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Streszczenie

Apoptoza jest dla organizmu waznym procesem, gdyz prowadzi do usunigcia z organizmu komorek zbytecznych,
szkodliwych lub uszkodzonych. Apoptoza moze tez zosta¢ zahamowana, np. w przypadku proceséw nowotworo-
wych lub moze by¢ nasilona, a gdy dotyczy komérek krwi, szczegdlnie leukocytéw, moze si¢ wigzac z ostabiong
odpornoscig organizmu. Do czynnikéw, ktére kierujg komorke na droge samobdjstwa, nalezg migdzy innymi: re-
aktywne formy tlenu, promieniowanie jonizujace, nadfioletowe, cyjanki, azydki i inne. Morfologiczne objawy
apoptozy to obkurczanie si¢ komoérki, co powoduje utratg kontaktu z komérkami sasiednimi, ggstnienie cytozolu
oraz charakterystyczne formowanie przez btong komdrkowa i bton¢ jadrowg uwypukleri odrywajacych si¢ od ko-
morki i zwanych ciatkami apoptotycznymi. Biochemia procesu apoptozy wiaze si¢ z pobudzeniem pewnych recep-
toréw (rodzina receptoréw TNF), z aktywowaniem jednych biatek (np. kaspaz, biatek adaptorowych, biatek z ro-
dziny bcl-2), a niszczeniem innych biatek komérki (np. miozyny, aktyny, a-fodryny) oraz z ostateczng degradacjq
DNA przez nukleazy (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 3, 545-554).

Stowa kluczowe: apoptoza, kaspazy, rodzina biatek bcl-2, rodzina receptoréw TNE.

Abstract

Apoptosis is a very important process for human organism similarly as proliferations of cells, because it leads to
move out of the body of redundant, harmful or damaged cells. Sometimes apoptosis may be stopped — especially
in case of cancer, or may be increased for example in blood cells particularly in leukocytes, what may be connect-
ed with lower immune response. To factors which cause apoptosis belong: oxygen reactive species, ionizing radia-
tion, ultraviolet radiation, cyanes, azythes and others. The morphological symptoms of apoptosis are: cell shrink-
age what causes loss of a contact with other cells, cytoplasmic condensation and typically membrane blebbing and
forming of apoptotic bodies. Biochemistry of apoptosis is connected with activation of specified receptors (TNF
family receptors), with activation of some protein (such as for eg. caspases, adaptory proteins, bcl-2 proteins fami-
ly), and elimination of others protein (miozyne, actine, 0-fodrine) and with final DNA degradation by nucleases
(Adv Clin Exp Med 2005, 14, 3, 545-554).

Key words: apoptosis, caspases, bcl-2 protein family, TNF receptor family.

Roznice miedzy
apoptoza a martwicg

Po raz pierwszy okreslenie apoptoza (z grec-

komorki, i w razie koniecznosci pozbywa si¢ ich.
Morfologiczne objawy apoptozy to: obkurczanie
si¢ komorek, co powoduje utrate kontaktu z ko-
moérkami sgsiednimi, kondensacja chromatyny

kiego apoptosis — ,,opadanie lisci”) uzyli Kerr,
Wyllie oraz Currie w 1972 r. Oznacza seri¢ swoi-
stych przemian morfologicznych i biochemicz-
nych determinowanych ekspresjg odpowiednich
genow [1, 2], innymi stowy jest to zaprogramowa-
na genetycznie Smier¢ komérki (PCD — program-
med cell death). Apoptoza jest procesem, przez
ktéry organizm kontroluje ilosciowo 1 jakosciowo

w zbitg mas¢ w poblizu btony jadrowej, rozpad jg-
dra na mniejsze fragmenty, rozpad DNA na odcin-
ki o dlugosci 180-200 par zasad, gg¢stnienie cyto-
zolu spowodowane utratg wody. W koricowej fazie
apoptozy btona komoérkowa i biona jadrowa two-
rzg uwypuklenia odrywajace si¢ od komérki zwa-
ne ciatkami apoptotycznymi, w skiad ktérych
wchodzg niezmienione morfologiczne fragmenty
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jadra lub pozostale organella komérkowe. Komor-
ki nie wykazujg widocznych objawéw degenera-
cji, a wytworzone ciatka apoptotyczne sg szybko
fagocytowane przez makrofagi lub inne komérki
sgsiadujgce, co sprawia, ze apoptoza nie wywotu-
je stanéw zapalnych w organizmie [3—11]. Apop-
toza jest jednak procesem wymagajacym syntezy
ATP, syntezy biatek i utrzymania cigglosci btony
komérkowej. W trakcie apoptozy nastepuje akty-
wacja nukleaz i proteaz — dochodzi do degradacji
proteolitycznej i nukleolitycznej. Po raz pierwszy
podobny rodzaj sSmierci z takimi objawami opisat
Walther Fleming w 1885 r. i okreslit go jako chro-
matoliza [12]. Wyrdznia si¢ trzy rodzaje progra-
mowanej Smierci komorki (PCD):

1) podstawowy model zaprogramowanej Smier-
ci komorki, oparty na wyzej opisanej morfologii
(wlasciwa apoptoza),

2) autofagowo-lizosomalna $mier¢ komorki
wedlug Schwechela i Merkera, ktéra charaktery-
zuje si¢ wczesnym pojawieniem si¢ lizosomow
i autofagowych wakuoli, ktére rozktadaja gtéwnie
cytoplazme. Odbywa si¢ jeszcze przed kondensa-
cja chromatyny, np. ten rodzaj PCD indukuje ta-
moksyfen w ludzkiej linii MCF-7,

3) trzeci rodzaj PCD jest obserwowany
w pewnych tkankach owadéw z charakterystyczng
ekspresjg poliubikwityny i proteinaz [13].

W 1995 r. Levin zasugerowat, ze mozna wy-
rézni¢ apoptoze fizjologiczng, toksyczng i kom-
pensacyjng. Wedtug tej klasyfikacji fizjologiczna
apoptoza pojawia si¢ w czasie rozwoju organizmu
oraz w organizmach dorostych w celu utrzymania
prawidlowej homeostazy. Apoptoza spowodowa-
na lub posredniczona przez srodki chemiczne,
bakterie czy niedotlenienie narzgdéw i tkanek jest
okreslana mianem toksycznej apoptozy, gdyz po-
woduje uszkodzenie zdrowej komoérki. Kompen-
sacyjna apoptoza to ta, w wyniku ktérej dochodzi
do obumierania komoérek, przez co wyréwnuje si¢
nieprawidlowy wzrost ich podziatéw (np. w no-
wotworze watroby).

Martwica jest to proces zachodzacy pod wpty-
wem bodZcow mechanicznych, fizycznych czy
chemicznych o duzym stgzeniu. Apoptoza dotyczy
pojedynczej komoérki, podczas gdy martwicy pod-
lega wigksza liczba komorek — niekiedy cata tkan-
ka [1, 2, 14]. Martwica jest procesem pasywnym,
niewymagajacym ekspresji genéw. W poczgtko-
wej fazie komdrka jest napgczniata, chromatyna
tworzy agregaty, a dopiero w koncowej fazie na-
stgpuje rozerwanie btony komoérkowej i catkowita
dezintegracja struktur komérkowych, dochodzi do
zaklécenia pracy pomp jonowych w btonie komor-
kowej, co prowadzi do dezintegracji cytoszkieletu
i wewnatrzkomérkowego przetadowania Ca** [1].
Komoérka charakteryzuje si¢ zatem: pgcznieniem,

naptywem wody oraz jonéw Ca?*, rozpadem btony
cytoplazmatycznej, co prowadzi do stanu zapalne-
go 1 jest procesem patologicznym, nastepuje
uszkodzenie organelli (mitochondria i lizosomy
ulegajq lizie), a w surowicy wzrasta stezenie enzy-
moéw AIAT, AspAT, LDH (tab. 1) [15].

Kaspazy

Uruchomienie programu apoptozy wigze si¢
z aktywacjq badZ unieczynnieniem niektérych bia-
tek komorki. Zestaw genéw i bialek uczestnicza-
cych w apoptozie zalezy od typu komérki i bodz-
cOw prowadzgcych do jej samobdjstwa. Jednak
bez udzialu pewnej grupy bialek apoptoza naj-
prawdopodobniej nie wystepowalyby. Tymi bial-
kami sg kaspazy — wewnatrzkomdrkowe enzymy
proteolityczne (cysteinowe), ktére przecinajg czas-
teczki biatek po okreslonej sekwencji aminokwa-
sOw. Poszczegdlne kaspazy rdznig si¢ od siebie
sposobem aktywacji oraz swoistoscia substratowa.
Kaspazom przypisuje si¢ kluczowe znaczenie dla
przebiegu efektorowej, nieodwracalnej fazy apop-
tozy. Wszystkie poznane dotychczas kaspazy sa
syntetyzowane jako nieaktywne proenzymy o ma-
sie 32-53 kDa zawierajace w koricu N prodomeng
o réznej dlugosci (3-24 kDa), sktadajace sie
z dwoch podjednostek: wigkszej (17-21 kDa) oraz
mniejszej (10-13 kDa) [17], potaczonych krétkim
facznikiem. Prodomena ta uczestniczy w dimery-
zacji czasteczek prokaspaz oraz utrzymaniu ich
w formie nieaktywnej, po czym zostaje odszcze-
piona. Aktywna enzymatycznie forma kaspaz jest
tetramer (p20), (pl0), powstaly w wyniku auto-
proteolizy lub dziatania innych kaspaz czy prote-
az, np. granzymu B [6]. Mimo ze og6lna budowa
kaspaz jest podobna, to jednak ze wzgledu na swo-
isto$¢ substratowg wyrdznia si¢ trzy podstawowe
podrodziny, ktére taczy to, ze dokonuja cigcia po
reszcie kwasu asparaginowego (D):

1) kaspazy pierwszej grupy wykazujg swoi-
stos¢ substratowg do sekwencji aminokwasow
WHED (np. kaspazy 1, 41 5),

2) druga grupa kaspaz preferuje sekwencje
DEXD z absolutng obecnoscig kwasu asparaginowe-
go w miejscu pierwszym (np. kaspaza 2, 3 oraz 7),

3) grupa trzecia rozpoznaje sekwencje
(I/L/V)EXD (np. kaspaza 6, 8 oraz 9).

Grupa pierwsza kaspaz uczestniczy w proce-
sie zapalnym, podczas gdy druga i trzecia sg istot-
ne w niszczeniu innych komérek oraz w przekazy-
waniu sygnatow apoptozy. Kaspazy mozna réw-
niez podzieli¢ na kaspazy inicjatorowe (indukto-
ry), ktére zapoczatkowujg proces apoptozy oraz
efektorowe (efektory). Pierwsze z nich majg dlugg
prodomeng zawierajgcg rozne motywy, np. efek-
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Tabela 1. Podstawowe cechy apoptozy i martwicy [wg 2, 5, 14, 16]

Table 1. The major features of apoptosis and necrosis [see 2, 5, 14, 16]

(Cell membrane)

Rodzaj odpowiedzi immunologicznej
(Type of immune response)
Zmiany w jadrze

(Changes in nucleus)
Fragmentacja DNA

(DNA fragmentation)

Rozbicie DNA przez

(DNA break by)

Synteza bialek

(Protein’s synthesis)

Biochemia procesu
(Biochemistry)

Zapotrzebowanie na energi¢
(Energy supply)

Elektroforeza w zelu agarozowym

Apoptoza Martwica
(Apoptosis) (Necrosis)
Rodzaj smierci zaprogramowana spontaniczna
(Type of death)
Ksztatt komorki obkurczenie obrzmienie, pgcznienie i liza
(Shape of the cell)
Ksztatt organelli bez zmian pecznienie
(Shape of organellas)
Btona komérkowa tworzenie cialek apoptotycznych dezintegracja

fagocytoza bez stanu zapalnego

i nacieku komoérek

chromatyna skondensowana

w poblizu btony jadrowe;j
zorganizowana, DNA pocigte na
fragmenty o dtugosci 180-200 pz.
endonukleazy

wymagana
proces enzymatyczny — aktywacja
kaspaz, nukleaz

wymagane

tworzenie drabinki DNA

wyraZny stan zapalny

z naptywem makrofagéw
karioliza, pylenoliza lub
karioneksja

gwaltowna, przypadkowa

enzymy lizosomalne
zahamowana

zaktécona rownowaga jonowa
(naptyw jonéw Ca*")

niewymagane

tworzenie smugi DNA

(Electophoresis in agarose gel)

tywng domen¢ Smierci, tzw. DED (death effector
domain) czy tez domen¢ werbunku kaspaz, tzw.
CARD (caspase recruitment domain), ktére wigzg
je z ich swoistymi aktywatorami. Do kaspaz ini-
cjatorowych naleza: kaspaza 1, 2, 4, 5, 8-13,
a wsrdd kaspaz efektorowych wyrdznia sie: kaspa-
ze 3, 6, 7 oraz 14. Kaspazy z dluzsza prodomeng
sq zdolne do autoproteolizy, a takze aktywuja ka-
spazy efektorowe, np. kaspaza 8 aktywuje zarow-
no siebie samg, jak i kaspaze 3 oraz 7, ktére nie
majg tej wlasciwosci (tab. 2) [3, 7, 8].

Substratami kaspaz mogg by¢ biatka cytozolo-
we, a takze jadrowe; miedzy innymi kaspazy tra-
wig bialka, takie jak:

— biatka cytoszkieletu: aktyne, [-katening,
a-fodryne, gelsoline, keratyne,

— biatka jagdrowe: laminy jadrowe, polimeraze
poli-ADP-rybozy (PARP), histon HI, biatko
Rel-B, rybonukloproteinaz¢ U1-70 kDa, biatko
Mdm?2 - negatywny regulator biatka supresoro-
wego p53, kinaze zalezng od DNA (DNA-PK —
DNA-dependet protein kinase), topoizomerazy
I i II, biatko Rb — kontroluje przechodzenie ko-
moérki przez kolejne fazy cyklu komérkowego,
biatko odpowiedzialne za kondensacje¢ chromaty-
ny (ACINUS - apoptotic chromatin condensation
inducer in the nucleus),

— biatka regulatorowe: inne prokaspazy, kina-
ze¢ FAK (focal adhesion kinase), kinazg 1
(MEKK1), fosfolipazg A2, biatlko DFF-45 (DNA

— fragmentation factor), biatko ICAD (inhibitor of
caspase-activated DNAse) [6, 8, 17].

Endonukleazy

Cechg charakterystyczna komoérek apopto-
tycznych odrdzniajgca je od komorek nekrotycz-
nych jest rozpad DNA na fragmenty o dtugosci
180-200 par zasad. Za proces ten sg odpowie-
dzialne endonukleazy, ktdre katalizujg rozerwanie
wigzan internukleosomalnych. Sg one zalezne od
jonéw Ca?* lub Mg?*, przewaznie o optimum dzia-
tania w pH 7.5, a ich inhibitorami mogg by¢ jony
Zn**, EDTA czy EGTA. Poznano kilka nukleaz
uczestniczacych w procesie apoptozy. Endonukle-
aze NUC-18 opisal Gaido i Cidlowski (1991 r.),
a odkryto ja w limfocytach. W komérkach nie ule-
gajgcych apoptozie wystepuje w formie nieaktyw-
nej w postaci kompleksu o masie > 100 kDa.
Oczyszczona nukleaza NUC-18 ma podobng se-
kwencje aminokwaséw co cyklofilina A. DNaza [
zalezna od jonéw Ca?*, dokonuje cigcia pozosta-
wiajac wolny koniec 5’— P oraz 3’— OH, obecna
jest w szorstkim retikulum endoplazmatycznym,
aparacie Golgiego, pgcherzykach wydzielniczych
oraz przestrzeni okotojadrowej. DNaza II jest za-
lezna od jonéw Ca** oraz Mg**. Opisano tez i inne
endonukleazy, jak np.: endonukleaze AW 34;
DNaze y [2, 9, 10, 12, 16, 18], czy czynnik DFF
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Tabela 2. Rodzaje kaspaz [wg 8]
Table 2. Type of caspases [see 8]

Kaspaza Nazewnictwo Dtugos¢ domeny Cigzar czasteczkowy (kDa)
(Caspase) (Name) (Long of domain) (Molecular weight) (kDa)
Kaspaza 1 ICE diuga 45

Kaspaza 2 ICH-1, Nedd-2 dluga 51

Kaspaza 3 Cpp-32, Yama, apopain krétka 32

Kaspaza 4 TX, ICH-2, ICErel-II dluga 43

Kaspaza 5 TY, ICErel-1II krétka 48

Kaspaza 6 Mch2 krétka 34

Kaspaza 7 Mch3, ICE-LAP3, CMH-1 krotka 35

Kaspaza 8 FLICE, Mach, Mch5 dluga 55

Kaspaza 9 ICE-LAP6, Mch6 dluga 46

Kaspaza 10 Mch4 diuga 55

Kaspaza 11 mlICH-3, mCASP-11 dluga 43

Kaspaza 12 MICH-4, mCASP-12 dluga 50

Kaspaza 13 ERICE diuga 43

Kaspaza 14 MICE krétka 30

(DNA — fragmentation factor), ktérego zadaniem
jest fragmentacja DNA. Jest heterodimerem skta-
dajacym si¢ z 2 podjednostek 40 i 45 kDa. Podjed-
nostka DFF45 ma 2 miejsca rozpoznawane przez
kaspaze 3 i pelni role regulatorowg, a podjednost-
ka DFF40 jest podjednostkg katalityczng nukleazy
(CAD/DFF40 — caspase activated DNase) [2, 8].

Rodzina receptoréw TNF

Kaspazy mozna aktywowac za posrednictwem
niektorych receptoréw btonowych, np. z rodziny
receptoréw czynnika martwicy nowotworéw. Do
rodziny tej naleza receptory TNF-R (typ 11 II), re-
ceptor czynnika wzrostu nerwu (p75, NGF-R), re-
ceptor CD27, antygen CD40 oraz antygen
Fas/Apol. Receptory te nalezg do biatek btono-
wych, ktére wykazujg wyrazng homologi¢ w cze-
Sci zewngtrzkomérkowej oraz pewne podobieni-
stwo w czesci cytoplazmatycznej. Czes¢ zewnatrz-
komorkowa (koniec — C) zawiera 3—6 domen bo-
gatych w cysteine, ktére uczestniczg w rozpozna-
waniu ligandow. W cytoplazmatycznej czgsci sg
obecne charakterystyczne sekwencje aminokwa-
sOw (80-90 aa), ktore tworzg tzw. domene¢ Smierci
DD (death domain). Mutacje w tej czgsci powodu-
ja, ze receptory te nie sg zdolne do indukowania
apoptozy. Domena ta jest obecna réwniez w kina-
zie DAP, biatkach adaptorowych (FADD,
TRADD, RIP) i niektérych biatkach struktural-
nych, jak np. ankyryna [6]. Receptory TNF-R1
oraz TNF-R2 sg zdolne do przekazywania sygna-
16w prowadzacych zaréwno do smierci, jak i pro-
liferacji komorki. Ich synteza jest zwigzana
z cAMP, IL-2, stymulacjg mitogenami, LPS. Re-
ceptor TNF-R1 wigze si¢ z biatkami adaptorowy-

mi, takimi jak: TRADD, FAN, TRAF2, RIP, z ko-
lei receptor TNF-R2 z TRAF1 oraz TRAF2 [19].
Receptor Fas (CD95 Iub Apol) jest obecny na po-
wierzchni komoérek uktadu immunologicznego,
szczegOlnie limfocytach T oraz B, a takze w no-
wotworowych komoérkach limfoidalnych, komor-
kach grasicy, watroby, nerek, serca. Nalezy do re-
ceptoréow glikozylowanych o masie 45 kDa, ktéry
po zwigzaniu ligandu lub przeciwciata ulega oli-
gomeryzacji [6, 8, 20]. Receptor CD27 jest obecny
tylko na powierzchni okreslonych subpopulacji
limfocytéw T lub B i bierze udzial zaréwno w in-
dukowaniu ich do apoptozy, jak i proliferacji, przy
czym koniec N jest nieco krétszy niz cytoplazma-
tyczny fragment TNF-R1/R2 czy Fas oraz rézni
si¢ tym, ze nie ma domeny DD [6, 9]. Antygen
CDA40 jest glikoproteing o masie 40 kDa obecng na
limfocytach B, makrofagach, komérkach endote-
lialnych, fibroblastach, keratynocytach, komor-
kach dendrytycznych oraz niektérych komoérkach
nowotworowych, np. raka pgcherza moczowego,
piersi, jajnikéw, skory. Stanowi tzw. drugi sygnat
aktywacji, gdyz taczac sie z ligandem CD40L (an-
tygen CD154) aktywuje limfocyty B oraz makro-
fagi. Jego pobudzenie wigze si¢ z regulacjg uktadu
odpornosciowego, wilgczajac w to prawidiowg
proliferacje oraz rdznicowanie limfocytéw B,
ochrong przed zakazeniami, odrzucanie przeszcze-
péw. Sugeruje sie, ze w komoérkach nowotworo-
wych polaczenie CD40 z ligandem moze mieé
r6zny skutek. Alexandroff et al. [21, 22] zaobser-
wowali, ze potaczenie CD40 z rekombinowanym
ligandem powodowato wzrost stezenia ICAM-1
oraz Fas na powierzchni komoérek nowotworo-
wych oraz wzrost wytwarzania pewnych cytokin,
np. IL-6, IL-8, co indukowalo apoptoze i prowa-
dzito do zahamowania wzrostu. Inni badacze su-
geruja, ze aktywacja CD40 nie powoduje apopto-
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zy, wrecz przeciwnie — stymuluje ich podzialy.
Hollmann et al. [22] w wyniku stymulacji recepto-
ra CD40 linii komérkowych A20 oraz M12 (z eks-
presja IgG, bedacych odpowiednikami dojrzatych
limfocytéw B) odnotowali zahamowanie wzrostu
oraz wzrost odsetka komoérek apoptotycznych
w przeciwienstwie do linii WEHI 231 oraz WEHI
279 (linie nowotworowe powstale w wyniku na-
promieniowania lub traktowania olejami mineral-
nymi, z ekspresjg IgM, reprezentujgce niedojrzale
limfocyty B). Zatem rola CD40 w komérkach no-
wotworowych nie jest do korica poznana i prawdo-
podobnie zalezy od typu nowotworu [19].

Bialka adaptorowe

W przekazywaniu sygnaléw z receptoréw po-
sredniczg tak zwane biatka adaptorowe. Poznane
dotad biatka adaptorowe to: FADD/MORT, DAXX,
TRADD, FAN, SIVA, TRAF1 i 2, RIP,
CRADD/RAIDD. Niektére z nich wspoétdziataja
zar6éwno z receptorem Fas, jak i receptorem TNF

FAS-L

(ryc. 1). Wigkszos¢ biatek adaptorowych (z wyjat-
kiem FAN) ma domen¢ smierci (DD — death do-
main), dzigki ktérej oddziatuja z takg samg dome-
ng znajdujacg si¢ po cytoplazmatycznej stronie re-
ceptora [6].

Regulatory apoptozy

Wiele czynnikéw jest zdolnych do wywotania
Smierci komorek. Moga to by¢ zwiazki zaburzajace
cykl komoérkowy, brak czynnikéw wzrostu, szok
termiczny, stres oksydacyjny, aktywacja okreslo-
nych receptoréw, zwigzki uszkadzajace DNA [6].
Do czynnikéw wywotujgcych apoptoze nalezg: pro-
mieniowanie ultrafioletowe i1 promieniowanie Y,
gdyz generujg one powstawanie reaktywnych form
tlenu, tj. H,O, oraz OH’, wolne rodniki powodujace
uszkodzenia DNA, niedob6r czynnikéw wzrostu,
np.: IL-2 czy IL-6, co prowadzi do zahamowania
podzialéw, wzrost stezenia jonéw Ca’*, metanol,
azydek sodu, aktynomycyna D, kolchicyna — win-
krystyna — winblastyna, ktére hamujg cykl komor-

Cow

l btona komérkowa
cell membrane

—
O

FADD

RAIDD

N

prokaspaza 2 — kaspaza 2
procaspase 2 — caspase 2

prokaspaza 3 — kaspaza 3
procaspase 3 — caspase 3

cytozol

TRADD FAN
FADD RIP obojetna
sfingomielinaza
l neutral

sphingomielinase

prokaspaza 8 — kaspaza 8§ RAIDD
procaspase 8 — caspase 8

ceramid
ceramide

prokaspaza 2 — kaspaza 2
procaspase 2 — caspase 2

prokaspaza 10 — kaspaza 10
procaspase 10 — caspase 10
prokaspaza 6 — kaspaza 6
procaspase 6 — caspase 6
prokaspaza 7 — kaspaza 7

—> procaspase 7 — caspase 7 /

\/

APOPTOZA
APOPTOSIS

Ryec. 1. Stymulacja btonowych receptoréw smierci FAS i TNF-R1 prowadzgca do apoptozy [wg 6, 7]

Fig. 1. Stimulation of FAS and TNF-R1 death receptors providing to apoptosis [see 6, 7]
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kowy, obnizenie syntezy glutationu, N-acetylosfin-
gozyna, rapamycyna [5, 9, 23].

Czynnikami antyapoptotycznymi sg migdzy
innymi: EDTA, DTPA, TEMPO, IL-1p3, TNF-q,
GM-CSF, IL-2, SCF, IL-3, IL-5, IL-10, N-(2-mer-
kaptoetylo)1,3-propanodiamina oraz biatko hsp 70,
hamujace apoptoz¢ spowodowang stresem oksy-
dacyjnym [4, 10].

Wirusy syntetyzujg biatka, ktére mogg byc
badZ aktywatorami apoptozy, badZ tez jej inhibito-
rami. Wsréd wirusowych inhibitoréw apoptozy wy-
r6znia si¢: biatko Crm A (cytokine response modi-
fier) wirusa ospy, ktére hamuje kaspazy w réznych
fazach apoptozy, biatko IAP, biatko p53 bakulowi-
ruséw, biatka adenowiruséw, tj: E1IB19K — funkcjo-
nalny homolog Bcl-2, EIB55K — inhibitor p53 oraz
E3-14.7K powodujacy blokowanie indukcji recep-
tora TNF oraz uwalnianie kwasu arachidonowego,
SPI-2 (vaccinia) — inhibitor kaspaz, biatko pX wiru-
sa HBK powodujgce inaktywacje p53, wydzielane
przez wirusa Epsteina Barr: Bhrfl — homolog Bcl-2
oraz Lmpl, ktéry prowadzi do aktywacji NF-kB.
Wirus KSHV produkuje ORF16 oraz Lmw-5hl, be-
dace homologami Bcl-2 [3, 6, 7, 8, 16].

Do wirusowych czynnikéw indukujgcych
apoptoze nalezg: biatko Tat wirusa HIV, ktére po-

czynniki indukujace apoptoze
apoptosis-induces factors

woduje wzmozone wytwarzanie ligandu dla recep-
tora Fas, biatko Tax wirusa HTLV-1 oraz duzy an-
tygen T wirusa SV40, ktéry promuje syntez¢ bial-
ka p53 (tab. 3).

Wsréd infekeji wirusowych apoptoza odgry-
wa szczeg6lng role w zakazeniach wirusem HIV,
obserwuje si¢ bowiem uposledzong odpornos¢ na
skutek apoptozy limfocytéw CD4* i CD8*, ktdre
wykazuja nasilong ekspresje receptora Fas (CD95)
1 wzmozong wrazliwos¢ na Fas-L. Wirus HIV ak-
tywuje synteze biatka p53, co prowadzi do wypty-
wu cytochromu c oraz AIF z mitochondriow.
W przebiegu zakazenia HIV obserwuje si¢ ponad-
to uposledzenie syntezy przez limfocyty Thl nie-
ktérych cytokin o dzialaniu antyapoptotycznym:
IL-2, IL-12 [12, 15].

W regulacji apoptozy uczestniczy réwniez
biatko FLIP (FLICE — inhibitory protein, okreslane
czasem jako: CASPER, FLAME, CASH I-FLICE,
MRIT), charakteryzujace si¢ obecnoscig w N-kon-
cu dwoch efektorowych domen smierci DED
(death effector domain), przez ktéra taczy sie z ta-
ka samg domeng obecng na innych biatkach. Ko-
niec C charakteryzuje si¢ podobieristwem sekwen-
cji do prodomeny kaspazy 8 i 10. Biatko to nie ma
aktywnosci enzymatycznej i istniejg sugestie, ze

blona komérkowa
cell membrane

biatko Bax v
Bax protein

mitochondrium
mitochondria

cytochrom ¢
cytochrome ¢

Apaf-1

X

prokaspaza 9 — kaspaza 9
procaspase 9 — caspase 9

prokaspaza 3 — kaspaza 3
procaspase 3 — caspase 3

e

prokaspaza 8 — kaspaza 8 cytozoi
procaspase 8 — caspase 8 cytoso
(proteoliza)
(proteolysis)
_ _— aktywne biatko Bid

active Bid protein

prokaspaza 6 — kaspaza 6
procaspase 6 — caspase 6

Z
prokaspaza 10 — kaspaza 10 ‘ apoptoza

procaspase 10 — caspase 10

prokaspaza 7 — kaspaza 7
procaspase 7 — caspase 7

apoptosis

Ryec. 2. Alternatywna mitochondrialna droga apoptozy [wg 14]

Fig. 2. Alternative mitochondrial pathway of apoptosis [see 14]
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Tabela 3. Przyktady czynnikéw pro- oraz antyapopto-
tycznych [wg 10, 23]

Table 3. Examples of proapoptotic and antiapoptotic
factors [see 10, 23]

Niektore czynniki
wywotujace apoptoze
(Some of proapoptotic
factors)

Niektore czynniki
hamujace apoptoze
(Some of antiapoptotic
factors)

Ozon

etylenodiaminotetraoctan
(EDTA)

Tlenek azotu (w matym
stezeniu)

dietylotetraaminopenta —
octan (DTPA)

Deksametazon 2,2,6,6-tetrametylopipery-
dyno-1-oksyl (TEMPO)

Etopozyd N-t-butylo-fenylonitron
(PBN)

Tapsygargina kurkumina

Leki cytotoksyczne — katalaza

kamptotecyna, melfalan,

chlorambucyl

N-acetylosfingozyna glutation

Cyjanki witamina E

Kwas retinoidowy tioredoksyna

cis-diaminochloroplatyna

dietyloditiokarbaminian

Promieniowanie
nadfioletowe

penicyloamina

Promieniowanie jonizujace

dysmutaza ponadtlenkowa

Duzy antygen T wirusa
SV40

N-(2-merkaptoetylo)1,3-
-propanodiamina

Daunomycyna wirusowy czynnik
E1B-19K

Akroleina wirusowy czynnik
E1B-55K

Antracykliny wirusowy czynnik
E3-14.7K

Bleomycyna wirusowy czynnik Bhrfl

Wirusowe biatko Tat wirusowy czynnik Lmp1

Wirusowe biatko Tax wirusowy czynnik SPI-2

moze dziala¢ jako czynnik pro- lub antyapopto-
tyczny [6, 8, 19].

Biatko Apaf-1 (apoptotic protease activating
factor) jest biatkiem nalezacym do induktoréw
apoptozy. Na koricu N zawiera domen¢ CARD,
ktéra umozliwia oddziatywanie z innymi kaspa-
zami, majgcymi tzw. duzg prodomeng. Na koricu
C znajduje si¢ domena umozliwiajgca oddziaty-
wanie z cytochromem c (domena bogata w po-
wtérzenia WD ok. 40), a takze miejsce wigzania
dATP lub ATP. Po zwiazaniu dATP oraz cyto-
chromu c biatko Apafl za posrednictwem dome-
ny CARD taczy si¢ z prokaspazg 9 (ryc. 2) [24].

Rodzina bialek bcl-2

Biatka nalezgce do tej rodziny moga dziata¢
pro- lub antyapoptotycznie i tworzy¢ homo- lub
heterodimery [2, 7, 8]. Podobnie jak kaspazy, bial-
ka nalezace do rodziny bialek bcl-2, réwniez majg
pewng homologi¢. Poréwnanie sekwencji tych
bialek doprowadzitlo do wyrdznienia 4 konserwa-
tywnych obszaréw, tzw. domen BH (Bcl-2 homo-
logy domain), tj.. BH1, BH2, BH3, BH4. Wsrdd
proapoptotycznych cztonkéw rodziny bcl-2, do-
mena BH3 okazata si¢ bardzo wazna zaréwno dla
dimeryzacji z innymi czlonkami tej rodziny, jak
i dla indukcji apoptozy. Wigkszos¢ biatek rodziny
bcl-2 ma hydrofobowy koniec C, ktéry umozliwia
im przylaczenie si¢ do zewngtrznej blony mito-
chondrialnej. Bialka, ktére nie majg tej domeny,
np. biatka cytozolowe Bad czy Bid, moga prze-
mieszczaé si¢ do mitochondriéw przez asocjacje
z innymi biatkami lub w wyniku tworzenia kom-
pleksow z biatkami nalezgcymi do tej rodziny. Ta-
ka heterodimeryczna asocjacja, a nastgpnie trans-
lokacja jest regulowana przez fosforylacje (np. fo-
sforylacja biatka Bad hamuje jego asocjacje z Bcl-
L oraz Bcl-2).

Do antyapoptotycznych biatek naleza: Bcl-2,
Bcel-xL, Bel-w, Mcl-1, Nr13, A1/Bft-1, ktére za-
zwyczaj hamujg aktywacje¢ kaspaz. Z kolei do bia-
tek proapoptotycznych nalezg: Bax, Bak, Diva,
Bad, Bcl-xs, Bik, Bim, Hrk, Nip3, Nix, Bid. Za-
réwno jedne, jak i drugie sg niezb¢dne do normal-
nego rozwoju komérek oraz do utrzymania homeo-
stazy organizmu. Po raz pierwszy gen dla biatka
Bcl-2 zlokalizowano w chromosomie [t(14:18)
(q32:921)] w ludzkiej ziarnicy zlosliwej, gdzie
biatko Bcl-2 wspomagalo onkogeneze w wyniku
supresji apoptozy. Od stosunku biatek pro- i anty-
apoptotycznych zalezy, czy komoérka ulegnie
apoptozie. Ostatnie badania sugerujg, ze biatka te
mogg by¢ regulowane w wyniku modyfikacji
posttranslacyjnej, co §wiadczy o tym, zZe sg to bial-
ka zalezne od srodowiska, w jakim znajduje si¢
komoérka [7]. Wykazano np. ze biatko Bcl-2
wspoéldziata w regulacji z biatkiem Bax. Obydwa
biatka wykazujg duze podobieristwo w sekwencji
aminokwaséw 1 tworza ze sobg kompleksy. Jesli
w komérce jest nadmiar biatka Bcl-2, to zwigzuje
ono catg pule biatka Bax, a pozostate biatko Bcl-2
tworzy homodimery (moze réwniez zaistnie¢ sytu-
acja odwrotna, gdy nadmiar biatka Bax zwigzuje
calg pule biatka Bcl-2, a pozostata reszta Bax two-
rzy homodimery). Najlepiej zidentyfikowanym
biatkiem z tej rodziny jest biatko Bcl-2, zlokalizo-
wane w wewnetrznej btonie mitochondrialnej,
btonie jadrowej i czgsciowo w siateczce Srddpla-
zmatycznej [9, 16]. Biatko Bax jest biatkiem cyto-
zolowym, przemieszcza si¢ do mitochondridw,
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umieszcza w zewngtrznej ich blonie i osigga ak-
tywng konformacje i/lub oddziatuje z biatkami tej
btony tworzac pory, przez co uwalnia cytochrom ¢
z przestrzeni migdzykomoérkowej [8]. Biatko Bid
do swojej proapoptotycznej funkcji wymaga pro-
teolizy przez kaspazg 8. Jest to peptyd o masie
czasteczkowej 15 kDa, ktéry w wyniku aktywacji
przedostaje si¢ z cytozolu do mitochondréw
i uwalnia cytochrom c, zmieniajagc przepuszczal-
nos¢ btony mitochondrialnej, prawdopodobnie
wspotdziatajac przy tym z biatkiem Bax [8]. Bial-
ka Bak 1 Bax moga laczy¢ si¢ z innym biatkiem
umiejscowionym w zewngetrznej btonie mitochon-
drium, okreslanym nazwg VDAC (voltage depen-
dent anion chanel — kanal blonowy, ktéry moze
by¢ zamykany i otwierany m.in. przez zmiany na-
pigcia elektrycznego i polianiony). VDAC jest
jednym z gtéwnych sktadnikéw zewngtrznej bto-
ny mitochondrialnej komoérek eukariotycznych.
W normalnych warunkach VDAC jest nieprzepusz-
czalny dla cytochromu c, ale po potagczeniu z bial-
kami Bax i Bak powoduje powstanie kanatu bto-
nowego, przepuszczajacego cytochrom c do cyto-
plazmy. Biatko Bcl-2 dziata odwrotnie — po przy-
taczeniu do VDAC zamyka jego swiatlo, co pro-
wadzi do zatrzymania Smiercionosnego cytochro-
mu wewnatrz mitochondrium [15].

Apoptoza leukocytow

Apoptoza leukocytéw moze by¢ jednym z po-
wodow zmniejszenia ich ogdlnej liczby i odpor-
nosci immunologicznej, co wigze si¢ z ryzykiem
zakazenia, zachorowaniem na raka lub chorobami
autoimmunologicznymi [25]. Jest istotnym me-
chanizmem homeostatycznym w obrebie uktadu
immunologicznego, ktéry utrzymuje pule limfocy-
téw na odpowiednim poziomie. Odpowiada mie-
dzy innymi za samoeliminacj¢ limfocytéw w gra-
sicy (pozytywna i negatywna selekcja) czy za poz-
bywanie si¢ limfocytéw ulegajacych proliferacji
pod wptywem antygenu [9, 11].

Dojrzate neutrofile majg najkrétszy czas prze-
zycia wsrdd leukocytow, gdyz cata populacja neu-
trofiléw ulega apoptozie w ciggu 72 godzin. Petnig
one istotng role¢ w organizmie czlowieka, a ich
liczba zwigksza si¢ w zakazeniu pasozytami i bak-
teriami. W obecnosci N6-hydroksy-L-argininy,
w wyniku mechanizmu zaleznego od NOS (synta-
za tlenku azotu) produkujg one tlenek azotu, ktéry
jest czasteczkg sygnalng, arylosulfatazg oraz hista-
minaze, ktére degradujg mediatory zapalne [26].
Pewne cytokiny, tj.. GM-CSF, G-CSF, IL-1p,
TNF-a czy IFN-y, podobnie jak IL-2, przediuzajg
czas zycia neutrofildéw i opdzniajg ich apoptozg.

Ponadto substancje, takie jak: LPS, sktadnik
C5a dopetniacza, FMLP (N-formylo-L-metionylo-
leucylofenyloalanina) — chemoatraktant, czy tez
katalaza, op6Zniajg apoptoz¢ neutrofiléw o ponad
24 godziny. Obrona przed apoptozg przez te cyto-
kiny wigze si¢ z indukcjg syntezy RNA oraz bia-
tek, a takze w przypadku GM-CSF z wptywem na
fagocyty, ktérych funkcja — wchianianie apopto-
tycznych neutrofiléw — jest modulowana przez te
cytoking [10]. Glutation, jeden z wazniejszych an-
tyoksydantéw, moze réwniez wplywac na przezy-
cie i potencjal zapalny neutrofiléw. Podobnie jak
GM-CSF, na neutrofile dziata dibutynylocAMP,
ktéry hamuje ich apoptoz¢. Réwniez prostaglan-
dyna E2 (PGE2) wplywa na aktywacj¢ neutrofi-
16w 1 hamuje ich apoptozg. Jednak Misso et al.
[27] nie zauwazyli hamujgcego jej wptywu na ten
proces, co mogto mie¢ zwiazek ze stezeniem, ja-
kiego uzyli w swoim badaniu (10 nM PGE2).
W badaniach innych autoréw PGE2 oraz 11-deo-
ksy-PGE1 hamowaty apoptoz¢ neutrofiléw w ste-
zeniu odpowiednio 1 i 10 pM. Dzialanie tych
wiekszych stezen PGE2 prawdopodobnie ma
zwigzek ze wzrostem wewngtrzkomérkowego
stezenia cAMP oraz aktywacjg kinazy biatkowej
typu I zaleznej od cAMP. Misso et al. zauwazyli
takze, ze stezenie PGE2 (10 nM) znaczaco hamo-
walo apoptozg eozynofiléw, co wskazuje na ich
wrazliwos¢ na te substancje [27]. Mimo ze neutro-
file same produkujg tlenek azotu, to jednak egzo-
genny NO dostarczany od donoréw ‘NO moze
wzmacnia¢ apoptoze neutrofilow.

Apoptoza neutrofiléw odgrywa ogromng role
w kontroli uszkodzen tkanki i nacieku komorek,
gdyz neutrofile ulegajac apoptozie, tracg mozliwo-
$ci chemotaktyczne, po czym nastepuje ich degra-
nulacja. Przedtuzony okres zycia i aktywacja neu-
trofiléw natomiast prowadzi do chronicznego stanu
zapalnego i uszkodzenia tkanki.

Eozynofile odgrywajg role w reakcji zapalnej
typu p6Znego, w chorobach alergicznych, np. ast-
mie oskrzelowej, chorobie atopowej i w inicjacji
kontroli odpowiedzi immunologicznej. Swiezo
wyizolowane eozynofile ulegajg apoptozie po
3—4 dniach inkubacji; w obecnosci IL-5 zyjg diu-
zej, gdyz cytokina ta przedtuza ich zywotnos¢ na-
wet o 80 godzin. Podobnie dziata IL-3 oraz
GM-CSF. Jednak, jak wykazali Simon et al., inku-
bacja eozynofilow przez 30 min z GM-CSF nie
powodowata przedtuzenia okresu ich przezycia,
co $wiadczy o tym, ze inhibicja apoptozy nastgpu-
je tylko przy stalej obecnosci tego czynnika [28].
Leczenie glukokortykosteroidami prowadzi zwy-
kle do obnizenia liczby eozynofilow i obnizenia
stezenia IL.-5 w surowicy u chorych na astme [10,
28]. Apoptoze eozynofilow mozna wywotac trak-
tujac je TGF-B1.



Apoptotyczna smier¢ komoérki

553

Monocyty ulegaja apoptozie, jesli nie sg sty-
mulowane w odpowiedni sposéb. Cytokiny proza-
palne, tj.: IL-1p3, IL-8, TNF-a oraz GM-CSF, ktére
warunkujg prawidlowe funkcjonowanie monocy-
téw, sg produkowane przez aktywowane monocy-
ty, co wskazuje na mozliwos¢ zaréwno autokryn-
nej, jak 1 parakrynnej kontroli ich przezycia
w przypadku odpowiedzi immunologicznej. Po-
nadto TNF-a hamuje apoptoz¢ w hodowlach doj-
rzatych monocytéw in vitro [10].

Limfocyty B — komoérka pro-B powstajgca
z komorki pnia podlega apoptozie wtedy, gdy ule-
gnie nieprawidlowej ekskluzji allelicznej (rekom-
binacja VDJ). Kolejne stadium, podczas ktérego
moze dochodzi¢ do apoptozy limfocytow B,
zachodzi wéwczas, gdy niedojrzata komérka B ja-
ko receptor ma jedynie monomeryczng IgM i1 gdy
rozpoznaje wlasne antygeny organizmu [11].
Vit et al. zauwazyli, ze aby wywota¢ apoptoze
ludzkich B-limfoblastéw zalezng od receptora Fas,
jest wymagana aktywnosc kaspazy 8, lecz w przy-
padku apoptozy, spowodowanej promieniowa-
niem jonizujagcym czy tez mitomycyng C, aktyw-
nos¢ ta nie jest konieczna. Badania te wskazuja, ze
w odpowiedzi na uszkodzenie DNA aktywacja ka-
spazy 8 jest niezalezna od potaczenia receptora
Fas z ligandem. Droga prowadzaca do aktywacji
kaspazy 8 po ekspozycji na promieniowanie jonizu-
jace bezposrednio zalezy od postmitochondrialne;j
aktywnosci, podczas gdy indukowanie mitomycyng
C moze angazowaé zarOwno aktywacje receptora
Fas bez przytaczenia ligandu, jak i postmitochon-
drialng aktywacje proteazy Z-VAD fmbc [17].

PiSsmiennictwo

Limfocyty T ulegaja fizjologicznej apoptozie
podczas pozytywnej i negatywnej selekcji w grasi-
cy. Selekcja pozytywna odbywa si¢ w korze grasi-
¢y i polega na tym, ze przezywaja tylko komorki
rozpoznajagce antygeny zgodnosci tkankowej
(MHC). Selekcja negatywna polega na tym, ze
w rdzeniu grasicy apoptozie ulegajg limfocyty T,
ktére rozpoznajg i reaguja na antygeny wilasne
organizmu [11]. Apoptozie ulegajg rowniez limfo-
cyty T starzejace sie, ktore charakteryzujg si¢ zaha-
mowaniem podzialéw, skréceniem dlugosci telo-
merdw, zmniejszeniem liczby receptoréw: CD28
(bardzo istotny do zapoczgtkowania stymulacji wy-
maganej do proliferacji i odpowiedzi komoérek T),
CDA40L (CD154) oraz CD134. Limfocyty T starze-
jace si¢ majg wigkszg ekspresje CD95, ale zmniej-
sza si¢ ona u ludzi po 75. roku zycia, z kolei mto-
de limfocyty T wykazuja jedynie 12% ekspresji an-
tygenu CD95 w poréwnaniu z limfocytami dojrza-
tymi [25, 29]. W apoptozie dojrzatych limfocytéw
T bierze udziat gléwnie receptor Fas oraz TNF-R1
[20]. Dojrzate limfocyty T sg bardzo wrazliwe na
apoptozg indukowang TNF-a. Na wzrost potencja-
tu apoptotycznego wptywa ponadto obnizona ak-
tywnos¢ GSH [19, 25], a takze nadekspresja biatka
Ras, ktéra prowadzi do wzrostu ekspresji ligandu
dla receptora Fas, prawdopodobnie przez aktywa-
cj¢ kinazy MAP oraz w wyniku synergizmu z inny-
mi czynnikami stymulujgcymi. Biatko Ras moze
réwniez wzmagaé apoptoze przez indukcje auto-
krynnej aktywacji receptora Fas [30].
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