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UDZIAL ZAKWASZENIA WEWNATRZKOMORKOWEGO W PROCESIE APOPTOZY

Fizjologiczna Smier¢ komorkijest powszech-
nym zjawiskiem wystepujagcym w organizmach
wielokomoérkowych (Kerr i wspotaut. 1972). Te
odwazng ale zupetnie zlekcewazona hipoteze
zaproponowat Andrew H. Wyllie 24 lata temu.
Dopiero obserwacje dotyczgce ,koniecznej”
Smierci komorek poczynione kilkanascie lat
poézniej przekonaty niedowiarkow i przyczynity
sie do zmian w sposobie myslenia biologow i
genetykéw. Badajac rozw6j embrionalny Cae-
norhabditis elegans stwierdzono, iz w czasie
jego trwania 131 komoérek (12% catkowitej licz-
by komoérek) specyficznie umieraw okreslonym
czasie i miejscu (Ellis i wspotaut. 1991). Innym
przyktadem jest proces eliminacji tymocytow
niezdolnych do rozpoznania antygenéw zgod-
nosci tkankowej, co zapobiega chorobie auto-
immunologicznej (Osborne 1995). W ten spo-
séb 97% tymocytow grasiczych jest wyelimino-
wanych w ciagu zaledwie pierwszych paru dni
ich zycia. Morfogeneza konczyn (selekcja wita-
Sciwej liczby palcéw, np. u ssakéw; Kerr i
wspoétaut. 1972), regresja prostaty, resorbcja
tkanek budujgcych gruczoly mleczne (Keer i
wspoétaut. 1972, Arends i Wyllie 1991) czy
eliminacja komoérek (np. nerwowych, nabtono-
wych) pozbawionych czynnikéw warunkujg-
cych przezycie (O’Connor i Wyttenbach 1974,
R aff iwspotaut. 1993, Koseki i wspotaut. 1992,
Meredith Jriwspétaut. 1993, Frisch i Francis
1994) sg takze zwigzane ze $Smiercig niepozada-
nych komorek.

Celowe obumieranie komérek obserwuje sie
wiec w takich przypadkach, jak embriogeneza,
atrofia organéw, eliminacja komdrek genetycz-
nie niesprawnych czy utrzymywanie dynamicz-
nej rdwnowagi w dojrzatych tkankach. Czynniki
naturalnie wywotujace fizjologiczng $Smier¢ ko-
morki mogg czasami powodowac wrecz nieule-
czalne schorzenia. Niezwykle spektakularnym

przyktadem moze by¢ tutaj mechanizm dziata-
nia wirusa HIV. Uwaza sie, ze pewne produkty
biatkowe kodowane przez genom wirusa wywo-
tuja bezposrednio (w zainfekowanych) lub po-
Srednio (w niezainfekowanych komorkach)
Smier¢ limfocytow T-CD4 pozytywnych (Amei-
sen 1992, Oyaizu i Pahwa 1995). Uszczuplenie
tej puli komérek powoduje niezdolnos$¢ chorego
organizmu do przeciwstawiania si¢ infekcjom.

We wszystkich tkankach, ktére posiadaja
zdolnos¢ odnawiania sie musi istnie¢ rownowa-
ga pomiedzy mitogenezg a Smiercig komorek.
Zmiany genetyczne, powodujgce zwiekszenie
tempa proliferacji badz zaktécajgce proces eli-
minacji, beda rzutowac na rozwo6j tkanek i moga
prowadzi¢ do procesu nowotworzenia. Z kolei
poznanie mechanizmoéw, ktére mogag prowadzic
do wybiodrczej eliminacji komérek (np. rako-
wych), moze mie¢ podstawowe znaczenie w le-
czeniu wielu choréb (Canman i Kastan 1995,
Craig 1995, Fisher 1994, Green i Martin 1995,
Leake i wspétaut. 1996, Lothem i Sachs 1996,
McDonnel i wspo6taut. 1995, Reed 1995,
Schulte-Hermann i wspotaut. 1995).

Proces usuwania komoérek z tkanek organi-
zmu przebiega nieustannie ijest zwany apopto-
za (z greckiego apoptosis — zrzucanie lisci).
Charakteryzuja go pewne stereotypy. Komorki
eliminowane w trakcie apoptozy podlegaja
charakterystycznym zmianom morfologicznym.
Tracg one kontakt z sgsiadami i zaokraglajg sie.
Endoplazmatyczne retikulum rozszerza sie i tg-
czy z btong plazmatyczng. Objeto$¢ komorki
drastycznie zmniejsza sie, jadro jest bardzo
skondensowane i z czasem rozpada sie na kilka
obtonionych tworéw. Wreszcie cata komoérka
zostaje podzielona na wiele tak zwanych ciat
apoptycznych, zawierajgcych fragmenty jader.
Zawartos¢ komorki nie uwalnia sie do otaczajg-
cego Srodowiska, gdyz integralnos¢ bion jest
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zachowana przez dtugi czas. Ciata apoptyczne
sg fagocytowane przez sgsiednie komoérki lub
makrofagi, bez wywotania odczynu zapalnego.
Usuwane w ten spos6b martwe komorki nie
powodujg zmian w strukturze tkankowej.

Apoptoza nie jest oczywiscie jedynym zjawi-
skiem prowadzacym do Smierci komorki. Ne-
kroza, termin zarezerwowany dla innych (niz
apoptoza) typow Smierci komoérek, to zdarzenie
podczas ktérego komodrka ulega degradacji w
spos6b bierny. Ulega ona lizie, czyli zawartos¢
komorki uwalnia sie do przestrzeni zewnatrzko-
morkowej, powodujac tym samym odczyn za-
palny i dalsze uszkodzenia sagsiadujgcych ko-
morek. Nekroza powoduje wiec rozlegte zabu-
rzenia w strukturze tkanek.

Apoptoza jest ogélnym terminem, ktory oz-
nacza zmiany morfologiczne. Mechanizmy bio-
chemiczne i genetyczne zachodzgce na pozio-
mie komoérkowym okresla sie obecnie mianem
~zaprogramowanej S$mierci komdrki” — PCD
(programmed cell death). Trzeba tujednak pod-
kreslic, ze ten termin nie obejmuje zjawisk
zwigzanych z procesem starzenia. Dlaczego moé-
wimy o zaprogramowanej Smierci komorki, lub
jak kto woli aktywnej Smierci czy Smierci samo-
bdéjczej? Otbdz jest to proces aktywny, regulowa-
ny (wywotywany) przez czynniki zewnatrzko-
morkowe, ktére uruchamiaja kaskade we-
wnatrzkomérkowych sygnatéw i prowadza do
ekspresji gendw, ktorych produkty dziatajg spe-
cyficznie, prowadzac do PCD. Koricowe a wiec
nieodwracalne etapy $mierci komorki charakte-
ryzuja sie przede wszystkim pojawieniem sig
aktywnych form specyficznych proteaz (Vaux i
Strasser 1996, Patel i wspotaut. 1996) i nu-
kleaz (Bortner i wspotaut. 1995, Eastman
1995, Kokileva 1994, W alker i Sikorska 1994,
Zhivotovsky i wspoétaut. 1994).

Genom komorkowy, kodujacy fundamen-
talne programy zycia komorki bedzie, rzeczjas-
na, gtbwnym celem uktadéw zaangazowanych
w aktywnej Smierci komoérki. Sposdb, w jaki
moze by¢ degradowana chromatyna (proteoliza
biatek histonowych i niehistonowych, nukleoli-
za DNA), jest prawdopodobnie wyznaczony
przez jej organizacje strukturalng. | tak odig-
czenie chromatyny od miejsc przyczepu do jg-
drowej matriks (sa to jednoczesnie miejsca ini-
cjacji syntezy DNA) bedzie pierwszym krokiem
na etapie wytgczenia podstawowych funkcji ge-
nomu i rozpoczecia wielostopniowej degradacji
DNA. Reakcje te beda prowadzity do PCD obser-
wowanej podczas koncowego réznicowania sie
komorek, czy PCD wywotanej stresem, na przy-
ktad genotoksycznym. Degradacja DNA pod-
czas PCD nastepuje w charakterystyczny spo-
sob. Wielkos¢ fragmentow DNA odzwierciedla,

wydaje sie, strukturalng organizacje chromaty-
ny w jadrze. Poczatkowo pojawiajg sie fragmen-
ty o wielkosci 50-300 x 103 par zasad i jej
wielokrotnosci. Te roznej wielkosci fragmenty
odzwierciedlajg organizacje DNA w chromaty-
nie i sg wynikiem trawienia struktur rozetko-
wych, petli i miedzynukleosomalnych odcinkéw
DNA (BortneriwspoOtaut. 1995, Eastman 1995,
Kokileva 1994, W alker i Sikorska 1994, Gro-
mova i wspoétaut. 1995).

Obecnie uwaza sie, ze aktywacja endonu-
kleaz jest wynikiem dziatania wewngtrzkomor-
kowych sygnatéw przekaznikowych. Z grubsza
mozna je podzieli¢ na te, ktérych dziatanie jest
zwigzane ze zwiekszeniem wewngtrzkomaor-
kowego wapnia (McConkey i Orrenius 1996,
Schwartzman i Cidlowski 1994) badz ze zmniej-
szeniem wewnatrzkomérkowego pH (Eastman
1994, 1995).

Komoérki zawierajg wiele ré6znych endonu-
kleaz, ktdre potencjalnie mogg by¢ zaangazowa-
ne w PCD. Poczatkowo zainteresowanie bada-
czy ogniskowato sie na nukleazach zaleznych
od jonow Mg i Ca. Niemniej jednak okazato sie,
ze wiele typow komoérek nie posiada takich en-
zymow i ze PCD moze by¢ wywotana bez wptywu
na podwyzszenie stezenia jondw wapnia w ko-
morce.

Pierwsze badania prowadzone nad PCD ko-
moérek HL-60 wykazaly, ze apoptozie towarzyszy
wzrost wewngtrzkomorkowego stezenia jonow
H a nie jonéw Ca (Barry i wspoétaut. 1993).
Rownolegle z obserwowang degradacjg DNA i
zmianami morfologicznymi charakterystyczny-
mi dla apoptozy pewna frakcja komérek wyka-
zywata zakwaszenie. Wewnatrzkomorkowe pH
tej populacji wynosito 6,5. Wewnatrzkomoérko-
we zakwaszenie, bedace wynikiem dziatania
cytotoksycznych zwigzkdéw badz wywotane usu-
nieciem czynnikéw wzrostowych, zaobserwo-
wano w szeregu typach komoérek (Barry i East-
man 1992, Morana i wspo6taut. 1994, Li i East-
man 1995, Rajotte i wspotaut. 1992, Rebollo
i wspotaut. 1995).

Co powoduje wewngtrzkomorkowe zakwa-
szenie i jaka jest rola tego procesu w PCD?
Nalezatoby tu zacza¢ od mechanizméw odpo-
wiedzialnych za obnizenie pH w komérce. Fra-
kcja komorek ulegajgcych apoptozie musi w
sposéb aktywny regulowaé¢ wewngtrzkomoérko-
we pH, gdyz jest ono nizsze od wartosci pH
zewnatrzkomorkowego. Przy tym komorki te w
dalszym ciggu zachowujg swojg integralnosg,
na co wskazuje utrzymywanie odwréconego
gradientu jonéw Ca. Tak wiec zmiana pH ko-
morkowego nastepuje w wyniku specyficznej
regulacji homeostazyjonow H, ktdra nie wptywa
na homeostaze innych jonéw (Madshus 1988).
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Komoérki reguluja swoje wewnatrzkomorkowe
pH dzieki wielu uktadom transportowym, z kté-
rych najwazniejsze sa: antyporter Na+/H ,ATP-
azy H+iwymieniacze dwuweglandéw.
Antyporter Na+/H+jest gtébwnym mechani-
zmem odpowiedzialnym za usuwanie protonéw
z komarki. Biatko to ma wysokie powinowactwo
do jondw H przy pH 6,0 ale nie jest aktywne,
gdy wewnatrzkomérkowe pH jest neutralne.
Aczkolwiek czynniki wzrostowe badz onkogeny
potrafig stymulowaé antyporter, powodujac je-
go aktywacje nawetw obojetnym pH. Aktywacja
ta prowadzi¢ bedzie do alkalizacji cytoplazmy —
znanego powszechnie zjawiska zapoczatkowu-
jacego proliferacje komorek (vairo i wspotaut.
1992). Jak dochodzi do zwiekszenia aktywnosci
antyportera? Ot6z sgdzi sie, ze powoduje to
fosforylacja tego biatka katalizowana przez Ki-
naze biatkowag C badz kinaze zalezng od mito-
genéw (Sardet i wspotaut. 1989, 1990, 1991).
Z kolei wyniki prac poswieconych PCD sugeru-
ja, ze w przypadku pozbawienia komérek czyn-
nikéw wzrostowych antyporter Na+/H+ nie jest
w stanie przeciwstawi¢ sie obnizaniu pH komo6-
rek. Oznacza¢ by to mogto utrate powinowac-
twa antyportera do jonéw H. Sytuacji tej mozna
zaradzi¢ podajgc komorkom czynniki wzrosto-
we lub estry forbolu. Sg to znane aktywatory
kaskady kinaz zaleznych od mitogenéw i kinazy
biatkowej C (gwoli wyjasnienia trzeba tu pod-
kresli¢, ze niektére czynniki wzrostowe bedg
oddziatywac¢ na komérke poprzez aktywacje tyl-
ko jednej z drog, aczkolwiek nie mozna wyklu-
czyc¢ faktu, iz kinaza C reguluje aktywnos¢ pew-
nych kinaz szlaku mitogennego; Kolch i wspot-
aut. 1993). Zakwaszenie komdérkowe raptownie
ustepuje, a i degradacja DNA jest takze zaha-
mowana. Tak wiec alkalizacja cytoplazmy spo-
wodowana aktywacjg antyportera przez estry
forbolu lub czynniki wzrostowe ratuje komorki
przed Smiercig. Natomiast zatrucie kinazy C
staurosporyng przeciwdziata ratujgcemu dzia-
taniu wyzej wymienionych czynnikéw (Cace-
res-Cortes i wspoétaut. 1994, Li i Eastman
1995, Morana i wspoétaut. 1994, Rajotte i
wspotaut. 1992, Rebollo i wspotaut. 1995).
Aktywacja receptora Fas lub poddanie ko-
morek naswietleniu ultrafioletem takze powo-
duje zakwaszenie wnetrza komoérki i degradacje
DNA (Gottlieb i wspotaut. 1996a). Utrzymanie
lekko alkalicznego pH komdrek zapobiegato
PCD. Receptor FAS nalzy do duzej rodziny re-
ceptorow ligandéw typu TNF (tumor necrosis
factor), ktérych funkcje polegaja na transmito-
waniu sygnatéw wywotujgcych smier¢ komérek
(Gill iwspoétaut. 1994, Lynch i wspétaut. 1995).
Uwaza sie obecnie, ze gtéwnym posrednikiem
wewnatrzkomoérkowym tej drogijest ceramid —

metabolit powstajgcy w wyniku specyficznej hy-
drolizy sfingomieliny (Obeid i Hannun 1995).
Bardzo waznym odkryciem byto wykazanie, ze
zwigzki cyto(geno)toksyczne, takie jak: promie-
niowanie UV, promieniowanie y czy nadtlenek
wodoru takze stymulujg produkcje ceramidu
prowadzgc do aktywacji zaleznych od ceramidu
kinaz (Verheij i wspotaut. 1996) i fosfataz biat-
kowych (Hannun i Obeid 1995, Jarvis i wspo6t-
aut. 1996), ktorych dziatanie wywotuje PCD.
Wiadomo réwniez, iz ceramid aktywuje czynnik
transkrypcyjny AP-1, ktorego role w PCD tez sie
postuluje (Sawai i wspotaut. 1995). Stad, rzecz
jasna, nie nalezy sie dziwi¢, ze dodanie samego
ceramidu do komorek spowodowato zakwasze-
nie wewnatrzkomorkowe i degradacje DNA
(Gottlieb iwspo6taut. 1996a).

Tak wiec mozna zaproponowac, ze to miedzy
innymi defosforylacja (zachodzgca dzigki zakto-
ceniu rownowagi pomiedzy aktywnoscig kinaz i
fosfataz biatkowych) biatek, na przyktad anty-
portera Na+/H+, powoduje rozpoczecie procesu
PCD manifestujgcego sie wewnatrzkomérko-
wym zakwaszeniu, ktore z kolei prowadzi do
aktywacji wrazliwych na niskie pH endonukleaz
i ewentualnie do degradacji DNA (Morana i
wspotaut. 1996).

Interesujgce dane przyniosty doswiadczenia
poswiecone roli biatek G (biatka wigzace GTP)
w procesie PCD. Biatka te petnig kluczowg role
w przewodnictwie sygnatéw komérkowych in-
dukowanych przez czynniki wzrostowe czy hor-
mony. Zasadniczg role w ich funkcji petni post-
translacyjna modyfikacja — izoprenylacja, kt6-
rajest odpowiedzialna za wtasciwg lokalizacje i
aktywnos¢ biologiczng bialek G (Casey 1992).
Zahamowanioe procesu izoprenylacji powoduje
zakwaszenie wewnagtrzkomoérkowe, degradacje
DNA i wreszcie Smier¢ komorki. Aktywacja
antyportera Na+/H+ przez estry forbolu, badz
odwrécenie inhibicji izoprenylacji przez mewa-
lonian, powodowaty podwyzszenie komorkowe-
go pH, zahamowanie degradacji DNA i zatrzy-
manie PCD (Perez-Sala i wspoétaut. 1995). Na-
lezy tu dodac¢, iz bezposrednie zahamowanie
antyportera takze powodowato degradacje DNA.
Biatka G posrednicza w regulacji pH komorki
przez czynniki wzrostowe (Moolenaar i wspot-
aut. 1983, Dhanasekaran i wspotaut. 1994).
Stgd zahamowanie ich aktywnosci biologicznej
nasladuje konsekwencje wywotane brakiem
czynnikéw wzrostowych, kulminujace sie w
PCD.

Natomiast protoonkogen Ras (biatko wigzg-
ce GDP i GTP odpowiedzialne za zainicjowanie
kaskady kinaz mitogennych) i biatko hamujace
PCD-blc-2 (Reed 1995) dziataja doktadnie w
odwrotny sposéb. Transfekcja komorek pro-
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toonkogenem Ras powoduje podwyzszenie we-
wnatrzkomorkowego pH (Schwartz i wspétaut.
1990) i zahamowanie procesu PCD (Ostad i
wspotaut. 1996). Podobne efekty obserwowano
w komorkach zainfekowanych wektorem eks-
presji bcl-2 (Reynotds i wspétaut. 1996, Mei-
senholder iwspélaut. 1996).

Opisane powyzej obserwacje wskazujg na
zaleznos¢ przyczynowoskutkowg pomiedzy
PCD wywotang pozbawieniem komorek czynni-
kéw wzrostowych lub dziataniem zwigzkéw cy-
to(geno)toksycznych azmiang wewngtrzkomoér-
kowego pH zwigzang ze specyficzng regulacja
antyportera Na+/H+. Najnowsze badania wska-
zujg takze na role ATPazy protonowej typu V
(wakuolarnej) w homeostazie jonéw H i PCD.
Zaobserwowano mianowicie, ze aktywacja tej
pompy zapobiega wewnatrzkomorkowemu za-
kwaszeniu i degradacji DNA (Gottlieb | WspOt-
aut. 1995a, 1996b). Postuluje sie rowniez, iz
zaktécenie funkcji mitochondrialnego tancucha
oddechowego moze spowodowaé obnizenie pH
komorki ijej Smierc¢ (Schuttze-Osthoff iwspot-
aut. 1993, Wolveltang i wspoOtaut. 1994). Cat-
kiem zdumiewajacej obserwacji dokonano ba-
dajac komorki posiadajgce powszechnie spoty-
kang mutacje w genie kodujgcym kanat chlor-
kowy typu CFTR (cystic fibrosis transmembra-
ne regulator). Komoérki te posiadajg wyzsze pH
wewnatrzkomaérkowe i nie sagw stanie wydziela¢
chlorkéw i dwuweglanéw w odpowiedzi na sty-
mulacje przez cAMP. Zatrucie tych komdrek
cykloheksamidem czy inhibitorem topoizome-
razy nie powodowato zakwaszenia cytoplazmy i
degradacji DNA badZ kondensacji chromatyny,
podczas gdy komorki posiadajace wiasciwy fe-
notyp wykazywaty charakterystyczne cechy
apoptozy (Gottlieb | Dosanjah 1996c). Nato-
miast zahamowanie aktywnosci kanatu w zdro-
wych komoérkach protegowato je przed zgub-
nym wptywem cytotoksyn.

W ostatnich latach zgromadzono obfite dane
dokumentujgce udziat nukleaz w tak waznych
procesach, jak reperacja DNA czy apoptoza.
Sugeruje sie wrecz, ze wielofunkcyjne endonu-
kleazy biorgce udziat w procesach rekombinacji
lub naprawy DNA moga niszczy¢ genom, gdy
jest on nie do naprawienia (Fraser 1994). Te
mechanizmy umocnity sie w drodze ewolucji po
to, aby pomoé6c zachowaé wihasciwg strukture
genomu narazonego na niekorzystne wptywy
Srodowiska.

Na dzien dzisiejszy niewiele wiadomo o en-
donukleazach aktywowanych przez obnizenie
pH komoérkowego (nazywanych dalej kwasnymi
endonukleazami). Generalnie rzecz biorac sa
one zblizone do DNAzy Il (Yasuda i wspoétaut.
1992), enzymu wystepujgcego w duzych ilo-

Sciach w $ledzionie oraz ptynach fizjologicz-
nych. DNAze Il i kwasne endonukleazy chara-
kteryzuje osiaganie optymalnej aktywnosci w
kwasnym pH (5-6), sposéb hydrolizy wigzania
fosfodwuestrowego pomiedzy sgsiadujgcymi re-
sztami deoksyrybozy, w wyniku ktdrej powstajag
konce nie podlegajace reakcji ligacji: 3’-fosfo-

ran; 5-hydroksyl (Famuiski i wspoétaut. 1995,

Harosh iwspoOtaut. 1991, Snhiokawa i wspétaut.

1994) oraz zblizony w niektérych przypadkach
pozorny ciezar czgsteczkowy 28-35 kDa. w

neutrofilach (Gottiieb i wspétaut. 1995b), ko-
morkach CHO (Barry i Eastman 1993) czy ty-
mocytach (Shiokawa i wspotaut. 1994) kwasna
endonukleaza posiada ciezar czgsteczkowy
wiasnie w tych granicach. Natomiast w watro-
bie, fibroblastach, komoérkach HL-60 (Famuiski

i wspotaut. 1994, 1995), mOzgu (Suvarchala i
wspotaut. 1994), limfoblastach (Harosh i
wspoétaut. 1991) czy widéknach soczewki oka
(Torigtia i wspétaut. 1995) ciezar tego enzymu

wynosi 56-60 kDa. Podobnie jak DNAza Il

kwasne endonukleazy sa glikoproteinami.

Istotng réznica pomiedzy wyzej wymienionymi

enzymami jest ich rozmieszczenie wewnatrz-
komorkowe. Apoptotyczne nukleazy sg znajdo-
wane w jadrze komorkowym (Barry i Eastman

1993, Famulski iwsp(){aut. 1994, 1995, Harosh

i wspotaut. 1991, Torrigtia 1995), podczas gdy
DNAza Il jest enzymem lizosomalnym.

Istotnym argumentem przemawiajagcym na
korzys¢ hipotezy, iz wewnagtrzkomoérkowe za-
kwaszenie jest bezposrednio zwigzane z PCD,
jest zjawisko aktywacji endonukleaz podczas
PCD. Aktywnos¢ kwasnej endonukleazy o cie-
zarze 60 kDa ulega znacznemu (kilkakrotnemu)
podwyzszeniu, gdy komérki zostaly poddane
dziataniu cyto(geno)toksyn, takich jak promie-
niowanie UV i g, inhibitor topoizomerazy, nad-
tlenek wodoru lub byly inkubowane z cerami-
dem (Famuiski | wspotaut. 1995, Famuiski i
wspoétaut. w przygotowaniu, Sikora i Famulski
w przygotowaniu). Aktywacja enzymu jest zwig-
zana ze zwigkszeniem jego zawartosci w streso-
wanych komérkach i kinetyka tej aktywacji
pokrywa sie z kinetykag degradacji DNA (Sikora
i Famulski w przygotowaniu).

Liste biatek aktywowanych przez niskie pH,
ktore biorg udziat w PCD, mozna uzupetni¢ o
zelzoline, transglutaminaze i kwasng sfingo-
mielinaze. Zelzolina jest biatkiem regulujgcym
strukture cytoszkieletu (Yin i Stosset 1979). Jej
zdolnos¢ do destabilizowania filamentow akty-
nowych moze wywotywaé obserwowane pod-
czas apoptozy zmiany w cytoszkielecie. Z kolei
transglutaminaza katalizuje sieciowanie biatek
takze obserwowane w umierajgcych komdérkach
(Taresa i wspoOtaut. 1992).
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Na szczego6lna uwage zastuguje tutaj kwas-
na sfingomielinaza. Ten cytozolowy enzym wig-
ze sie do karboksylowego kornica receptora TNF
umiejscowionego w btonie plazmatycznej i ini-
cjuje PCD poprzez raptowng produkcje cerami-
du (Wiegman iwspoétaut. 1994, Santana iwspot-
aut. 1996). Aktywacja kwasnej sfingomielinazy
jest takze wywotana przez receptor Fas (Cifone
i wspotaut. 1993, 1995) i promieniowanie y
(Santana iwspétaut. 1996). Powstajacy ceramid
gwattownie stymuluje kinaze SAPK/JNK, co
prowadzi do apoptozy (Verneij i wspoétaut.
1996). Stad nasuwa sie tu pytanie, czy obnize-
nie pH komodrkowego pierwotnie powoduje

THE ROLE OF

INTRACELLULAR ACIDIFICATION

aktywacje sfingomielinazy, czy podtrzymuje
aktywnos¢ na drodze dodatniego sprzezenia
zwrotnego.

Biorgc pod uwage Scisty zwigzek isniejgcy
pomiedzy PCD awewnatrzkomérkowym zakwa-
szeniem mozna zaryzykowac stwierdzenie, ze
komorki posiadaja specyficzny zestaw enzy-
mow, biatek strukturalnych i by¢ moze czynni-
kéw transkrypcyjnych, ktére sg wymagane do
katalizy smierci komoérki. Biatka te w normal-
nych warunkach pozostawatyby nieaktywne i
dopiero obnizenie wewnatrzkomdérkowego pH
powoduje ich aktywacje i umozliwia realizacje
programu samobodjczej Smierci komorki.

IN APOPTOSIS

Summary

In many cell lines intracellular acidification occurs
during apoptosis. This phenomenon was observed following
various cytotoxic treatments, as well as following withdra-
wal ofgrowth factors and activation of Fas receptor. It seems
that ceramide, a novel signalling molecule, could be at least
partially responsible for intracellular acidification and en-
suing cell death. The factors which alleviate the drop in
cellular pH rescue cells from apoptosis, include Ras proto-
oncoprotein, BCL-2 protein, inhibitors of protein phospha-
tases and activators of protein kinase C and the Raf/MAP
kinase cascade. Intracellular acidification is the conse-
quence of selective loss of pH regulation. It is caused by an

alteration in the set point of the Na+/H+ antiport, a major
proton extruding mechanism. However, a contribution of
proton V-type ATPase and CFTR channel has also been
postulated. Thus, more than one pathway can contribute
to intracellular acidification during apoptosis. Additionally,
cells contain enzymes and proteins thought to participate
in apoptosis that operate at low pH: i.e., acidic endonu-
clease, transglutaminase, acidic sphingomyelinase and gel-
solin. It is conceivable that every cell contains a dormant
set of proteins the activity of which is triggered by a fall in
the intracellular pH and help execute the programmed cell
death.
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