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				STRESZCZENIE

				Mimo wielu dziesięcioleci badań nad nowotworami wciąż trwają poszukiwania kluczowych regulatorów onkogenezy, które mogłyby stać się celami nowych terapii. Obiecującym kandydatem zdają się być białka z rodziny ID. Są to inhibitory wiązania do DNA czynników transkrypcyjnych bHLH, które regulują ekspresję genów związanych z różnicowaniem komórek. Zwykle geny ID ulegają ekspresji w komórkach macierzystych i progenitorowych, hamując różnicowanie. Czasem przeciwnie, ekspresja genów ID ukierunkowuje odpowiednio proces dojrzewania komórek. W nowotworach objawiają się zarówno właściwości onkogenne jak i supresorowe białek ID, zależnie od narządu dotkniętego chorobą. Na skutek rozregulowanych szlaków sygnalizacyjnych w nowotworach, geny ID ulegają nadekspresji bądź wyciszeniu. Nieprawidłowy poziom białek ID prowadzi do odróżnicowania komórek nowotworowych i nadania im cech komórek macierzystych, takich jak zdolność do samoodnowy, unikanie apoptozy i senescencji. Białka ID biorą też udział w przerzutowaniu i angiogenezie. Zaangażowanie białek ID w kluczowe procesy prowadzące do transformacji nowotworowej skłania do poznania mechanizmów ich działania i wykorzystania w projektowaniu nowych leków.

				WPROWADZENIE

				Nazwa białek należących do rodziny ID pochodzi od funkcji, jaką pełnią. Są inhibitorami wiązania do DNA (ang. Inhibitors of DNA binding) czynników transkrypcyjnych typu bHLH (ang. basic helix-loop-helix). Czasem również ich nazwę wywodzi się od roli, jaką pełnią w rozwoju komórek i tkanek. Białka ID utrzymują komórki w stanie niezróżnicowanym, pozytywnie wpływają na proliferację i utrzymanie cech typowych dla komórek macierzystych, zatem są inhibitorami różnicowania (ang. Inhibitors of Differentiation) [1,2]. Odkrycie tych białek oraz ich zdolności do zatrzymania różnicowania i pobudzenia proliferacji różnych typów komórek skłoniło do wysunięcia hipotezy, że mogą one być zaangażowane w proces nowotworzenia. Niski stopień zróżnicowania i nieograniczona proliferacja należą bowiem do podstawowych cech komórek nowotworowych, a nadekspresja genów ID pozwala te właśnie cechy uzyskać.

				Celem niniejszej pracy jest podsumowanie aktualnego stanu badań nad rolą białek należących do rodziny ID w powstawaniu i rozwoju nowotworów. Ponieważ jest to temat stosunkowo mało znany, najpierw zostanie omówiona budowa białek ID i ich funkcja w prawidłowych komórkach. Następnie przedstawiona będzie rola, jaką odgrywają one w zapoczątkowaniu i progresji chorób nowotworowych. Na koniec przedyskutowana zostanie możliwość zastosowania białek ID jako nowych celów w terapii przeciwnowotworowej.

				BIAŁKA ID JAKO INHIBITORY CZYNNIKÓW TRANSKRYPCYJNYCH

				Geny kodujące czynniki transkrypcyjne posiadające domenę bHLH zidentyfikowano u wielu eukariontów, począwszy od drożdży, a skończywszy na człowieku, natomiast nie występują one u prokariontów. Oznacza to, że ukształtowały się one na wczesnym etapie ewolucji organizmów eukariotycznych [2]. Do tej samej grupy należą również geny z rodziny ID. Choć odkryto je u kilku gatunków zwierząt, to najlepiej zbadane zostały w muszce owocowej, Drosophila melanogaster, która posiada jeden gen extramacrochaetae (emc) kodujący białko typu ID. Genomy myszy i człowieka zawierają po cztery geny nazwane odpowiednio: ID1, ID2, ID3 oraz ID4 [3].
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				U człowieka każdy z genów ID jest zlokalizowany na innym chromosomie. Kodowane przez nie białka mają podobną masę molekularną ok. 13–20 kDa (od 119 do 161 aminokwasów), nie są znane żadne alternatywne izoformy [4]. Porównanie sekwencji aminokwasowych wskazuje, że ewolucyjnie najbliższe sobie są ID1 i ID3, a najbardziej odmiennym białkiem jest ID4 [5]. W przeciwieństwie do pozostałych trzech białek, ID4 posiada ciąg poly-Ala w domenie N-końcowej i ciąg poly-Pro w domenie C-końcowej łańcucha polipeptydowego. Fragmenty te wpływają na konformację przestrzenną ID4 i rzutują na jego funkcjonowanie, odmienne od pozostałych członków rodziny [6]. Cechą charakterystyczną wszystkich białek ID jest domena HLH (helisa-pętla-helisa, ang. helix-loop-helix). W przeciwieństwie do pozostałej sekwencji łańcucha polipeptydowego białek ID, sekwencja domeny HLH jest silnie zachowana ewolucyjnie i odpowiada za możliwość interakcji z innymi białkami, przede wszystkim z czynnikami transkrypcyjnymi należącymi do rodziny bHLH, nazywanymi też białkami E. Czynniki te, jak sugeruje nazwa rodziny, również posiadają domenę HLH umożliwiającą tworzenie homo- i heterodimerów. W przeciwieństwie do białek ID, mają one dodatkowo sekwencję zasadowych aminokwasów odpowiadającą za oddziaływanie z DNA. Białka E wiążą się z DNA zawsze w postaci dimerów i rozpoznają charakterystyczną sekwencję CANNTG, zwaną E-box (Ryc. 1). Niektóre białka E, np. E12 i E47, będące produktami alternatywnego składania mRNA genu TCF3 (ang. transcription factor 3, zwanego wcześniej E2A), występują w wielu typach komórek. Obecność innych ograniczona jest do określonych tkanek, np. białko MYOD1 (ang. myogenic differentiation 1) występuje w mięśniach, a NEUROD1 (ang. neuronal differentiation 1) w tkance nerwowej [7]. Białka E są kluczowymi regulatorami genów tkankowo-specyficznych. Z tej przyczyny hamowanie ich poprzez dimeryzację z białkami ID hamuje również różnicowanie się komórek [4].

			

			
				Oddziaływanie białek ID nie ogranicza się jedynie do przedstawicieli rodziny bHLH. Wykazują one również aktywność inhibitorową względem czynników transkrypcyjnych z rodziny ETS (ang. E26 transformation-specific). Ich cechą charakterystyczną jest tzw. domena ETS wiążąca DNA, zawierająca motyw helisa-skręt-helisa, HTH (ang. helix-turn-helix). Do tej rodziny należą między innymi ELK1 (ang. member of ETS transcription factors) i SAP1 (ang. sphingolipid activator protein 1). Białka ID wiążąc się do ich domeny ETS, przeciwdziałają oddziaływaniu z DNA i aktywacji genów, np. protoonkogenu FOS (ang. Fos proto-oncogene) [8]. Wiązanie ID1 z białkami ETS1 i ETS2 zapobiega z kolei ekspresji genu CDKN2A p16/INK4A (ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) odpowiedzialnego za utrzymanie komórek w fazie senescencji [9]. Innymi czynnikami transkrypcyjnymi hamowanymi przez białka ID jest podrodzina PAX-2/-5/-8 (ang. paired box), związana, między innymi z różnicowaniem limfocytów B [10]. Opisano również oddziaływanie ID1 z MIDA1 (ang. mouse Id associate 1), białkiem wiążącym się do Z-DNA. Interakcja z ID1 powoduje wiązanie MIDA1 do specyficznych sekwencji w DNA i promuje proliferację [11]. Białka ID2 i ID3 są natomiast inhibitorami ADD1/SREBP-1c (ang. adipocyte determination and differentiation factor 1/sterol regulatory element-binding protein-1c), czynnika transkrypcyjnego odpowiedzialnego za lipogenezę w adipocytach [12]. Szczególnie zasługująca na uwagę w kontekście nowotworów jest wzajemna interakcja między ID2 i białkiem RB1 (ang. Retinoblastoma protein 1) – dobrze znanym supresorem nowotworzenia [13,14]. Stwierdzono, że ID2, ale nie ID1 i ID3, oddziałuje bezpośrednio z RB1 i pokrewnymi białkami p107 oraz p130. Nadprodukcja ID2 w komórkach nowotworowych powoduje związanie całej dostępnej puli RB1, co umożliwia przejście komórek z fazy G1 do fazy S podziału komórkowego i tym samym prowadzi do proliferacji. W komórkach zróżnicowanych, gdy ekspresja ID2 jest niska, białko RB1 w formie nieufosforylowanej ulega związaniu w kompleksie z ID2, uniemożliwiając jego oddziaływanie z czynnikami transkrypcyjnymi bHLH i ETS, co przyczynia się do różnicowania komórek (Ryc. 2) [15].
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				Rycina 1. Schemat budowy białek z rodziny ID i czynników transkrypcyjnych bHLH. Cechą wspólną jest zachowana ewolucyjnie domena HLH. Czynniki transkrypcyjne bHLH tworzą homodimery lub heterodimery i oddziałując za pośrednictwem domeny zasadowej z sekwencją E-box w promotorach regulowanych genów aktywują ich transkrypcję. Utworzenie heterodimeru z białkiem ID pozbawionym domeny zasadowej uniemożliwia wiązanie do DNA i aktywację transkrypcji odpowiedniego genu [2,16]. Oznaczenia: H – helisa; L – pętla; LZ – zamek leucynowy (ang. leucine zipper); PAS – domena PAS; +++ – domena zasadowa.
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				Rycina 2. Regulacja transkrypcji i cyklu komórkowego przez białka ID. W zróżnicowanych komórkach białko CDKN2A (ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) hamuje fosforylację białka RB1 (ang. retinoblastoma protein 1) przez kinazy zależne od cyklin, CDKs (ang. cyclin dependent kinases). Nieufosforylowane białko RB1 powoduje zatrzymanie cyklu komórkowego w fazie G1. Ponadto RB1 wiąże ID2, tym samym umożliwiając aktywację genów zależnych od czynników transkrypcyjnych bHLH i ETS. W komórkach nowotworowych onkogeny wywołują nadekspresję genów ID1, ID2 i ID3. Białka ID1 i ID3 poprzez hamowanie czynników transkrypcyjnych ETS wyciszają gen CDKN2A. Umożliwia to fosforylację RB1 przez kinazy CDK oraz przejście z fazy G1 do fazy S cyklu komórkowego. Hiperfosforylowane białko RB1 nie wiąże ID2, które może blokować działanie czynników transkrypcyjnych bHLH i ETS. Nadprodukcja ID2 może aktywować proliferację poprzez związanie całej dostępnej puli RB1 [7].

			

			
				ROLA BIAŁEK ID W EMBRIOGENEZIE I RÓŻNICOWANIU KOMÓREK

				Najwięcej informacji na ten temat dostarczają badania wykonane na modelu mysim. Białka ID są produkowane głównie podczas embriogenezy oraz w komórkach macierzystych, natomiast ich poziom zazwyczaj obniża się w zróżnicowanych komórkach [16]. Porównanie ekspresji genów Id1-4 w różnych tkankach i na rożnych etapach rozwoju embrionalnego myszy za pomocą hybrydyzacji in situ doprowadziło do ciekawych obserwacji. Ekspresja genów Id1 i Id3 została wykryta w wielu rodzajach tkanek i bardzo często sygnał dla tych dwóch genów nakładał się, co sugerowało, że powstające białka mogą pełnić zbliżone funkcje. Wzór ekspresji Id2 w znacznym stopniu pokrywał się z Id1 i Id3, choć w narządach pochodzenia endodermalnego mRNA Id2 było obecne w komórkach śródbłonka, natomiast mRNA Id1 i Id3 w otaczających je komórkach mezenchymalnych. Zupełnie odmienne obserwacje poczyniono w stosunku do genu Id4. Ulegał on ekspresji w nielicznych tkankach, a pozytywny sygnał często pojawiał się w komórkach bardziej zróżnicowanych, w przeciwieństwie do pozostałych trzech członków rodziny, co wskazywało, że białko Id4 może oddziaływać z innym zestawem czynników bHLH, na późniejszych etapach różnicowania [17].

				Hipotezy wysnute na podstawie porównania ekspresji genów Id w mysich embrionach znalazły potwierdzenie w wynikach doświadczeń, w których wykorzystano myszy z delecją jednego bądź kilku genów Id. Okazuje się, że myszy Id1-/- nie wykazują w zasadzie żadnych wad rozwojowych [18,19]. Również myszy z delecją Id3-/- rozwijają się niemal normalnie. Jedyne nieprawidłowości dotyczą odporności humoralnej i proliferacji limfocytów B [20,21]. Brak wyraźnego fenotypu u myszy Id1-/- oraz ograniczone zaburzenia u zwierząt Id3-/- wspierają hipotezę, że białka Id1 i Id3 mają bardzo zbliżone funkcje i mogą się wzajemnie zastępować. Przypuszczenie to potwierdził ostatecznie model z podwójną delecją Id1-/-Id3-/-. Myszy te umierały na wczesnym etapie rozwoju embrionalnego, ponadto u embrionów stwierdzono zaburzenia angiogenezy i krwotoki w mózgu oraz przedwczesne dojrzewanie neuronów [22]. Wydaje się, że prawidłowe unaczynienie pozostałych tkanek było możliwe dzięki Id2, ponieważ u embrionów z potrójną delecją (Id1-/-Id2-/-Id3-/-) nieciągłość naczyń i krwawienie obserwowano już w całym organizmie [23].

				Delecja samego genu Id2 wiąże się z licznymi zaburzeniami rozwoju układu odpornościowego. Przede wszystkim u tych myszy nie rozwijają się węzły chłonne i kępki Peyera oraz zredukowana jest liczba komórek Langerchansa i komórek NK (ang. natural killers) [24]. Warto zauważyć, że delecja genu Id2 znosi letalne skutki delecji RB1, co jest potwierdzeniem ich współzależności [25]. Białko Id2 pełni ważną rolę w różnicowaniu komórek gruczołu piersiowego w czasie ciąży. U młodych myszy z delecją Id2-/- gruczoły piersiowe wydają się normalne, jednak w czasie ciąży komórki gruczołów nie różnicują się prawidłowo i nie dochodzi do laktacji po urodzeniu młodych [26]. Obserwacje te wskazują, że w przeciwieństwie do Id1 i Id3, białko Id2 może pełnić nie tylko rolę inhibitora, ale też induktora różnicowania w określonych typach komórek.

			

			
				Gen Id4 na wczesnym etapie embriogenezy ulega ekspresji głównie w centralnym układzie nerwowym. W związku z tym jego delecja objawia się przede wszystkim zaburzeniami w rozwoju mózgu i nieprawidłowym różnicowaniem komórek nerwowych myszy [27,28]. Warto jednak zauważyć, że Id4 w niektórych typach komórek pełni rolę inhibitora różnicowania, w innych zaś przeciwnie wspomaga różnicowanie. Id4 hamuje różnicowanie komórek progenitorowych oligodendrocytów oraz wspomaga samoodnowę spermatogoniów. Z drugiej strony, to samo białko bierze udział w różnicowaniu osteoblastów, adipocytów, neuronów i komórek Sertolego. Ponadto ekspresja Id4 w odpowiednich komórkach gruczołu piersiowego jest potrzebna do prawidłowego wydłużania i rozgałęziania kanalików [6]. Ta dwoistość w działaniu Id4 znajduje odzwierciedlenie w komórkach nowotworowych, co zostanie omówione w dalszych podrozdziałach.

				DEREGULACJA BIAŁEK ID W NOWOTWORACH

				Liczne badania, których wyniki zostały już opublikowane, wykazały zmiany w ekspresji genów ID na poziomie mRNA i białka w wielu typach ludzkich nowotworów. Białka ID są niewykrywalne w większości tkanek dojrzałego organizmu, natomiast w nowotworach zazwyczaj obserwuje się nadekspresję genów skorelowaną ze złymi rokowaniami (Tab. 1) [4]. To nasuwa pytanie, czy możemy uznać, że są one onkogenami? Onkogeny definiowane są jako geny wspomagające transformację nowotworową. Ich odpowiedniki w normalnych komórkach (protookogeny) podlegają aktywacji na skutek: mutacji, zmiany regulacji ekspresji, amplifikacji lub fuzji z innymi genami.

				W literaturze w zasadzie nie odnotowuje się przypadków mutacji w genach ID, poza pojedynczymi wyjątkami [29]. Jednakże wykazano w wielu badaniach, że geny te są kontrolowane przez szereg dobrze poznanych onkogenów. HRAS (ang. Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog) pobudza ekspresję ID1 i ID3 poprzez aktywację czynnika transkrypcyjnego EGR1 (ang. early growth response 1) [30,31]. Białko N-MYC bezpośrednio wiąże się do promotora ID2 wywołując jego nadekspresję. W następstwie tego dochodzi do związania supresora nowotworów RB1 przez ID2 i pobudzenia proliferacji komórek [15]. MYC aktywuje również promotory ID1 [32] oraz ID3 [33]. Co ciekawe, ID1 może pośrednio doprowadzić do wzrostu puli wolnego ID2. Otóż ID1 poprzez oddziaływanie z czynnikiem transkrypcyjnym ETS1 hamuje ekspresję CDKN2A, co umożliwia fosforylację RB1 przez cyklinę D-CDK4 (ang. cyclin-dependent kinase 4 partnered with D-type cyclins) i samo w sobie stymuluje proliferację [9,34]. ID2 zostaje wówczas uwolnione z kompleksu z ufosforylowanym RB1, więc może oddziaływać z innymi białkami, tym bardziej wzmagając transformację nowotworową. W licznych nowotworach dochodzi do mutacji w genie TP53, które mogą doprowadzić do utraty funkcji lub zyskania nowych właściwości onkogennych. Wykazano, że w raku jelita delecja lub inaktywująca mutacja genu TP53 prowadzi do nadekspresji ID1, ID2 i ID3 [35]. Zmienione formy TP53, które na drodze mutacji w genie zyskały nowe funkcje stymulują ekspresję EGR1. Białko EGR1 aktywuje promotory genów ID [36].

			

			
				Poza opisanymi powyżej, istnieje jeszcze wiele szlaków sygnalizacyjnych, których deregulacja w nowotworach może prowadzić do nieprawidłowej ekspresji genów i akumulacji białek ID (Ryc. 3). Są to, między innymi, szlaki aktywowane przez TGFβ1 (ang. transforming growth factor-β1), cytokiny BMP (ang. bone morphogenic factors) czy receptory VEGFR (ang. vascular endothelial growth factor receptor) i EGFR (ang. epidermal growth factor receptor). Zagadnienia te zostały szerzej omówione w kilku pracach przeglądowych [4,7,16]. Poza zwiększoną syntezą, możliwa jest też akumulacja białek ID poprzez zahamowanie ich degradacji. Białka ID mają krótki okres półtrwania, ponieważ są ubikwitylowane przez kompleks E3 ligazy ubikwityny, APC/Cdh1(ang. anaphase promoting complex/cadherin 1) [37]. W pewnych warunkach fizjologicznych lub w komórkach nowotworowych aktywowana jest peptydaza USP1 (ang. ubiquitin specific peptidase 1), która odcina reszty ubikwityny od białek ID zapobiegając ich degradacji w proteasomie [38].

			

			
				Badania mechanizmów regulacji poziomu białek ID pozwoliły również zgromadzić dowody na kluczową i złożoną rolę, jaką pełnią one w wielu nowotworach. Baczną uwagę zwrócono szczególnie na ich udział w utrzymaniu populacji nowotworowych komórek macierzystych. Wiele prac poświęcono również zaangażowaniu białek ID w inwazyjność, przerzutowanie i angiogenezę.

				WŁAŚCIWOŚCI ONKOGENNE ID1 I ID3

				Najlepiej poznanym spośród rodziny genów ID jest ten, który został odkryty jako pierwszy, ID1. W prawidłowych komórkach często obserwuje się jednoczesną ekspresję ID1 i ID3, a ich produkty białkowe pełnią te same funkcje. Podobnie dzieje się w komórkach nowotworowych. Dlatego rola tych dwóch genów w onkogenezie zostanie omówiona wspólnie. Pierwszym i chyba najważniejszym skutkiem nadekspresji ID1 i ID3 w komórkach nowotworowych jest nadanie im cech komórek macierzystych. Nowotworowe komórki macierzyste (NKM) to subpopulacja komórek nowotworu, która ma zdolność do samoodnowy. Uważa się, że to właśnie te komórki odpowiadają za tworzenie przerzutów oraz wznowę choroby po zakończonym leczeniu. Szczególnie dobrze zbadano mechanizm działania ID1 i ID3 na komórki macierzyste glejaka wielopostaciowgo i raka jelita. Ekspresja ID1 i ID3 w glejaku jest aktywowana przez TGFβ1 [39]. Podwyższony poziom tych białek prowadzi z kolei do wyciszenia genu RAP1GAP(ang. RAP1 GTPase activating protein). Powoduje to akumulację białka RAP1 (ang. Ras-related protein 1) w formie związanej z GTP. Podwyższony poziom RAP1-GTP w komórkach macierzystych glejaka odpowiada za ich adhezję do niszy, w której żyją [40]. NKM są wyjątkowo odporne na chemioterapię, ponieważ ten rodzaj leczenia jest wymierzony w komórki szybko dzielące się, natomiast komórki macierzyste dzielą się rzadko. Na przykład, w komórkach macierzystych raka jelita ID1 i ID3 przyczyniają się do wyższej ekspresji CDKN1A (ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 1A, alternatywna nazwa p21) – inhibitora cyklu komórkowego, dzięki czemu komórki zyskują chemiooporność. Co więcej, nabywają zdolność do asymetrycznego podziału, charakterystyczną dla komórek macierzystych oraz mogą odtworzyć guz po ksenotransplantacji [41]. Chemiooporność nowotworów z nadekspresją ID1 i ID3 związana jest również ze zwiększeniem poziomu białek antyapoptotycznych takich jak BCL-2 (ang. B cell lymphoma 2), BCL-XL oraz aktywacją pro-przeżyciowych szlaków sygnalizacyjnych zależnych od PI3K/AKT (ang. phosphatidylinositol 3-kinase/AKT serine/threonine kinase) czy NF-κB (ang. nuclear factor kappa-B) [42,43]. Ponadto ID1 może chronić komórki nowotworowe przed senescencją. Wykazano, że komórki epitelialne gruczołu piersiowego, do których wprowadzono jednocześnie plazmidy zawierające onkogenny HrasA12V i Id1 tworzyły guzy po transplantacji ich do myszy. Wyłączenie ekspresji Id1 w już utworzonych guzach prowadziło do wejścia komórek w stan senescencji, zapewne pod wpływem TP53 i p21 [44].

			

			
				Tabela 1. Zmiany w ekspresji genów ID w powszechnych typach 
nowotworów u ludzi.
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								Złe
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				Oznaczenia:↑ zwiększona ekspresja; ↓ obniżona ekspresja; ND – nie dotyczy; M – mutacja

			

			
				Nieodłącznym elementem progresji agresywnych nowotworów jest tworzenie przerzutów w odległych narządach. Jest to złożony proces obejmujący, między innymi, transformację epitelialno-mezenchymalną, EMT (ang. epithelial-mesenchymal transition) w guzie pierwotnym i odwrotny proces, tzw. MET (ang. mesenchymal-epithelial transition) w miejscu przerzutu. Okazuje się, że białka ID1 i ID3 biorą udział w obu przeciwstawnych procesach. Wykazano, że nadekspresja ID1 i ID3 jest konieczna do reinicjacji wzrostu w miejscu przerzutu nowotworów piersi, trzustki czy żołądka [45-47]. W komórkach raka jajnika ID1 pośredniczy w transformacji epitelialno-mezenchymalnej indukowanej przez TGFβ1 [48]. ID1 bierze również udział w przełączaniu ekspresji genów E-kadheryny i N-kadheryny, których białkowe produkty są odpowiednio markerami komórek nabłonka i mezenchymalnych [49]. Natomiast badania prowadzone na modelu raka piersi dowiodły udziału ID1 w MET w przerzutach do płuc. Autorzy wykazali, że w guzie pierwotnym TGFβ1 prowadzi do nadprodukcji ID1 i SNAIL (ang. SNAI1 Drosophila homolog 1), czynnika transkrypcyjnego wywołującego EMT. Po dotarciu do płuc, gdzie poziom SNAIL ulega obniżeniu, ID1 hamuje działanie TWIST1 (ang. TWIST family bHLH transcription factor 1), białka z rodziny bHLH związanego z EMT, tym samym powodując transformację mezenchymalno-epitelialną [50].

			

			
				Angiogeneza, czyli wzrost nowych naczyń krwionośnych w guzie jest ważnym procesem z kilku względów. Nie tylko umożliwia dostarczenie do komórek nowotworowych tlenu i substancji odżywczych, naczynia krwionośne stanowią też drogę dla przerzutujących komórek, a ich okolica tworzy niszę dla komórek macierzystych nowotworu. Gdy komórki nowotworowe wprowadzono do myszy posiadających częściową podwójną delecję genów Id1+/-Id3-/- większość guzów obumarła, a te które przetrwały były bardzo słabo unaczynione, co wskazywało na udział białek Id1 i Id3 w angiogenezie i było zbieżne z fenotypem myszy z całkowitą podwójną delecją Id1-/-Id3-/- [22]. Dalsze badania wykazały, że czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor, VEGF) wydzielany przez komórki nowotworu dociera do szpiku powodując wzrost poziomu białek ID1 i ID3 w komórkach prekursorowych śródbłonka. To powoduje ich aktywację, opuszczenie szpiku i włączenie do nowopowstających naczyń krwionośnych w guzie [51]. Nadekspresja ID3 w glejaku wywołana przez pobudzenie szlaków sygnalizacyjnych zależnych od EGFR prowadzi natomiast do syntezy pro-angiogennych cytokin CXCL1 (ang. C-X-C motif chemokine ligand 1), IL6 i IL8 (interleukin 6, 8) [52].

				ID2 W NOWOTWORACH

				Rola białka ID2 w różnych nowotworach nie jest już tak jednoznaczna jak ID1 i ID3. Większość prac prezentuje jego onkogenne właściwości, jednak są też takie nowotwory, w których ID2 pełni rolę supresorową [53]. W wielu przypadkach ID2 sprzyja transformacji nowotworowej za sprawą opisanego już wyżej oddziaływania z supresorem nowotworów, białkiem RB1, czego skutkiem jest wzmożona proliferacja komórek nowotworowych (Ryc. 2) [13,14]. ID2 jest zaangażowane w dojrzewanie komórek układu odpornościowego i jego deregulacja prowadzi do powstania nowotworów w tym układzie. Nadekspresja ID2 w białaczce Hodgkinsa powoduje zahamowanie ekspresji genów zależnych od czynników transkrypcyjnych E2A i PAX5, koniecznych do różnicowania limfocytów B [54]. Indukcja ID2 w raku jelita grubego poprzez szlak sygnalizacyjny Wnt/β-katenina również przyczynia się do odróżnicowania i utrzymania macierzystości komórek tego nowotworu [55]. Poza zatrzymaniem różnicowania i zwiększoną proliferacją, ID2 wpływa również na migrację i inwazyjność komórek nowotworowych, np. poprzez obniżenie ekspresji SEMA3F (ang. semaphorin 3F) [56], bądź interakcję z białkiem SNAIL, będącym mediatorem EMT [57]. Nadekspresja ID2 jest jednoznacznie związana ze zwiększoną proliferacją, chemioopornością i inwazyjnością również w nowotworach płuc, prostaty czy glejaku wielopostaciowym (ang. glioblastoma) [58-60]. Tymczasem badania nad rolą ID2 w raku piersi przynoszą sprzeczne wyniki. Istnieją doniesienia literaturowe wykazujące, że nadekspresja ID2 wiąże się ze złymi rokowaniami i zwiększoną inwazyjnością tego nowotworu [61,62]. Autorzy innych prac postulują, że ID2 pełni w raku piersi rolę supresora. Twierdzą, że wysoka ekspresja ID2 jest charakterystyczna dla łagodnych nowotworów, a dopiero jej obniżenie zwiększa stopień odróżnicowania i inwazyjności komórek [63,64]. Tę rozbieżność można tłumaczyć wykorzystaniem, w doświadczeniach in vitro, linii komórkowych różniących się posiadaniem receptorów estrogenowych i HER2 (ang. human epidermal growth factor receptor 2). Także w materiale pobranym od pacjentów nie rozróżniano molekularnego typu raka piersi. Należałoby więc wysunąć hipotezę, że ID2 pełni zarówno rolę promotora jak i inhibitora onkogenezy, zależnie od podtypu molekularnego tego nowotworu. Wymaga ona jednak weryfikacji w dalszych badaniach.
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				Rycina 3. Regulacja genów i białek z rodziny ID w komórkach nowotworowych. Poziom białek ID w komórkach nowotworowych jest regulowany przez onkogeny i szlaki sygnalizacyjne aktywowane w nowotworach. Aktywność genów ID jest kontrolowana przez różne cytokiny, np. TGFβ1 (ang. tumour growth factor β1) może wpływać hamująco lub stymulująco, zależnie od obecności białka ATF3 (ang. activating transcription factor 3). Cytokiny BMP (ang. bone morphogenic protein) stymulują promotory genów ID za pośrednictwem białek SMAD. Receptory czynników wzrostu VEGFR (ang. vascular endothelial growth factor receptor) i EGFR (ang. epidermal growth factor receptor) aktywują ekspresję genów ID za pośrednictwem SRC i PI3K/AKT (ang. phosphatydylinozytol 3-kinase/ AKT serine/threonine kinase 1). Ekspresja genów ID jest indukowana bezpośrednio przez onkogen MYC lub pośrednio przez RAS i zmutowane TP53 (mTP53) poprzez czynnik transkrypcyjny EGR1 (ang. early growth response protein 1). Białko RB1 (ang. retinoblastoma protein) wiąże ID2 i hamuje jego działanie. Poziom białek ID jest regulowany poprzez degradację proteasomalną. E3 ligaza ubikwityny – APC/Cdh1 (ang. anaphase promoting complex/cadherin1) powoduje skierowanie białek ID do degradacji. Peptydaza USP1 (ang. ubiquitin specific peptidase 1) odcinając reszty ubikwityny chroni białka ID przed degradacją [4].

			

			
				ID4 JAKO SUPRESOR I PROMOTOR NOWOTWORZENIA

				Jak wykazano, zdolność białka ID4 w niektórych typach komórek do hamowania, a w innych do promowania różnicowania się komórek jest analogiczna do jego roli w transformacji nowotworowej. Według bazy danych Oncomine (www.oncomine.org) w większości nowotworów poziom ekspresji ID4 jest obniżony w stosunku do zdrowych tkanek. Wskazuje to na działanie ID4 w roli supresora onkogenezy. Najczęstszym mechanizmem wyciszenia genu ID4 jest hipermetylacja promotora, która została opisana w licznych badaniach przeprowadzonych z użyciem linii komórkowych i materiału pobranego od pacjentów [65-69]. Wykazano, między innymi, że w linii komórkowej raka prostaty DU145 do promotora ID4 rekrutowane jest białko EZH2 (ang. enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit ). Jest ono odpowiedzialne za tri-metylację lizyny 27 w histonie 3 (H3K27me3), która to modyfikacja jest charakterystyczna dla inaktywowanych genów. EZH2 rekrutuje również metylotransferazy DNA, które modyfikują wyspy CpG w obrębie promotora ID4 [70]. Wiele badań klinicznych potwierdziło istnienie korelacji pomiędzy niskim poziomem białka ID4 a wysokim stopniem zaawansowania, inwazyjnością oraz złymi prognozami w różnych typach nowotworów, np. w białaczkach, raku piersi czy jelita grubego [65,69,71]. Porównanie dwóch linii komórkowych raka prostaty: łagodnej LNCaP oraz bardziej agresywnej DU145 pokazało, że ta pierwsza charakteryzuje się relatywnie wysokim poziomem białka ID4. W agresywnych komórkach DU145 ekspresja ID4 nie zachodzi. Co więcej, wyciszenie ID4 w komórkach LNCaP powoduje ich przyspieszoną proliferację, zwiększoną inwazyjność oraz uniezależnienie od androgenów, które jest typowe w zaawansowanych nowotworach gruczołu krokowego [66]. Niedawne badania wykazały, że ID4 może działać jako inhibitor pozostałych białek ID, w szczególności ID1. Ponadto jego powinowactwo do ID1 jest trzykrotnie większe niż do E47 [5]. Tak więc ID4 może pełnić rolę supresora onkogenezy poprzez uwolnienie białek E z kompleksu z ID1.

				Z drugiej strony, podobne doświadczenia przeprowadzone z użyciem linii komórkowych czerniaka 1205Lu przyniosły przeciwne wyniki. Porównano zdolność komórek do wzrostu na płaskim podłożu (2D) lub w postaci sferoidów (3D) typowych dla nowotworowych komórek macierzystych. Wyciszenie ID4 w badanych komórkach spowodowało, że rosły one w pojedynczej warstwie mimo zastosowania pożywki sprzyjającej formowaniu sferoidów. Co więcej, komórki 1205Lu pozbawione ID4 zaczęły się różnicować. Te obserwacje wskazują, że w czerniaku ID4 ma właściwości onkogenne i pełni rolę inhibitora różnicowania [72]. Podobnie w przypadku glejaka wielopostaciowego metylacja promotora ID4 korelowała z lepszymi prognozami dla pacjenta, natomiast wysoka ekspresja ID4 była związana z gorszymi rokowaniami i wzmożoną angiogenezą [73]. Szczególnie interesująca wydaje się rola ID4 w nowotworach gruczołu piersiowego. Białko to może pełnić zarówno funkcję onkogenną jak i supresorową, zależnie od podtypu nowotworu, a w szczególności od obecności receptorów estrogenu (Ryc. 4).

			

			
				W nowotworach typu luminalnego A i B, które posiadają receptory estrogenu, ekspresja ID4 jest obniżona. Inaczej jest w tzw. potrójnie negatywnym raku piersi (TNBC, ang. triple negative breast cancer), który charakteryzuje się brakiem receptorów estrogenu, progesteronu i HER2. W jednym z badań nadekspresja ID4 została stwierdzona u 76% pacjentek z TNBC i tylko u 5% spośród tych z innym typem raka piersi [74]. Potrójnie negatywny rak piersi jest związany z mutacją lub wyciszeniem ekspresji genu BRCA1 (ang. breast cancer 1).Wykorzystując bibliotekę rybozymów, zidentyfikowano ID4 jako negatywny regulator tego supresora nowotworów [75]. Dążąc do wyjaśnienia zależności między typem molekularnym raka piersi a ekspresją ID4 stwierdzono, że aktywacja receptorów estrogenowych pozytywnie koreluje z poziomem miR-342, które z kolei kieruje do degradacji mRNA ID4, co przekłada się na wysoką ekspresję BRCA1 (Ryc. 4). W nowotworach TNBC poziom miR-342 jest niski, co umożliwia ekspresję ID4 i jednocześnie prowadzi do obniżenia ekspresji BRCA1 [76]. W tych nowotworach, w których poziom ID4 jest wysoki, jest ono zaangażowane w utrzymanie macierzystości komórek np. przez podniesienie ekspresji SOX9 (ang. SRY-box 9) i SOX2 (ang. SRY-box 2) [77,78] (Ryc. 4) oraz w angiogenezę poprzez indukcję ekspresji genów proangiogennych cytokin [79].
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				Rycina 4. Supresorowa i onkogenna rola ID4 w nowotworach piersi. Zależnie od typu molekularnego nowotworu piersi ekspresja ID4 jest podwyższona lub obniżona. W nowotworach typu luminalnego posiadających receptor estrogenu ERα (ang. estrogen receptor α) obserwuje się wysoki poziom miR-342, co prowadzi do degradacji mRNA ID4. Niski poziom białka ID4 koreluje z wysoką ekspresją supresora nowotworów BRCA1. W nowotworach typu bazalnego, a szczególnie w TNBC (ang. triple negative breast cancer), które nie posiadają ERα i miR-342, poziom białka ID4 rośnie. Jest ono wówczas inhibitorem ekspresji BRCA1 oraz aktywatorem wielu pro-onkogennych genów, między innymi SOX9 [76,78].

			

			
				BIAŁKA ID JAKO CELE W TERAPII NOWOTWORÓW

				Jak przedstawiono powyżej, białka ID zaangażowane są w proliferację, migrację i inwazyjność oraz angiogenezę w nowotworach. Ponadto odpowiadają za utrzymanie w stanie niezróżnicowanym nowotworowych komórek macierzystych (NKM), które są wyjątkowo odporne na chemio- i radioterapię. Leczenie ukierunkowane na NKM stwarza nadzieję na uniknięcie remisji następującej po zastosowaniu klasycznych metod terapii. Wydaje się, że białka ID stanowią w tej sytuacji doskonały cel terapeutyczny. Ponadto białka ID nie występują w większości zdrowych tkanek, co pozwala zakładać, że ukierunkowana na nie terapia nie będzie obarczona poważnymi skutkami ubocznymi.

				Istnieją dwa podstawowe kierunki, w których podążają badania dotyczące projektowania leków celowanych przeciwko białkom ID. Pierwsze podejście to wyciszenie ekspresji genów. Stworzono między innymi nanokompleksy dostarczające odpowiednie siRNA w sposób specyficzny do komórek nowotworowych. Za ich pomocą wyciszono Id4 in vivo u myszy poddanych ksenotransplantacji komórek raka jajnika. Zaobserwowano długotrwałą remisję nowotworu u 80% gryzoni [80]. Podjęto też próbę dostarczania siRNA za pomocą liposomów podawanych dootrzewnowo. Podawane w ten sposób siRNA przeciwko Id2 skutecznie ograniczyło u myszy wzrost podskórnych ksenotransplantów raka jelita grubego i tworzenie przerzutów do wątroby [81]. Zaprojektowano peptydy połączone z siRNA skierowanym przeciwko mysiemu Id1 (Id1-PCAO, ang. Id1-peptide conjugated antisense oligonucleotide). Peptydy te w sposób specyficzny rozpoznawały komórki naczyń krwionośnych w guzach nowotworowych. Badania przeprowadzono na mysich modelach spontanicznie rozwijających raka piersi i raka płuca, które charakteryzują się nadekspresją Id1 w komórkach endotelialnych w nowotworze. W obu przypadkach systemowe dostarczenie Id1-PCAO przyniosło pozytywne skutki w postaci zmniejszenia guza pierwotnego i liczby przerzutów [82]. Co bardzo ważne z klinicznego punktu widzenia, w żadnym z tych badań nie zaobserwowano toksycznego wpływu terapii na zdrowe organy. Ekspresję genów ID można również obniżyć celując w szlaki sygnalizacyjne prowadzące do ich nadekspresji. W glejaku wielopostaciowym uzyskano ten efekt poprzez zastosowanie inhibitora receptora TGFβR1 (ang. transforming growth factor beta receptor 1). Zablokowanie tego szlaku wpłynęło przede wszystkim na obniżenie ekspresji ID1 i ID3 w komórkach macierzystych glejaka charakteryzujących się podwyższoną ekspresją CD44 i ID1 oraz obniżyła się ich zdolność do odtworzenia nowotworu po zastosowanej chemioterapii [39]. Skutecznym inhibitorem ekspresji ID1 okazał się również kanabidiol - nietoksyczny kanabinoid, który obniżając poziom białka ID1 skutecznie ograniczył zdolność komórek glejaka do proliferacji i inwazji zarówno in vitro jak i in vivo [83]. Poziom ID1 udało się też obniżyć poprzez zastosowanie drobnocząsteczkowych inhibitorów peptydazy USP1, która odcinając reszty ubikwityny chroni białka ID przed degradacją w proteasomie. Zablokowanie USP1 spowodowało degradację ID1 oraz apoptozę komórek ostrej białaczki szpikowej in vitro [84].

			

			
				Zupełnie innym sposobem zwalczania skutków nadprodukcji białek ID jest zablokowanie ich oddziaływania z innymi białkami. Wykorzystując bibliotekę fagową zidentyfikowano peptyd nazwany 13I, który specyficznie wiąże się do białek ID uniemożliwiając im tworzenie kompleksów z czynnikami transkrypcyjnymi. W doświadczeniach in vitro peptyd 13I przyczynił się do zatrzymania proliferacji, zmniejszenia inwazyjności i zdolności do formowania kolonii w miękkim agarze przez komórki nerwiaka zarodkowego (ang. neuroblastoma) [85]. Zaprojektowano także peptyd wzorowany na domenie bHLH białka MYOD1. Peptyd ten specyficznie wiązał się do ID1 znosząc oddziaływanie z MYOD1 i innymi białkami E, powodując zatrzymanie proliferacji komórek nowotworowych [86]. Wykorzystując drożdżowy system dwuhybrydowy znaleziono aptamer ID1/3-PAZ, który wiązał się specyficznie do białek ID1 i ID3, powodując tym samym ekspresję genów zależnych od czynników transkrypcyjnych bHLH. Wywołał również zahamowanie wzrostu i apoptozę komórek raka piersi i jajnika [87,88]. Niestety te doświadczenia prowadzone były in vitro i chociaż ich wyniki są bardzo obiecujące, wymaga to dalszych badań, by takie peptydy efektywnie dostarczyć do nowotworu rozwijającego się in vivo w organizmie modelowym, a docelowo w organizmie ludzkim.

				PODSUMOWANIE

				Białka ID pełnią ważną rolę w procesie inicjacji i rozwoju choroby nowotworowej. Po pierwsze, ekspresja genów ID jest regulowana przez wiele dobrze poznanych onkogenów i szlaków sygnalizacyjnych aktywnych w nowotworach. Po drugie, białka te odpowiadają za utrzymanie niezmiernie istotnej populacji nowotworowych komórek macierzystych i niszy, w jakiej te komórki funkcjonują. Z tej przyczyny białka ID jawią się jako doskonały cel nowoprojektowanych leków przeciwnowotworowych. Na ogół białka ID są niewykrywalne w zróżnicowanych komórkach dojrzałego organizmu, a ich poziom jest podwyższony w nowotworach. Dzięki temu jest szansa, że taka terapia nie miałaby poważnych skutków ubocznych. Trzeba jednak brać pod uwagę wzajemne przejmowanie swoich funkcji, szczególnie przez białka ID1 i ID3, oraz wynikającą z tego konieczność projektowania leków, które celują w oba białka jednocześnie. Należy też pamiętać, że nadekepresja któregoś z genów ID może wywołać odmienne efekty zależnie od rodzaju nowotworu, co szczególnie uwidacznia się w różnych typach molekularnych raka piersi. Z pewnością konieczne są dalsze szczegółowe badania uwzględniające współzależności między białkami ID, stopień zaawansowania czy podtyp molekularny nowotworu. Nie ulega jednak wątpliwości, że białka ID są kluczowymi regulatorami procesu nowotworzenia i w przyszłości mogą stać się nowymi celami terapeutycznymi.
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				ABSTRACT

				Despite decades of cancer research, the search for key oncogenesis regulators as potential targets for novel therapies continues. Proteins, belonging to ID family, may be such promising candidates. They are DNA binding inhibitors, mainly of the bHLH transcription factor subfamily, which regulate genes related to cell differentiation. ID genes are normally expressed in progenitor and stem cells inhibiting their differentiation. Nevertheless, in some cases the expression of ID genes was observed to direct cell maturation process. In tumors ID proteins manifest hallmarks of both oncogenes and tumor suppressors, depending on the affected organ. As a consequence of deregulated signaling pathways occurring in cancers, ID genes may be overexpressed or silenced. In effect, abnormal levels of ID proteins invariably lead to dedifferentiation of cancer cells and give them the characteristics of stem cells, such as the ability for self-renewal, avoidance of apoptosis and senescence. Moreover, ID proteins take part in metastasis and angiogenesis. The involvement of ID proteins in carcinogenesis encourages to further investigate their mechanisms of action and implement this knowledge in the design of new drugs.
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