PROTEIN p21™F7 A JEHO ULOHA V REGULACI BUNECNEHO CYKLU
PROTEIN p21™F7 AND ITS ROLE IN CELL CYCLE REGULATION
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Souhrn: Vyvoej lidskyeh nadord je spojen s inaktivact dvou nejyvenumnéjiich nidomove supresorovyeh drah representova-
nych proteiny Rba p53. ¥ procesu kantroly hamééndho s je protein Bhb zod povidny za repulach piechodu 2 G, do S
bunécneho eykiy, ratimeo protein pa3, indukovany bunétnym stresent, spouiti v #ivislost na mife podkozeni DNA bud

mechanismy vedowcl k- programoving smirti bufiky

apuplize ) nebo indukuje rastavent bunéendho cykiuy 0 fael, Interak-

o mezi WEmito resulaénimi drahami mohou byt rprostfedkoviny mbibitorem cvklin-dependentnich kindz it'k]h profeinem
p2 1 WAFT Krery je mangkripéng aktivovin nemutovanol formou proteinu pid a mi schopnest ovliviovat funkZpi aktivitu Kb

proteinu, Proteis p2 1" ma velmi dalezitow ulohu pfi

komtrole buniené proliferace diky schopnosti regulovat akibvitu kom-

plext cvklindCDK v situacich, kedy bufiky odpovidaji na riznd intracelolimi g extracelulimi sygmily.
Klitovi slova: p21/WAFLICIPL. pad, pRb, hunieny cyklus, eyklin-dependentni kindzy (CDEs) inhibitory cyklin-depen-

dentmich knae (CKIs)

Summary: The development of humin cancers 15 frequently associated with the inactivation of [wo major noursuppression
pathways represented by the retinoblastoni pratein (pitb) and sy the pS3 prowin. Grewetl control in mammalian cells is
accamplished largely by the Rb protein regulating exit from the G phase anil the p33 priflein riggering growih arTestapoptosis
in response 10 cellular stress. Interactions between these two regulatory pathways may be mediated through the inhibitor of
cyelin dependent kinases (CKI) protein pl| WARY which 15 a target of p53 transactivation. as well as a factor that influences the
functional status of B pratem. The CKIp2| WAFT ylso plays a critical role in the control of cell proliferation by modulating the
activity of cyclin/CDE complexes in response Lo different intracellular and extrocellular signils,
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Bunééna profiferace je zakladni podminkou risia a diferenci-
ace organizmu a jeji realizace jo vysoce organizovany a pies-
ntt regulovany proces zndmy juko bunéény cvklus, Kontrola
bunecniho cyklu je pro kazdou buiiku st Zejni zileditostia jen
narugeni mize mit za nasledek preménu normdlni buriky
v bufiku nadorovon, kterd nepodiéhd regulaénim mechanis-
mitrm buiiky @ je schopna nekontrolovaného risiu. Presné chi-
pani mechanismii kontroly jednotlivych {iizi bundétného cyk-
Iu jak bunck normélnich tak bunik nidorovych a jejich vid-
jemné srovidvin umed e vvoj specifickych protinddoro-
vych terapii cilenych piedeviim proti abnormalitim
vyskylujicim se u nadorovyeh bungk.

Bunéény cyklus

Znalost [vziologickyeh, biochemickych a molekuldre-biolo-
sickych mechanismi charaktenistickych pro jednotlive Fire
bunécného eyklu je vyanamna nejen 2 teoretického hlediska,
ale mi i mnohd terapeatickd vyuziti; Detailni poznatky tyka-
jici se pribihu bunééného cyklu nachizeii feind uplatnéni
v mnoha lékafskych oborech andkierd 2 nich jsou velmi ingen-
wivné yyuFiviny, Meri dosud nejvyznamnéjsi vyuZiti poznal-
kil ziskanych pi studiu bunééného cyklu patfi protinddoroya
terapie vyutivajici antimitotika a cytostatika (latky inhibujici
deleni nadorovych bunk), Byla objevena celi fada novych
proteind, kleré se podileji na regulact bunééného cyklu, a je
rndmo, Ze jeiich inaktivace vede k porucham v reguladnich
mechanismech bufiky, Tyto poznatky zikladniho vizkumu
jsou stite vice vyuZivany v Klinicke praxi a stavaji se zikla-
dem pro tvorbu novych [é¢ebnych prepariti.

Savdi buiiky se beheny svého #Fvota mohou nachazet v Rlido-

vém stadiu (tzv. faze G, kdy udrzuji pouze bazalni metabo-
lismus a vykondvaji své zdkladni funkee. a nebo se akiivne
G¢astni bunéeného cykhu (s vyjimkou populaci termindlné dife-
rencovanyeh bunék, kleré o schoppost zlrficeji). Bunédny
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Onrizek 1 Schéma bunétného cyklo, Bunétny cykius je rusddlen do
StyE Fard o ovanych jako G MG a 8 ejich charakseristika je uve-
dena v textu), phiéem? #a urfityeh podniinek (napf. pfi termandlo dife-
ponciac it hufiks oyklus opustit avstoupit do klidove G, fize, K megu-
Tagi bonéeného ovklu dochazi ve dvou kontrolnich bodech cyklu
/5 a iy (Ternd Sipky) a je realizoving pledeviim prosifednicrvim
rizznych Komplexd eykling a cyklin-dependentnich kinie, kreré se podl-
Leji na fosforylact daldich protemnd & reguladn funkei (viz Lest)
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eyklus jo roedelen do Styf fiel (Obrdeck | ): () G -fize, piini
se burika pfipravuje na syntézu DNA, viech typd ENA a dochi-
Zikintenzivii syméee proweind, predeviim histond @ eneymis
(b} S-Fiee, vyznatujici se replikaci DNA o duplikaci viech
chromozdmd v budce (bufka se stiva terraploidnil; (o) G-
fize, ve Kerd se bufka pHpravuje na mitdzu a probilid intea-
Fivii proteosynléza (jsou symtetizoviny predeviim proteiny
potfebné k vystavbé mitotického aparitu); (d) M-faze neboli
mitiea, pii Kleré dochazi k rozdéleni chromorzomin na dvd
identicke poloviny (harvokinegze) a & ndsledndmu moxdéleni
celd buiiky (cviokineze) 20 veniko dvou desfinych bunék
5 diploidnim pectem chromosdme,

Ve spectfickyeh piipadech mohou buiky v G -fizi cyvklus
opustica vsloupit do klidové ('r,]-t':i?.i_'. v krerd setrvavagi -
ni dlouhou dobu a po stimolacy intracelulirnimi nebo extra-
celuldrnimi fuktory mohow opet vsloupit do G -fize bunééne-
hocvklu (21, 310,

Regulace bunééného oyklu prostfednictvim eyklin-depen-
dentnich Kinaz

Frib&h standardnibo bungSného cyvkiu o prechody ez jebo
Jednatlivimi Fieemi jsou Fizeny Fadou kontrolnich mechanis-
i, kterd reguluji proliferadnd aktivitn buikya v pipadé potfe-
by mohou bunéény cyklus zastavit v nékterdmy 7 j@ho kon-
trolnich bodil. Pieruseni bunééného cykiu v i6chiw kontrolnich
bodech je velmi dide?itd, protode umodioge regulact systému
hunétného déleni pomect signdld vyvehaeejicich # prostredi,
Prvni kontrolni bod se nachdzina konei G Fize 1@sné pred pre-
chodem duo 5-Faee a je spojen s regulact iniciace syniézy DNAL
Diruhy kontralnf Bod je v G, izl pred vsiepem buiky do mito-
2y d vyenuéuje se regulich iniciace mitdzy (18, 32),

Kontrola bunécncho cyklu je uskotedfiovina prostiednictvim
dvou klicovyeh proteinovych modin. Prni je roding cnegymi
mazvvimych cvklin-dependentnd kindey (CDES), drubow je modi-
m specitickych aktivalnich proteind avanyeh cvkling, kerd
interaguji s mobekilami CREs o kontrobugi tak jejich selopnost
fosforylovat specifiche reguladng proleiny ma serimu i threomni-
nu, Jdde tedy o heterodimernid prateiny sklidajici st ec dvou pod-
Jednotek, v mich? katalytickou lunked plai kindey, Klerd viak
svoji Kindeovou akvite vykieui a2 podsociacr s prislusnym
cyklinean Cyvkliny, jejichi koncentrce seméni vy sivislostng
Pzl bunédnélo cvkiu (odiud jejich nizey), takio reguluji akii-
vilu kindz. a viazbu a aktivact COR odpovidi konservatvni
domcnu evklinu nieyvand | ovkidin box, ktecd méni komoenmig-
ci N-termindlng oblusti parinerske kindezy a tim ji aktivuje. Jed-
nothivia COK mike ssociovil s mienymi cvkliny, piicemz bp
mavizancho ovklime uréuje, kery cilovy protein bude komple-
xem eyklin-CDK fosforvlovin Kaddy takio vaivofeny kom-
Ples cykling s CORK mid v procesu regulsce bunéénéhio cykiu
svii specilickou alobu. Tvorba aktiviich komplexl meri cyk-
liny a TS je tedy st@ejnim mechonismen podilejicim se na
fizeni bunééného cyklu {2, 8, I8, 30

Vosoudasng dobé je animo dever tvpi cvklin-dependeninich
Kinde (osnadenych Eisly 1@ 9, piicem? pro cdk ) je uiiving
takied synonymum eded) a jedendet rienveh typo evkling
foenacuji se velkymi pisimeny abecedy A az J a T Lee viak
pledpokiidat. Fe vio pocty wdstuped obou prineinoyyeh rodin
aitimnejsou zeekatiplng Cykling <e dile d81 podle fire bunss-
nehe vkl ve kterd tvoll funkeni komplexy s CDEs L
cykliny” podilejict no regulacl pechoduz G -fdze do 8-z
ana.mitoficke eykliny” regulujic prechod ll_h-[".'uc domitn-
2y, N G -liz bunééného cvklu pisebi predeviim ovkliny
£ Cjson mamy 1 podivpy ornadovand D7, 022 4 D3 tvolict
funkéni kemplesy s cdbd a cdb o ddle evklin C inleragujici
s cdkf. Nastimulact pfechodu G /5 bunéeného eykiu se rov-
ndZ pockili evkfin £ ve spojeni s edk2, Avvieni exprese téchin
exklinh mad za ndsledek akriceni G, -Fze bungéného cyklu
arychleldi piechod do 8-Fize, Prithéh S-liee je pak kontrolo-
wan evkinem A, vytvifejicim komplex s cdb2, Kterd jeuval-
NENH o vedjemnd interakee s cxifinem £ po G148 prechodu
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Mezi mitoticks cyRliny patii predevSim cvkiiny A o B posohi-
civ komplexu s ek fede2) (Obrdzek 1), Takto vytvofend kom-
plexy se podileji na fosforvlact celé Fady proteind nezbytnych
priv G0 prechod véend strukturnich proteind poticbnych
E vystavbe mitotického apariatu (5,

Inhihitory cyklin-dependentnich kindz
Aktivita evklin-dependentnich kindz je regulovina fadou
mechanismi, které ovlivii jejich fosforylaci na specifickych
reguladnich mistech, intenzitu jejich syntéey o v neposledni
Fude poledas roepadu. Na regulact CDKs se vyenamni podili
skuping profeind nazyvanyeh jako inhibitory CDEs (zkratka
CKIs), kterd mai schopnost inaktivovat evklinfCDK komple-
xy 4 navodit zastaveni bunééncho cyklu v G /S kontrolnim
hode. Tyto CKIs hraji klitovon dlohuncejen v regulach hunsé-
ného evklu, ale | v mnoha dalfich procesech v boiice, juko je
diferenciace, starmuti {senescence ) nebo apoptiza (8, 22),
Inhibitory jsou roedétovany do dvon skupin podle jejich ami-
nokyselinove sekvence a bivchemickyeh mechanismi jejich
ucinku: do prvnd, tzv. pl6 rodiny CKls, jsou zafaroviny pro-
teiny plf e g5 b o) g ke V1G9 druhé, ey,
P21 roding CKIL patfi protein p2 | WARLEIPLIILMEAG 3 o b
piihuzné proteiny p27 S0 5 pa7 4 2, 10, 35).
Proteiny patfici do pl & rediny inhibugi predevaim aktivitu kom-
plext ook u ekt 5 evkling £, kterd se podileji ny fosforylaci
\ nadorového supresory Rb (protein retinoblastomu . Fosfory-
lace proteinug Rb je kritickym krokem pe regulaci jeho anh-
onkogennihe Géinku o huaky, které jsou sablokoviny v i,
Ll bunécného cyvklu, se vyenaluji piitomaosti hvpolosfory.
Lt formny tohoto proteing, Tato forma proteing Bh tvoi
Komplexy s celou fadou portivnich rranskripénich ko jako
Jsou proteiny roddiny E2F, kontroluje jejich funkel, brdni trun-
skripel DNA a tim vyvolivi zastaveni bunééného cvklu
v Gy/S kontralnim bod® Je-li protein Rb hy perfosforylovin,
jsou transkripéni faktory EIF ¢ twhoto komplexu uvolnény
i je umagneno zapodell inmsknpee a dalii prabéh bunééného
cyklu (18,31,
Protein p2 | (400 byl objeven v roce 1993 needvisle n@gkolika
taboratofemi, 4 1o jako prowein inhibujic? mse bunek induko-
vany nidorevymsupresorem pa3 chyl oenaden jako o wild-tvpe
aetivited fragment 1, ve zkratce WAR L) (121, juko phrozeny
inhibitoreyklin-dependentnich kindz | eyklin-dependent kina-
se inhibitor protein 17, ve zkratce CIP ) CLA); jako protein hro-
miwlici se ve stimoucich bunkich (senescence derived inhi-
Bitor ul cell growth 1%, ve ghratee SEED (330 0 jako protein
majici Olohu pfi diferenciact melanone {omelanoma diffe-
renciation-agssociated protein®, ve zkratce MBAG) (201 Stu-
divm proteinu p2 145 je neusidle sttedem zajmu celé Tady
luboratofi, o Cemi svédéi vice ne 700 plvednich praci zuby-
vajicich se problematikou proteinu p21 publikovanych ea
postednd 7 roky, phicem? poder praci s danou ématikou
1 naclile nurstd (130
Lxprese proteinu p21 je indukoving bunédnou difersnciaci.
senescench nebo prosttednictvim zvysend hladiny nemuotova-
ncho proteinu p33 (wi p33) W p33 protein (24, 25, 26, 28,
Jeho? avyiend cxprese Je regulovina celou Fadou hunéényeh
stresd, mid schopnost indukovat juk mechanismy epasobujic
sastaveni bunéiného cykluy G e wk mechaniamy vedou-
cik programoyand buneéné smrti — apoptise. Cilem gustave-
i bunéeneého eykln v G G eprostfedkovangho protcinem
P33 je giskini destalecne dionhé doby K reparact poskorend
DA pred jejl daldl syntéeou (S-fizi). Tentw blok jo zpro-
stfedkovan p33 zavislou indukeil proteing p21 (Obrizek 23
Existuje ndzor, e protein p2 1 se mOde piimo zipajil do ps3-
indukované apapidzy, ale jeho dloha v tomto procesu neni soe-
la objasnéna (1, 29, 431, Nékieré experimenty jednoznadng
potvrzujl, e protein p2 | chrind bufiky pled poikozcnim jejich
BMNA & pred prostag landineim-indukovanou apoprozon. Jsou
viak znamé | vysledky, kleré naopak naznacuji. Fe priméami
alobou proteinu p2 1 v apoptiee je indukee velkého poctu kli-
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Ubrizek 2 Uloha proteing p21"Y 'y regulaei bunééncho evklu, Tram-
skrupoe proteanu p2 1 je regulovdng antionkogenem p33 reagugicim na
pozkozeni DNA ¢ disledku buntindho stresu, Vo sivislost na st
tohoto poskogent ow akivovany b biochemicke driby vedouei hufko
b apapues nebo korastavent bunddndho cykiu v Ciy L, kperd ge reali-
auviing prostfednictvim proteinu p2 | Hlenioi funkeemi proteing p21 je
varka rieyeh tepil komplex0 vkl s cyklin-dependenini kindzou a pro-
liferacniho judemého antigenu PONA, codve svém disledhe vede & inhi-
bici replikace DNA a K zastavent bunbéndho ovklu v G T

dovych bunék se 2vvienon tvorbou fragmentovane DNA (13)
Existuje coli Fada na wi p33 nexdvislveh mechanismi, Kterd
Jsou rodpovédné e indukei exprese proteinu p21 (300, Li
aspol (1995 (27) prokazali, 7o o pS3-deficientnich bunék
trapl, o nddorove bunedné linie tlustého stivva LS 1034 dochi-
21 poindukei rhstovym faklorem TGE-? & indukei proteinu
p2l. K indukel proteing p2 Tdochided i po stimulact klidovyel
hunék mitegennim signilem nebo v pribéhu ontogeneze —
prikladem je diferenciace myeloblastl, kdy je protein p2 | akii-
vovany svalove specifickym transkripénim faktorem MyoD
(B 15 WiepSd nezdvisld cxprese proteinu p2 1 mize byt vyvo-
lama i celou Fadou chemickyeh latek (napf. adriamyeineni (249,
Nowi Zjisténl, 2 caprese proteinu p2 | je eviienav nékterych
plne diferencovanych thinich (napriklad ve svalu nebo v epi-
telovyeh buakdch irdviciho rakiu), podporuji nizor, e pro-
tein p21 widchto bunék napomihd udret bliok bunééndého cyk-
lu el 13,34, )
Znacnou strukturni podobnost 5 P_ruh:ir:::m P2 IYART bz
ji piibuzné prateiny p27 47 a p37 592 Pres tnto snadnou homo-
logii existuji meei Wmito proteiny | urdité funkeni rozdily. PF-
Kladem je protein p27, jelod sy ntées je sthouloviing predeviim
fakiorem TGE a kontakind inhibici bunck (10, 17), Tento pro-
tein je akuwmulevin v Klidovveh bufikich a pi odpovidi na
mitegenni stimulaci jeho hlading klesd. zatimeo hlading pro.
teiny p21 je v Klidovveh hufikich velmi nizkd o versti wepr-
ve po aktivac Umto mitogenem. Siené jako protein p2 | maji
i proteiny p27 a pdd vyenamnou Glohu v ontogenezi (11, 19,
35, 37, 41k Bde se podileji na ukonéeni bunééného cykla pif
termindlni diferenciaci bundk.

Struktura a funkee proteinu p21
Lidsky gen Wall/CIP1 je tvofen ifemi exony umisténvmi na
chromozamu 6p2 1.2 kterd kaduji polypeptid o délee 164 ami-

nokyselin @ hmetnesti 21 kDa lokalizovany v jadic buiky,
Homology lidského proteinu p2 1 byly prokdzdny u my3i, kry-
sy, kodky a pravdépodobng existuii u himyzu (napt. u drosop-
hily), rostlina kvasinek (3, 13, 17, 22).

Za nermilnich fyziologicksch podminek ma protein p2l
schopnost vytvifet komplexy s riznymi ¢vklin/COK komple-
xy {N-koncovidoména proteiny, aminokyseliny 1-80) 4 pro-
liferadnim judernym antigenem PCNA (C-koncova doména
proteinu, aminokyseliny 142-163) (5, 6, 7, 9, 3% (Obrdzek 30
Tento proliferacni jademy antigen se adastni procesu replika-
ce (jako soutist DNA-polymerdzy ), rekombinace o reparace
DNAL Interakee s proteinem p2 | brani PONA vytvifet aktiv-
nikomples s DNA-polymerizo, jehod piilomnost je nezhyt-
nd pro sprivoy probéh replikace, nenaruduje viak reparatni
funkee PCNA inapi. excize nukleotidoy (23, 36). Timio
mechanismen se tedy protein p21 podili na inhibici syméry
DINA a navazeni zastaveni bunééného eyklu v G /S kontrol-
nim bodé eyklu. Aktivits C-koncové domény proteinn p2]
interagujici s PCNA viak neni sama o sobé pro zastaveni ris-
L ddorovych bungk dostacujici. Noopak N-kKoncovi domeé-
mat profeini p2 1, na niZ se vad evklind/COK Xomplesy, je schop-
ra inhiboval risst niddorovich bunek a bylo prokising, 7c
samotnd talo vazebnd doména je dokonce silnéjEim supreso-
rem ristu padorovych bunék ne? celv wi p21 protein (3. 14,
350

Interikee proteiny p21 s eyvkin/CK komplexy je tedy 7od-
povednd va inhibici cyklin-dependeninich kindz specifickych
pro Gy 45 prechod. Kterd pak nejsou schopny fosforylovat celou
fadu reguladnich proteind véetné pRb (17, 38), co# se projevi
sastavenim bunééneho eyklu v G| iz, Protein p21 efektiv-
nét inhibuje s vysokou iéinnosti kindzy cok2, cdk3, cdbd g edles
tvofici komplexy s evkline A, B, D a E(35), 5 niZsi 0éinnos-
ti take komplexy cdk {evklin B a cdk3/p35, neasocinge s. kom-
plexem ok Zovklin H113).

Posledni vyzkumy zabyvajict se studiem mechanisimu inter-
ik proteinu p21 s COKs ukazuji, e komplexy cyvklin-codk-
p2 i mohouexisiovatjak v enzymaticky aktivnin Gk v inak-
tivoim stavu v zivislosti na hlading proteing p2 1 v bufice (5,
B 420V profiferujicich buakdch s nizkon hladinou proteing
P2l &1 CDRs ponechdvajl svoji kindzovou aktivit, ke je
vArk arudena daliim zvyienim koncentrace proteinu p2 | Zmé-
na aktivnich komplest na komplexy inaktivni ziejme nastdva
zmineu moldmiho pomen: proteing p2 1 a evklin/CDE kom-
plexi aktivig komplesy ohsahuji powee jednu molekulu p21,
kierd pravidépodobné stimuluje enzymatickou aktivitu kom-
plexu, zatimeoinaktivad ohsahoji vice p2 1 podjednotek ). Ten-
L mechanisous byl popsin jak o lidskych nadorovych bunek.
tak u normalnich diploideich fbroblastd. Protein p21, intera-
gujici jak s komplexy cyvklind a CRKs, tak s POCNA. koordi-
nuje funkel COKs v regulact bunééného cyklu s procesy nep-
likace areparace DNA (8). SniZend exprese proteinu p21 byla
detekovina v mnoha typech nddord, predeviim v souvislos-
i & pefunkénim proteinem p33. V padorech mofového
meéchyTe, prostaly a nékterych daliich byly naleseny nefunke-
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Obrizek 3 Sehéma proteino p21Y4FY Progein p2 | ge tvofes 164 ami-
mokyvselinnn o mi hmetnost 21 KA. Pro jeho funkei jsou nejedrnam-
nEAL I oblast: dvé varebné domeny proe bomplesy cykling s cyklin-
dependenind kindeou v N-koncove &isti proteing a vieehad doména pro
prafiferacni juderny-antigen FCNA no C-honcl.
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ni formy proteinu p21, které svoji funked ziratily v disledku
Mmuace } 13,29}

p2 1 "WA5S e tedy multifunkéni protein, indukovany mnoha intra-
celulirmimi a extracelularnimi signily, ktery realizuje spojeni
mezi regulaci bunééného cyklu a mechanismy regulujicimi
starnuti a diferenciaci bunek. Absence funk&niho proteing p21
mid 2 nasledek porufent regulace bunééného cyklu, abnor-
milni diferenciaci buiiky a silnou predispozici b transfonma-

ci butiky onkogeny (juko napt. ras) vedouci £ tvorbé ndadone,
£ owyie uvadeényeh skutednostl jednoenacné vyplyva, e
nefunkéni protein p21 se v poslednl dobé stivi stile Casidj-
Sim cilem praci cabyvajicich se vyvolem protinadorove tera-
piell, 4

Tato price byla podporovina grantovy mi projekty GA CR
312991550, TGA MZ CR 47 833 a MSMT No. VS 96154,
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