¢ centrum aktywnego w domenie fosfatazowej
dla aktywnosci wobec PIP-3, jak i waznos$¢ reakcji defosforylacji PIP-3 w kontroli
prawidtowego rozwoju komoérek. Srodkowa domena biatka PTEN, zwana domena C2,
znajduje si¢ pomigdzy 1861351 aminokwasem, jest ona homologiem domeny obecnej w
kinazie biatkowej C. Domena C2 jest odpowiedzialna za wigzanie substratu lipidowego i
wiasciwe jego zorientowanie w stosunku do domeny fosfatazowej oraz za wiazanie PTEN
do btony komoérkowej [16,68]. Przypuszcza sig, ze domena C2 odgrywa takze rolg w
zaleznej od jonoéw Ca*" interakcji z lipidami, cho¢ prawdopodobnie nie wiaze bezposrednio
jondéw Ca*" [59]. Koniec —COOH tancucha peptydowego PTEN (tzw. ,,ogon”,
rozpoczynajacy si¢ od 354 aminokwasu) ma dwie domeny PEST (ang. proline (P),
glutamate (E), serine (S), and threonine (T), pomigdzy 370 i 375 aminokwasem oraz
3791386 aminokwasem) i sekwencjg konsensusowa wiazaca domeny PDZ innych biatek.
Skrot domeny PDZ jest utworzony z pierwszych liter biatek, w ktdrych po raz pierwszy
zidentyfikowano t¢ domeng: PSD-95 (ang. Post-Synaptic Density protein); Dlg (ang.
Drosophila disco large protein); ZO1 (ang. Zonula Occludens 1 protein). W drugiej
domenie PEST znajduja sig trzy potencjalne miejsca fosforylacji biatka PTEN: seryna w
pozycji 380 oraz treoniny w pozycji 382 i 383. Fosforylacja/defosforylacja tych
aminokwasow odgrywa kluczowa role w regulacji stabilnosci i aktywnosci biatka [54,59].

Sekwencja wiazaca PDZ, konczaca ,,ogon” jest odpowiedzialna za wiazanie PTEN
z domenami PDZ biatek nalezacych do powierzchniowego cytoszkieletu komérkowego;
sekwencja ta odpowiada m.in. za interakcj¢ z biatkiem MAGI-2 (ang. Membrane
Associated Guanylate kinase Inverted 2), nalezacym do rodziny MAGUK (ang.
Membrane-Associated Guanylate Kinase) [59,68]. W odpowiedzi na bodzce sygna-
towe w komorce (do chwili obecnej nierozpoznane) PTEN taczy sig z jedna z domen
PDZ biatka MAGI-2 i wtedy jest transportowany do btony komorkowej. Przy blonie
komorkowej katalizowana jest reakcja defosforylacji PIP-3. Interakcje PTEN z
MAGI-2 stymuluje defosforylacja konca C (,,ogona”) biatka PTEN [68].

Aktywno$¢ biatka PTEN jest gldéwnie regulowana poprzez reakcje fosforylacji i
defosforylacji konca C zawierajacego domeny PEST i sekwencje¢ wiazaca PDZ. Jest
to konsekwencja faktu, ze 28% aminokwasdéw tworzacych ,,ogon” stanowia seryna i
treonina (aminokwasy z grupa OH, ktora moze ulega¢ fosforylacji). Fosforylacja konca
C wplywa takze na stabilno$¢ biatka PTEN, jak i moduluje interakcjg z innymi biatkami,
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a bezposrednie zmiany elektrostatyczne zmieniaja zdolno$¢ wiazania PTEN do blony
komoérkowej [8]. Tolkacheva i wsp. w badaniach z komodrkami 293T (sa to komorki
nerki ptodu ludzkiego) i PC3 (sa to komorki raka gruczolu krokowego) wykazali, ze
okoto 95% bialka PTEN podlega fosforylacji i ta fosforylowana forma stanowi pulg
stabilnego cytoplazmatycznego biatka, lecz funkcjonalnie nieczynnego [54]. PTEN jest
fosforylowany gtownie przez kinazg kazeinowa typu 2 (CK2, ang. Casein Kinase 2) i
ta fosforylacja moze by¢ regulowana przez serynowo-treoninowa kinazg Akt w drodze:
(1) kontrolowania przez Akt niezidentyfikowanej fosfatazy oddziatujacej na PTEN lub
(i1) inicjowania przez Akt zmian w PTEN, ktdre skutkuja mniejszym powinowactwem
do CK2[12,55]. Regulacja ta stanowi przypuszczalny mechanizm negatywnej wzajemnej
zaleznosci pomigdzy szlakiem PI3K/Akt a aktywnos$cia PTEN [18,55].

Defosforylacja PTEN na koncu C z jednoczesnym wzrostem aktywnosci tego biatka,
zwigzana jest z interakcja z biatkiem MAGI-2 i z przesunigciem biatka PTEN, bedacego
w kompleksie z MAGI-2, w kierunku btony komoérkowej oraz z reakcja defosforylacji
PIP-3. Uwolnienie PTEN (w niefosforylowanej formie) z kompleksu z MAGI-2
umozliwia jego degradacje w proteasomach, prawdopodobnie przez szlak ubikwityna-
proteasomy [68]. Ta degradacja moze by¢ zahamowana przez biatko BMP2 (ang.
Bone Morphogenetic Protein 2), nalezace do rodziny transformujacych czynnikow
wzrostu beta (TGF-B, ang. Transforming Growth Factor B), co wykazano na
przyktadzie komorek linii MCF-7 [62]. Biatko BMP2 ostabia wiazanie PTEN z
enzymami sprzgzonymi z ubikwitynami, przyczyniajac si¢ do wzrostu st¢zenia PTEN
poprzez zmniejszenie jego degradacji [62]. Biatko PTEN moze by¢ takze degradowane
przez kaspazg 3, jedna z kluczowych proteaz w czasie apoptozy. Kaspaza 3 rozpoznaje
cztery miejsca aminokwasowe (pozycje 301, 371, 375, 384), ale tylko w niefosfory-
lowanej formie biatka PTEN [56].

Fosforylacja i aktywno$¢ PTEN sa takze zalezne od stgzen hormonow steroidowych,
estrogenu i progesteronu, co wykazaty badania stanu fosforylacji PTEN w komorkach
btony sluzowej macicy w cyklu miesiaczkowym i we wezesnym okresie ciazy [33]. W
fazie proliferacyjnej cyklu miesiaczkowego w obecnosci estrogenu obserwowano wzrost
fosforylacji ,,ogona” i w konsekwencji spadek aktywnosci PTEN. W fazie sekrecyjne;j
cyklu i we wezesnym okresie ciazy w obecnosci progesteronu odnotowywano wzrost
stezenia niefosforylowanego aktywnego PTEN w cytoplazmie. Spadek aktywnosci
biatka PTEN w fazie proliferacyjnej moze przyczyniac si¢ do zwigkszenia przezywal-
no$ci komdrek na skutek odblokowania pro-proliferacyjnego szlaku sygnatowego PI3K/
Akt, co thumaczy ogdlnie mala liczbe komdrek apoptotycznych w btonie §luzowej macicy
w tej fazie. Wzrost aktywnosci PTEN w fazie sekrecyjnej i we wczesnym okresie
cigzy moze z kolei wyjasnia¢ zwigkszenie liczby komorek apoptotycznych, co moze
by¢ zwiazane z hamowaniem szlaku PI3K/Akt przez PTEN [23,33]. Zatem PTEN
moze by¢ jednym z biatek regulatorowych, poprzez ktore estrogen i progesteron wptywaja
na proliferacje i apoptoze komorek btony sluzowej macicy. Ponadto w komdrkach
btony sluzowej macicy obserwowano korelacje pomigdzy zmiana lokalizacji PTEN i
faza cyklu miesiaczkowego [23].
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Ostatnie doniesienia naukowe sugeruja, ze takze fitoestrogeny (np. resweratrol)
moga mie¢ wplyw na regulacj¢ aktywnosci fosfatazowej PTEN wobec substratu
lipidowego [63]. W komorkach raka piersi MCF-7 po hodowli z fitoestrogenami
obserwowano zwigkszenie poziomu biatka PTEN, wzrost stezenia niefosforylowanej
kinazy Aktiwzrost stezenia biatka p27. Natomiast nie stwierdzano wplywu resweratrolu
na aktywnos¢ fosfatazowa PTEN wobec substratow biatkowych, czego dowodem
byly pozostajace bez zmian: poziom cykliny D1 i aktywno$¢ szlaku sygnalowego
zaleznego od kinazy MAP. Autorzy prac sugeruja, ze ujawnienie wiasciwosci fosfatazo-
wych PTEN wobec substratow biatkowych prawdopodobnie wymaga wyzszych stezen
PTEN niz wobec substratu lipidowego lub Ze fitoestrogeny powoduja zmiany konforma-
cyjne w biatku PTEN, majace wplyw na jego zdolnos¢ do wigzania si¢ z substratami
biatkowymi [63].

ROLA BIALKA PTEN W PRAWIDELOWYM ROZWOJU
KOMOREK

PTEN poprzez swoje lipidowo-biatkowe wtasciwosci fosfatazowe bierze udziat w regulacji
podstawowych etapow rozwoju komorki i jej funkeji (ryc. 2). I tak, do najwazniejszych
funkcji biatka nalezy udziat w regulacji rtownowagi pomigdzy proliferacja a apoptoza poprzez
dziatanie fosfatazowe zar6wno wobec lipidowego substratu, jakim jest PIP-3, jak i substratow
biatkowych, tj. kinazy FAK i biatka Shc. Aktywno$¢ fosfatazowa PTEN wplywa posrednio
na wzrost, adhezj¢ i migracje komorek, jak i na regulacje przezywalnosci komoérek poprzez:
indukowanie zatrzymania cyklu komérkowego w fazie G, (co daje czas na naprawg
uszkodzen DNA), indukowanie apoptozy (gdy naprawa uszkodzen DNA nie jest mozliwa)
lub anoikis (proces indukcji apoptozy w komorkach po utracie kontaktu z macierza
zewnatrzkomorkowa, stanowiacy fundamentalna ceche zdrowych komoérek nablonkowych
i pozwalajacy na ich wymiang) [69].

Jako fosfataza lipidowa, PTEN defosforyluje PIP-3, wtorny przekaznik sygnatu w
komorce (ryc. 2), tym samym uniemozliwia dziatanie biatka Akt, ktorego aktywacja i
transport do btony komorkowej wymagaja obecnosci PIP-3 i odpowiednich kinaz [13].
PIP-3 powstaje (w poblizu btony komoérkowej) w wyniku fosforylacji fosfatydylo-
inozytolo-4,5-bifosforanu (PIP-2, ang. Phosphatidylinositol 4,5-diphosphate) przez
kinaze¢ PI3 (3-kinaze¢ fosfatydyloinozytolu). Kinaza PI3 moze by¢ aktywowana albo
przez kinazy tyrozynowe receptorowe (RTK, ang. Receptor Tyrosine Kinase), albo
przez receptory sprz¢zone z biatkiem G (GPCR, ang. G-Protein-Coupled Receptors)
[36]. Konsekwencja zablokowania aktywacji Akt jest zatrzymanie cyklu komérkowego
w fazie G, (czemu towarzyszy wzrost stezenia biatka p27) i indukowanie apoptozy
poprzez zahamowanie antyapoptotycznych, jak i odblokowania proapoptotycznych
szlakoéw przekazu sygnatu [5,7,12,41,51]. Brak aktywacji kinazy Akt prowadzi do szeregu
wymienionych ponizej zmian. Nastepuje aktywacja czynnika transkrypcyjnego FKHR
(ang. Forkhead Homologue in Rhabdomyosarcoma), nalezacego do rodziny czynni-
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koéw transkrypeyjnych Forkhead, ktory w formie niefosforylowanej aktywuje geny
kodujace biatka proapoptotyczne, takie jak: FasL, IGBP-1 i Bim [35]. Poza tym dochodzi
do zahamowania fosforylacji biatka MDM?2 ze szlaku ARF/MDM?2/p53 (fosforylowana
forma onkogennego biatka MDM?2 uczestniczy w procesie degradacji biatka pS3)iw
konsekwencji zahamowana zostaje degradacja p53, a to prowadzi poprzez wzrost
stezenia inhibitoréw kinaz cyklinozaleznych w komorce (tzn. p21, p27 [50,67]) do
zatrzymania podziatu komorki i/lub apoptozy [31,36]. Skutkiem braku aktywnej Akt jest
zahamowanie fosforylacji i aktywacji biatka CBP (ang. Cyclic AMP-response element
Binding Protein), ktore zwigksza transkrypcje antyapoptotycznych genow, takich jak
Bcl-2, Mcl-1, jak i samego Akt [36]. Zahamowana zostaje rowniez fosforylacja i aktywacja
o kinazy IkB (IKKa, ang. IKappaB Kinase @), co powoduje wzrost st¢zenia biatka
IKB (ang. Inhibitor of NF-KB), ktore jest inhibitorem czynnika transkrypcyjnego
NF-kB (ang. Nuclear Factor kappa B); skutkiem tego jest obnizenie ekspresji genow
antyapoptotycznych i onkogenow regulowanych przez NF-KB [36]. Brak aktywnej kinazy
Akt aktywuje serynowo-treoninowa kinaze GSK3p (ang. Glycogen Synthase Kinase-
3P), ktora fosforyluje, m.in. 3-katening (kluczowy sktadnik szlaku sygnatowego Wnt/
-katenina), co prowadzi do degradacji [B-kateniny i ostabienia jej wptywu, m.in. na
indukowanie ekspresji onkogenow [40,53]. Aktywacji ulega rowniez biatko supresorowe
TSC2 (ang. Tuberous SClerosis 2), ktore reguluje translacjg wielu genow poprzez
hamowanie serynowo-treoninowej kinazy mTOR (ang. mammalian Target Of Rapamy-
cin) ze szlaku sygnatowego: czynniki wzrostu/RTK/PI3K/Akt/mTOR/p705 [25,36].
Zahamowanie fosforylacji i aktywacji kinazy mTOR nastepuje rowniez bezposrednio w
wyniku zablokowania aktywacji kinazy Akt [36].

Jak juz wspomniano, PTEN hamuje cykl komorkowy w fazie G,. Towarzyszy temu
wzrost poziomu biatka p27 i spadek aktywnosci kinaz cyklinozaleznych (m.in. kinazy
cyklinozaleznej 2), wiazacych sig z cyklinami E i A, kontrolujacymi przejscie z fazy G,
do fazy S cyklu komorkowego [28,64,65]. Weng 1 wsp. [64,65] w badaniach na
komorkach MCF-7 potwierdzili, ze zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie G, jest
zalezne od biatka PTEN zar6wno poprzez negatywna regulacje szlaku PI3K/Akt (co
prowadzi do wzrostu stezenia biatka p27 i p6zniejszej apoptozy komorek), jak i w drodze
niezaleznej od PI3K/Akt, a mianowicie poprzez negatywna regulacjg szlaku sygnato-
wego zaleznego od kinazy MAP (co powoduje spadek aktywnosci cykliny D1).

Jako fosfataza biatek, PTEN, poprzez defosforylacj¢ kinazy FAK i biatka Shc (oba
biatka sa zaangazowane w aktywacj¢ drog przekazu sygnatu zaleznych od kinazy MAP),
reguluje proliferacje, roznicowanie i migracje komorek [22] (ryc. 2). FAK jest waznym
biatkiem szlaku transdukcji sygnatu zaleznego od integryn, natomiast Shc — od integryn
i epidermalnych czynnikow wzrostu. Aktywacja integryn (poprzez wiazanie si¢ komorek
do macierzy zewnatrzkomorkowej) prowadzi do zwigkszenia fosforylacji FAK i
wzmocnienia jej kinazowej aktywnosci [20]. Aktywna FAK wiaze si¢ z kinazami i
biatkami sygnatowymi, w tym z Grb2, c-Src i She, czego nastgpstwem jest aktywacja
dalszych elementéw szlaku przekazu sygnatu Shc/Ras/Raf/MEK/ERK (ang. Extra-
cellular signal-Regulated Kinase), zaleznego od kinazy MAP [45,52] (ryc. 2). Szlak
ten moze by¢ rowniez uaktywniony bezposrednio przez fosforylacje She i aktywacje



FKHR
Bad
kaspaza 9

—» MDM2 ——-—| p53

PIP-3 Akt (PKB)
\‘ CBP ———» e
IKB
GSK3ﬁ B-katenina
PIP-2
82 ———» —> —_|
/ \|
mTOR ——»  p70°% —» T
Czynniki
wzrostu
\ / Cazynniki
. Raf MAPK transkrypcyjne,
integryny > fh" Ras > Ra > > | np AP

FAK —————— pl30°®

/

RYCINA 2. Model dziatania biatka supresorowego PTEN

> apoptoza

\ proliferacja

Translacja biatek

'

Migracja i inwazyjnos¢
komorek

Wazrost, roznicowanie i
proliferacja

cLE

VASMATVIN-VISMONVIAVA M TISMATHIAY d MAZOMVIN ‘9



BIALKO PTEN — REGULACJA AKTYWNOSCI 373

Ras pod wptywem sygnatéw zewnatrzkomoérkowych. Aktywne fosforylowane biatko
Shc wiaze si¢ z kompleksem Grb2-Sos przy blonie komodrkowe;j. Szlak She/Ras/Raf/
MEK/ERK moduluje wzrost, przezywalnos¢ i inwazyjnos¢ komoérek poprzez aktywacije
czynnikdw transkrypeyjnych regulujacych transkrypcije genow, pobudzajacych prolifera-
cje komorek i/lub zapobiegajacych ich apoptozie [14,21]. Jednym z aktywowanych
czynnikow jest kompleks transkrypcyjny AP-1 (ang. Activator Protein 1), w sktad
ktorego wchodzi biatko JUN [2,14].

PTEN, defosforylujac FAK i Shc, wptywa na migracjg i inwazyjno$¢ komorek nie
tylko poprzez posrednie blokowanie szlaku zaleznego od kinazy MAP, ale rowniez
poprzez blokowanie szlaku FAK/p130“* (ang. p130 Crk-associated substrate) [21,52].

Interesujacy jest fakt, ze glowne miejsce fosforylacji kinazy FAK (tyrozyna w pozycji
397) jest jednoczes$nie miejscem wiazania nie tylko biatka c-Src, ale rowniez kinazy
PI3. Kinaza P13 wiaze si¢ z FAK pod wptywem stymulacji za posrednictwem czynnikow
wzrostu lub adhezji komorek 1 moze odgrywac wazna (inicjujaca) rolg w funkcjonowaniu
FAK [43].

Ostatnie wyniki badan wskazuja, ze PTEN moze regulowa¢ adhezj¢ i migracje
komorek poprzez bezposrednia defosforylacje B-kateniny, co wptywa na utrzymanie
kompleksu adhezyjnego E-kadheryna/kateniny z cytoszkieletem aktynowym [61].
Zwiazanie biatka PTEN z [3-katenina i jej defosforylacja zwigksza zdolnosci adhezyjne
komorek. Uwolnienie PTEN od B-kateniny pod wptywem TGF-3 umozliwia zwiazanie
B-kateniny z kinaza P13 i jej fosforylacj¢ przez t¢ kinazg. Te zmiany w kompleksie ad-
hezyjnym E-kadheryna/kateniny skutkuja oderwaniem kompleksu od cytoszkieletu
aktynowego i wzrostem migracji komorek [61]. Regulacja adhezji poprzez wiazanie

region zawierajacy ) .
dwa miejsca miejsce wiazace p33
wigzace NF-kB i !

—p
o -1190  -1157 . )
H . , g miejsce wiazace Egr-1
) i ' >
~1573 -1441 I [/ if94_7_.-—:'9'39 N
| | N Ll
| a B RN N AN 1
-2233 -1775 L-1311 -1018 -819 -104 +1
h wyspy CpG ' v b i wyspy CpG !
: ' : 1
i region zawieraj‘qcy trzy
: miejsca wiq‘zqq: biatka
! C/EBP:
-1377 -977
—r

region zawierajacy cztery
miejsca wigzace RXR

RYCINA 3. Budowa promotora genu PTEN



374 B. KRAWCZYK, P. RYCHLEWSKI, K. FABIANOWSKA-MAJEWSKA

[B-kateniny z biatkiem PTEN lub kinaza PI3 jest kolejnym dowodem potwierdzajacym
antagonistyczny charakter PTEN w stosunku do kinazy PI3.

Wplyw biatka PTEN na regulacj¢ dziatania PIP-3, wtornego przekaznika sygnatu w
komorce, odgrywa istotng role w kontroli wielkosci komoérek nerwowych (prawdo-
podobnie na poziomie translacji biatek) [1] oraz w kontroli wielko$ci i kurczliwosci
mig$nia sercowego [6]. Istotna role w regulowaniu przez PTEN wielkosci kardiomio-
cytow peli droga sygnatowa: receptor kinazy tyrozynowej pl10a / PTEN [6]. W
przypadku kontroli kurczliwo$ci mig$nia sercowego dziatanie PTEN jest antagonistyczne
wobec kinazy y PI3 (izoformy kinazy PI3), biatka, ktore po aktywacji przez wiazanie
sig z bialkiem G, prowadzi do zahamowania syntezy cAMP, co skutkuje obnizeniem
kurczliwo$ci migsnia sercowego [6,18].

BUDOWA I REGULACJA AKTYWNOSCI PROMOTORA GENU
PTEN

Gen PTEN/MMAC1/TEP] zlokalizowany jest na chromosomie 10g23.3. i zawiera
9 ekson6éw. W regionie promotorowym genu, pomi¢dzy —2233 a +1 pz [49] znajduja
sig: (i) liczne sekwencje CpG, (ii) miejsca wiazace czynniki transkrypcyjne: Egr-1,
NF-kB, p53, RXR i CREB, (iii) potencjalne miejsca wiazace czynniki transkrypcyjne:
AP-2, AP-4, E2F i1 Sp1 [19,44]. Promotor genu PTEN nie zawiera sekwencji konsensu-
sowej TATA.

W promotorze genu PTEN zidentyfikowano wiele waznych regionow (ryc. 3). Regiony
od —2233 do 1775 pz [49] i od —1018 do —104 pz [19,44] sa wyjatkowo bogate w
sekwencje dinukleotydowa CpG. Region pomigdzy —1040 i —817 pz zawiera 9 miejsc
inicjujacych transkrypcje, z ktorych miejsce w pozycji—103 1 uwazane jest za najwazniejsze
[46]. Pomigdzy —1190 1—1157 pz znajduja si¢ dwa miejsca wiazace biatko p53 rozdzielone
(nietypowo) 14 parami zasad [49]: GAGCAAGCCCcaggcagctacact GGGCATGCTC.
Wedlug opinii Stambolic i wsp. [49] te miejsca wiazace p53 sa istotne dla transaktywacji
promotora PTEN, chociaz analiza sekwencji ludzkiego genu PTEN wykazala istnienie w
intronie 1 jeszcze siedmiu dodatkowych sekwencji podobnych do miejsc wiazacych p53.
Jednak do chwili obecnej nie jest udokumentowana ich istotno$¢ w regulacji transkrypcji
genu PTEN [46]. Pewne geny, ktorych ekspresja jest zalezna od transaktywacji przez
p53, np. p21 czy cyklina G1, zawieraja (takze w intronach) wielokrotne powtorzenia
sekwencji wiazacych biatko p53. Nalezy nadmienié, ze rola pS3 w regulacji transkrypcji
genu PTEN jest ciagle dyskutowana i nie wszyscy autorzy badan potwierdzaja znaczaca
rolg tego biatka w aktywacji promotora PTEN [46]. Region pomigdzy -947 i -939 pz
zawiera sekwencje GCGGCGGCQG, ktora wiaze czynnik transkrypeyjny Egr-1 (ang. Early
growth response 1) [60]. Badania Virolle i wsp. [60] wykazatly, ze naswietlanie
promieniami UV komorek linii 293T 1 linii NMuMG (sa to prawidlowe nabtonkowe komorki
gruczoldw mlecznych) stymuluje synteze endogennego Egr-1 i w konsekwencji ekspresje
PTEN na poziomie mRNA i biatka. Wazno$¢ miejsca wigzacego czynnik transkrypcyjny
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Egr-1 dla ekspresji PTEN podkreslaja badania, w ktorych delecja miejsca wiazacego
Egr-1 w promotorze PTEN indukowata opornos¢ komorek linii nowotworowych (293T) na
naswietlanie promieniami UV. Konsekwencja tego byto zmniejszenie lub zahamowanie
apoptozy komorek [60]. W regionie pomigdzy —1573 11441 pz znajduja si¢ dwa poten-
cjalne miejsca wiazace NF-kB: GGAATCTCT (w pozycji od —1573 do —1565 pz) i
GGGTATTCCC (w pozycji od -1450 do -1441 pz) [58], przy czym badania Vasudevan i
wsp. [58] wykazaly, Zze mechanizm inhibicji transkrypcji genu PTEN przez NF-KB jest
niezalezny od tych miejsc. Podjednostka czynnika transkrypcyjnego NF-kB, biatko p65,
hamuje aktywnos¢ promotora genu PTEN w drodze bezposredniego wspotzawodnictwa z
innymi czynnikami transkrypcyjnymi o wigzanie koaktywatorow transkrypcji, CBP i p300.
Wiazac CBP/p300, biatko p65 ogranicza pulg koaktywatorow transkrypcji dla innych
czynnikow transkrypeyjnych, ktére moga by¢ zaangazowane w pobudzanie ekspresji
genu PTEN. Badania ludzkich komorek raka ptuc i tarczycy wykazaty, ze podwyzszony
poziom biatka p65 wiaze si¢ z obnizona ekspresja PTEN [58]. Promotor genu PTEN
pomigdzy —1311 1 -819 pz zawiera trzy miejsca dla biatek wigzacych si¢ z sekwencja
CCAAT (C/EBP, ang. CCAAT/Enhancer-Binding Protein) oraz pomigdzy —1377 i
—977 pz cztery miejsca wiazace receptor kwasu retinowego RXR [58]. Ponadto badania
komorek linii Caco2 (komorki rakowe jelita grubego) i komorek liniit MCF-7 wykazaty,
ze ekspresja genu PTEN na poziomie mRNA byla stymulowana przez receptory akty-
wowane przez proliferatory peroksysomow typu gamma (PPARY, ang. Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor Y), aktywowane selektywnym ligandem, chociaz
miejsca wiazace PPARY: GGGACCAAGGTCA oraz GGGATAAAGGGCA, znajduja
si¢ w odlegtosci okoto 11 000 pz w gorg od promotora genu PTEN. Stymulacja
transkrypcji PTEN przez PPARY korelowala ze spadkiem aktywnosci kinazy PI3 i ze
spadkiem fosforylacji biatka Akt [37].

ZMIANY EPIGENETYCZNE GENU PTEN W LUDZKICH
KOMORKACH NOWOTWOROWYCH

Zaburzenia ekspresji genu PTEN na skutek genetycznych i epigenetycznych zmian
zostaly stwierdzone w wielu dziedzicznych i sporadycznych nowotworach ludzkich.
Mutacje dziedziczne genu w komorkach zarodkowych wystepuja w wielu zespotach
chorobowych [24,30,71], sa odpowiedzialne m.in. za zespoly chorobowe Cowdena i
Bannayan-Zonana [30]. W wielu sporadycznych nowotworach obserwowano brak
lub znaczne obnizenie stezenia biatka PTEN, co zwiazane bylo nie tylko ze zmianami
genetycznymi, ale rOwniez z epigenetycznymi, gtownie ze zwigkszona metylacja sek-
wencji dinukleotydowych CpG w regionie promotorowym genu [26,72]. Zwiazek
przyczynowy migdzy zwigkszona metylacja promotora genu PTEN a wyciszeniem
ekspresji odnotowywano w: raku btony sluzowej macicy [32,44], raku prostaty [10],
raku zotadka [26], sporadycznym raku okreznicy [19], raku niedrobnokomoérkowym
phuc (NSCLC, ang. Non-Small Cell Lung Cancer) [47], czerniaku [48,70], sporadycz-
nym raku piersi[11,15,39].
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Salvesen i wsp. [44] oceniaja, ze 19% przypadkoéw raka btony sluzowej macicy
charakteryzuje zwigkszona metylacja w regionie promotorowym genu PTEN. Ponadto
te przypadki raka wykazywaty korelacj¢ pomiedzy metylacja promotora genu i tworze-
niem przerzutéw (metastazq) oraz mikrosatelitarng niestabilnoscia. Podobna zaleznos¢
obserwowano w sporadycznym raku okrgznicy; w grupie przypadkéw z wysokim
stopniem mikrosatelitarnej niestabilnosci w 19% wykazano metylacjg regionu regulatoro-
wego genu [19]. Udzialu metylacji w wyciszeniu transkrypcji PTEN nie wykluczono
takze w raku prostaty [10]. Rowniez wyniki badan Kanga i wsp. [26] wykazaly zmiany
we wzorze metylacji promotora genu PTEN w 39% przypadkow raka zotadka i utrate
ekspresji genu w 73% tych przypadkow. Réwniez w raku pluc NSCLC brak biatka
PTEN moze by¢, w czgsci przypadkdw, wynikiem zmiany wzoru metylacji w regionie
regulatorowym genu PTEN, ze wzgledu na rzadkos¢ odnotowywania mutacji w tym
genie. Zwigkszona metylacj¢ promotora PTEN wykrywano w 35% przypadkdw raka
ptuc NSCLC i w 69% komorek linii tego raka ptuc [47]. Utratg funkcjonalnego biatka
PTEN obserwowano takze w 40—50% przypadkow czerniaka [48], przy czym mutacje
lub delecje w genie PTEN stwierdzano w 60% komorek linii czerniaka, ale tylko w
10% tkanek pobranych od pacjentow z tym nowotworem. Moze to wskazywac, ze w
czerniaku inaktywacja genu w wyniku zmian epigenetycznych (tj. zwigkszonej metylacji)
albo zaburzenia subkomoérkowej lokalizacji biatka PTEN moze odgrywac wazniejsza
role niz mutacje [48,70]. W przypadku raka piersi brak (lub zmniejszenie) ekspresji
PTEN obserwowano w okoto 33% przypadkéw i ta dysfunkcja genu korelowata z
tworzeniem przerzutéw do wezldw chlonnych, brakiem receptora estrogenowego i
wysoka $miertelnoscia [11,39].

Powyzej przytoczone wyniki badan sugeruja, ze w wielu typach nowotworow
metylacja wysp CpG w regionie regulatorowym genu P7TEN (jak i innych genow
supresorowych lub gendw metabolizmu podstawowego) moze istotnie wptywaé na
wyciszenie jego (ich) transkrypcji, a to wyciszenie jest zalezne od aktywnosci i ekspres;ji
metylotransferazy DNA (DNMT1). Jest bardzo prawdopodobne, ze pomiedzy aktyw-
nos$cig biatka PTEN a ekspresja DNMT1] istnieje $cista zaleznos$¢. Brak aktywnego
biatka PTEN prowadzi do odblokowania wewnatrzkomoérkowego szlaku przekazu
sygnatu zaleznego od kinazy MAP, ktorego ostatnim elementem jest biatko JUN, bedace
sktadnikiem kompleksu AP-1 [3,9]. A biatko JUN aktywuje az trzy miejsca inicjujace
transkrypcjg (P2-P4) w genie DNMT1. Zwigkszenie ekspresji tego genu moze prowadzi¢
do wzmozonej aktywnosci DNMT]1 i zwiazanej z tym wzmozonej metylacji genow
supresorowych (w tym takze genu PTEN), skutkujacej ich wyciszeniem na poziomie
transkrypcji. Moze to by¢ jeden z mechanizmow progresji procesu kancerogenezy.

PODSUMOWANIE

Przedstawiona charakterystyka biatka PTEN oraz mechanizm regulacji jego aktyw-
nosci, jak i aktywnosci genu PTEN w komorkach prawidlowych i nowotworowych
podkreslaja waznos¢ roli, jaka pelni to biatko w utrzymaniu prawidtowych funkcji



BIALKO PTEN — REGULACJA AKTYWNOSCI 377

zyciowych komoérki i w hamowaniu procesu kancerogenezy poprzez utrzymanie
wlasciwej proporcji pomigdzy proliferacja i apoptoza.

Na szczegblna uwage zastuguja: antagonistyczny charakter fosfatazy PTEN wobec
kinazy P13 oraz regulacja ekspresji genu PTEN poprzez epigenetyczne wyciszenie
jego transkrypcji. Wyjasnienie biologicznej roli biatka supresorowego PTEN i powiazanie
jej zregulacja jego aktywnosci i aktywnosci genu staje si¢ wazne w aspekcie poszukiwa-
nia farmakologicznych mozliwo$ci hamowania transformacji nowotworowej juz we
wcezesnych etapach tego procesu.
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