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REGULACJA PROCESU APOPTOZY — UDZIAL BLONOWYCH BIALEK Z RODZINY BCL-2

CHARAKTERYSTYKA PROCESU APOPTOZY

Apoptoza, programowana $mier¢ komorek,
jest jednym z genetycznie uwarunkowanych
mechanizmoéw fizjologicznych odpowiedzial-
nym za homeostaze organizméw. W drodze apo-
ptozy nastepuje eliminacja uszkodzonych lub
~.zbednych” komorek podczas rozwoju, podczas
indukowanej dziataniem hormonéw atrofii tka-
nek, a takze w r6znych stanach patologicznych,
takich jak na przyktad AIDS czy tez choroby
neurodegeneracyjne. Z uposledzeniem apopto-
zy wigze sie za$ przede wszystkim rozwoéj i
opornos¢ na chemioterapie wielu nowotworow,
czesto oporno$¢ komoérek na infekcje wirusowe
oraz liczne zaburzenia autoimmunologiczne
(Thompson 1995, Reed 1995, Reed iwspc’)’raut.
1996).

Komoérki ulegajace apoptozie charakteryzu-
je szereg typowych zmian morfologicznych —
obkurczanie na skutek utraty wody, kondensa-
cja jadra komoérkowego, fragmentacja DNA i
rozpad na tak zwane ciatka apoptotyczne zawie-
rajace morfologicznie niezmienione organella
komorkowe oraz fragmenty DNA. Takie zmiany
morfologiczne sg rezultatem powaznych zmian
biochemicznych — aktywacji lub supresji eks-
presji wielu genow, w tym genéw kodujacych
liczne nukleazy i proteazy. Rycina 1 przedsta-
wia hipotetyczna sekwencje zdarzen zachodza-
cych w komaérce ulegajacej apoptozie.

Regulacja apoptozy wydaje sie by¢ réwnie
ztozona, jak regulacja proliferacji komorek i
réwniez w jej regulacji wystepujg ,,wewnetrzne
punkty kontrolne” (check points). Czy za pun-
kty te mozna traktowac pojawianie sie okreslo-
nych biatek, czy tez umozliwienie dziataniajuz
istniejacym biatkom w wyniku zmian we-
wnatrzkomoérkowego $rodowiska (np. zmiana
pH) pozostaje jeszcze w sferze domystow. W
ostatnich latach molekularnemu podtozu zja-

wiska apoptozy poswiecono wiele artykutow
przegladowych (HALE i wspétaut. 1996; Vaux i
Strasser 1996, Yuan 1996, King i Cidlowski
1995), w tym takze w polskim pisSmiennictwie
naukowym (Sikora 1994, 1995, Radziszewska
1995, Rozynkowa 1994, 1996, Stowinski i
wspotaut. 1996).

Uruchomienie apoptozy nastepuje jako
odpowiedz komérki na bardzo rézne fizjologicz-
ne i farmakologiczne bodZce. Nalezg do nich
miedzy innymi niedob6r czynnikéw wzrosto-
wych, niedobdr licznych hormonéw, szok tem-
peraturowy, stres oksydacyjny a takze liczne
czynniki uszkadzajgce DNA, w tym promienio-
wanie jonizujgce i leki przeciwnowotworowe.
Nalezyjednak zaznaczy¢, ze czynniki indukujag-
ce apoptoze komdrek okreslonego rodzaju moga
by¢ nieefektywne w odniesieniu do innych ko-
morek.

Wspominane juz induktory apoptozy moga
dziatac:

— na powierzchnie komoérek i wywotywac¢ akty-
wacje btonowych receptoréw lub zmiany fun-
kcjonowania niektérych uktadoéw transportuja-
cych;

— w cytosolu i organellach wewnatrzkomorko-
wych i powodowaé na przyktad zmiany gradien-
tu jonéw, poziomu wolnych rodnikéw tleno-
wych, ultrastruktuiy organelli, czy tez zakitocaé
biosynteze biatek;

— w jadrze, dezorganizujgc strukture DNA,
zmienia¢ wzér ekspresji wielu genéw;

— na cytoszkielet i zmienia¢jego strukture oraz
zaburzac¢ powigzania z biatkami kurczliwymi;
—na wewngtrzkomoérkowe szlaki przekazywa-
nia sygnatow.

Doktadniejsze oméwienie tych zagadnien
jest przedstawione w Kilku artykutach przegla-
dOWyCh (Evans 1993, McConkey i Orrenius



54 Barbara Grzelakowska-Sztabert

1994, Obeid i Hannum 1995, Thompson
Wertz i Hantey 1996).

Pomimo mnogosci wewnagtrzkomaérkowych
sygnatow i przekaznikdw do programowanej
Smierci komadrki wspélny wydaje sie by¢ me-
chanizm kornicowej fazy wykonawczej apopto-
zy: fragmentacja chromatyny i utworzenie
ciatek apoptotycznych poprzedzone aktywa-

1995,

cja przede wszystkim swoistych, cysterno-
wych proteaz (Martin i Green 1995, Kumar
1995, Sikora 1995a, Whyte 1996, Patel |

wspotaut. 1996).

Rye. 1. Hipotetyczna sekwencja
zdarzen w komorce ulegajacej
apoptozie.

O podatnosci komérek na apoptoze decydu-
je, oprécz wpltywu czynnikéw zewnetrznych,
wspotgranie biatek kodowanych przez wiele po-
znanych juz dzisiaj gendéw, ktore sg zdolne do
hamowania, jak i promowania procesu apopto-
zy. Szczegllna funkcje w regulacji apoptozy
peini biatko BCL-2 i coraz liczniej poznawane
jego homologi (Korsmeyer 1995, Reed 1994,
1995, Hockenbery 1995, Reed i WSpél'aUt.
1996). Omowieniu tych wtasnie biatek i praw-
dopodobnych mechanizméw ich dziatania tra-
ktuje niniejsze opracowanie.

GEN bcl-2, JEGO HOMOLOGI, TRANSKRYPTY | BIALKOWY PRODUKT

Gen bcl-2 (B-cell-lymphoma/leukemia 2)
wykryto w potowie lat osiemdziesigtych badajgc
translokacje chromosomalne (t 14;18) (Tsuji-
moto | wspOtaut. 1985). Koduje on biatko
BCL-2, bedace jednym z podstawowych endo-

gennych regulatoréw apoptozy w komoérkach
ssakoOw. Jest ono strukturalnym i funkcjonal-
nym homologiem biatka kodowanego przez gen
ced-9 nicienia Caenorhabditis elegans (Hen-
GARTNERi HORYITZ 1994).
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Podobng antyapoptotyczng aktywnos¢
przejawia tez biatko BCL-2. Jak dotad potwier-
dzono hamujgce apoptoze dziatanie BCL-2 na
zainicjowang dziataniem wielu chemioterapeu-
tykéw, promieniowaniem y i UV, produktami
protoonkogenu c-myc i genu supresorowego
p53, niedoborem wielu czynnikéw wzrosto-
wych, dziataniem czynnika transformujgcego B
(TGF-J3), a takze azydku czy ceramidu. BCL-2

niejest natomiast zdolne do zahamowania apo-
ptozy zachodzacej z udziatem dopetniacza, tak
zwanej negatywnej selekcji limfocytéw T, a tak-
ze apoptozy wywotanej dziataniem nadtlenku
wodoru czy amyloidu (Reed 1994, Vaux i Stras-
SER 1996). Lista tajest z pewnoscig niekomplet-
na, gdyz obecnie lawinowo pojawiajg sie opisy
wrazliwych i niewrazliwych na obecnos¢ BCL-2
drog prowadzacych do Smierci komorek.

GEN bcl-2, REGULACJA JEGO EKSPRESJI, TRANSKRYPT

W wyniku translokacji wystepujacej w ko-
moérkach chioniaka limfocytéw B gen bcl-2 zo-
staje przeniesiony z chromosomu 18 na chro-
mosom 14, w poblize genu kodujgcego ciezki
tarnicuch immunoglobuliny {lg). Dostaje sie on
wowczas pod kontrole silnego wzmacniacza
transkrypcji genu Ig. Wynikajgce stgd uaktyw-
nienie transkrypcji genu bcl-2 sprawia, ze w
komorkach chioniaka zwieksza sie w ten spo-
séb ilos¢ biatka hamujacego ich obumieranie
(Tsujimoto i wspoétaut. 1985). Dlatego tez gen
bcl-2 traktuje sie jako protoonkogen, ktérego
gtéwna funkcjgjest zahamowanie programowa-
nej Smierci komdrek, a nie promowanie prolife-
racji (jak jest to typowe dla innych protoonko-
genow). Doktadniejsze omoéwienie mechani-
zmoéw translokaciji (t 14; 18) i biologicznych kon-
sekwencji podwyzszonej ekspresji genu bcl-2 w
rozwoju chtoniakéw limfocytéw B znalez¢ moz-
na w artykule przegladowym (Kocki i Rozynko-
wa 1991).

Gen bcl-2 cztowieka sktada sie z trzech ekso-
noéw rozdzielonych dwoma intronami, zawiera 2
miejsca promotorowe, miejsce negatywnej re-
gulacji NRE. Znana tez jest sekwencja nukleo-
tydowa cDNA genu bcl-2 z komorek biataczko-
WyCh SUP-B2 (Tsujimoto iCroce 1986, Young

i Korsmeyer 1993, Cleary iWSpél'aUt. 1986)
Ostatnio w promotorze genu bcl-2 limfocytow B
wykryto miejsce pozytywnej regulacji jego eks-
presji, zawierajgce sekwencje CRE (c-AMP re-
gulatory element) (Witson i wspoétaut. 1996).
Miejsce to wydaje sie by¢ istotne zaréwno dla
podstawowej ekspresji genu bcl-2, jak i induko-
wanej po aktywacji kinazy C, czego nie stwier-
dza sie po aktywacji kinazy A. Sugeruje sie, ze
ufosforylowane przez kinaze C biatko CREB
reguluje transkrypcje genu bcl-2 w limfocytach
B, nie wiadomo, czy wykazuje ono podobne
dziatanie w innych komoérkach.

Ekspresje genu bcl-2 hamuje biatko supre-
sorowe p53, co wykazano w badaniach in vivo i
in vitro (Miyashita i wspotaut. 1994a, Haidar i
wspoétaut. 1994). Obecne w genie bcl-2 wspo-
mniane wczes$niej miejsce negatywnej regulacji
NRE jest identyczne z locus odpowiedzialnym
za hamowanie ekspresji bcl-2 przez biatko p53
(Miyashita | wspétaut. 1994b).

Transkryptem genu bcl-2 jest kilka mRNA
zbudowanych z 4,2-7,2 kpz (Seto i wspoétaut.
1988). W wyniku alternatywnego sktadania
transkryptu w komoérkach powstaje kilka izo-
form biatka BCL-2, o c.cz. od 23 do 31 kDa.

BIALKO BCL-2, JEGO BUDOWA | WEWNATRZKOMORKOWE WYSTEPOWANIE

W komorkach ludzkich najczesciej wyste-
pujaca izoformg BCL-2 jest 239 AA biatko o
c.cz. -26 kDa. W obrebie jego czgsteczki wyréz-
nia sie co najmniej 7 rejonéw (domen) ryc. 2 o
istotnym znaczeniu funkcjonalnym (vin iwsp6t-

aut. 1994, Hunter iwspé’raut. 1996, Uhimann
i wspétaut. 1996).

Badania mutantéw BCL-2 pozbawionych
okreslonych fragmentow czasteczki pozwolity
na ustalenie ich funkcji. Domeny BH1 i BH2 sg

Ryc. 2. Schemat budowy biatka
BCL-2 (wg Uhlmann i wspoétaut.
1996, zmodyf.).

BHI, BH2, BH3, BH4 oznaczajg regiony
o wysokiej konserwatywnosci, TM — se-
kwencje AA odpowiedzialng za wiazanie
BCL-2 z btonami.
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niezbedne dla antyapoptotycznego dziatania
BCL-2 i tworzenia przez nie heterodimerow z
biatkami pokrewnymi (Yin i wspétaut. 1994, Re-
ed 1994, Hanada i wspétaut. 1995), o czym pisze
w rozdziale: Interakcje biatek z rodziny BCL-2.
Mutant BCL-2 pozbawiony N-konrncowego frag-
mentu BH4, ktéry nie uczestniczy w wigzaniu z
innymi biatkami, przejawia proapoptotyczne, a
nie anty-apoptotyczne dziatanie (Hunter i
wspotaut. 1996). O funkcjonalnym znaczeniu
domen BH3 i NH1 niewiele jeszcze wiadomo.
Zmutowane biatko BCL-2 pozbawione amino-
kwaséw 51-85 (nonconserved region; ryc. 2)
zachowuje zdolno$¢ hamowania apoptozy wy-
wotywanej w komoérkach BRK (embrionalna
nerka szczura) przez biatka c-myc i p53, a
ponadto uzyskuje nowg ceche — utatwia proli-
feracje tych komoérek (Ui-ilmann i wspoétaut.
1996). C-konicowa sekwencja TM, na ktorg
sktada sie 19 hydrofobowych aminokwaséwjest
niezbedna do wbudowania biatka BCL-2 do
bton wewnatrzkomoérkowych, to jest btony jg-
drowej, zewnetrznej btony mitochondrialnej,
siateczki srédplazmatycznej oraz mikrosomoéow
(Krajewski i wspétaut. 1993, Janiak i wspétaut.
1994, Zhu i wspétaut. 1996). Wbudowanie na-
stepuje w taki sposéb, iz wieksza czes¢ czaste-
czki BCL-2 zostaje skierowana do cytoplazmy.
Usuniecie transbtonowego fragmentu TM, nie-
zbednego do zakotwiczenia BCL-2 w btonach,
nie wywierajednak wptywu (Borner i wspétaut.
1994) lub jedynie niewielki (Hunter i wspo6taut.

HOMOLOGI bcl-2 1 ICH

Do rodziny genéw homologicznych z genem
bcl-2 zalicza sie kilkanascie genoéw, wykrytych
w komérkach ludzkich (patrz tab. 1), oraz w
komoérkach gryzoni, ptakéw a takze w niekt6-
rychwirusach (Reed 1996, W hite 1996). Doste-
pne dzi$ informacje o biatkach kodowanych
przez poszczego6lne geny sg rézne. Nie powinno
tojednak dziwi¢ zwazywszy, ze wiekszos¢ z nich
wykryto w latach 1995-1996.

W komorkach ludzkich az sze$¢ gendéw z
rodziny bcl-2 koduje biatka dziatajgce antyapo-
ptycznie, pie¢ innych genéw koduje biatka, kto-
re promujg apoptoze (tab. 1). Podobnie jak
BCL-2 biatka te wystepujg w powigzaniu z btona-
mi, jedynie biatko BAD, w ktérym nie wystepuje
transbtonowy region TM, jest biatkiem cytoplaz-
matycznym. Sg one w znacznym stopniu homo-
logiczne z biatkiem BCL-2 (z wyjatkiem biatka
BIK, tab. 1), zwlaszcza w regionach BH1 i BH2 o
wysokiej konserwatywnosci (poréwnaj ryc. 2).

Sposrod gendw, ktérych produkty przeciw-
dziatajg apoptozie szczegllne zainteresowanie
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1996) na antyapoptotyczne dziatanie BCL-2.
Przemawia to za tym, ze powigzanie BCL-2 z
btonami nie jest bezwzglednie konieczne dla
jego aktywnosci.

Poznane dotychczas potranslacyjne modyfi-
kacje BCL-2 wynikajg przede wszystkim z jego
fosforylacji. W wiekszosci komodrek biatko
BCL-2 jest nieufosforylowane (Alnemri i wspot-
aut. 1992). Moze ono jednak ulegac¢ fosforylacji
pod wpltywem takich czynnikéw indukujacych
apoptoze jak na przyktad inhibitor fosfataz,
kwas okadajowy (Haldar i wspo6taut. 1994), czy
chemioterapeutyk — Taxol (Haldar i wspotaut.
1995, 1996, Blagosklonny i wspoétaut. 1996).
Fosforylacji ulega reszta serynowa obecna w
sekwencji aminokwasowej RXXST(P), znajdujg-
cej sie w centrum czasteczki BCL-2 (AA 164-166)
(Haldar i wspotaut. 1994, Guan i wspoédtaut.
1996). Zaznacza sie woéwczas spadek aktywno-
Sci antyapoptotycznej BCL-2. Tak wiec wydaje
sie, ze tylko nieufosforylowane BCL-2 hamuje
apoptoze, zasjego fosforylacja stanowi pozytyw-
ny sygnat indukujacy apoptoze.

Dane o kinazach i fosfatazach uczestniczg-
cych w fosforylacji i defosforylacji BCL-2 sg
nieliczne. Sugerowany jest udziat w fosforylacji
BCL-2 serynowo-treoninowej kinazy Raf-1(Bla-
gosklonny i wspétaut. 1996, Wang i wspotaut.
1994, Ci-ien i Faller 1996). Wykrycie komple-
ksu BCL-2 z biatkiem R-ras, aktywatorem kina-
zy Raf, potwierdza te sugestie (Fernandez-Sara-
bia i Bisci-ioff 1994).

BIALKOWE PRODUKTY

wzbudza gen bcl-x. W wyniku alternatywnej
obrébki jego transkryptu powstajg bowiem dwa
réznigce sie dtugoscia mRNA (MRNA Bcl-xI i
MRNA Bcl-xs) kodujace biatka o przeciwstaw-
nym dziataniu (Boise i wspoétaut. 1993, Much-
more i wspétaut. 1996, Minn i wspotaut. 1996).
Biatko BCL-xI (233 AA) znajdowane w komaor-
kach dtugo zyjacych, na przykiad neuronach,
przeciwdziata apoptozie. Biatko krotsze, BCL-xs
(170 AA) promuje Smier¢ komorek. Podobnie
jak gen bcl-x. gen brag koduje transkrypty o
réznej dtugosci. Komarki prawidtowe mézgu ce-
chuje obecnos¢ mRNA brag 1 o ditugosci 4,5
kpz, natomiast w komérkach gliomy wystepuje
transkrypt krétszy, o dtugosci 1,8 kpz, ponadto
ma miejsce jego zwielokrotnienie. Nadekspresja
innych genéw kodujacych biatka hamujace
apoptoze wystepuje w wielu nowotworach
(patrz rozdziat Biatka z rodziny BCL-2 w nowo-
tworzeniu). Wydaje sie to przemawiac za rearan-
zacja genu brag podczas nowotworzenia (Das i
wspétaut. 1996).
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Tabela 1 Homologi bcl-2 o dziataniu anty- i proapoptotycznym w komoérkach ludzkich

Gen/chromosom Biatko, % homologii z BLC-2 Funkcja PisSmiennictwo
239 AA; kompleksy z BCL-2, BAX, . Tsujimoto i Croce 1986
bel-2/718 bclxl, mel-i hamowanie apoptozy yir. 1996, Reed 1996
bel-XL /20 233 AA; kompleksy z BCL-2, BAD, Boise i wspétaut. 1993
BAX, MCL-1, BCL-xs, 42%
bel-w/14 200 AA; kompleksy ? 46% Gibson i wspoétaut. 1996
350 AA: kompleksy z BCL-2, Kozopas i Ws.polaut., 1993,
mcl-1/1 h logia? Reynolds i wspoétaut.
omologia? 1994
brag/? 286 AA; kompleksy? 56% Das i wspoétaut. 1996
Choi i wspo6taut. 1995.
bjl-17? 175 AA; kompleksy? homologia? D’Sa-Eipper i wspoétaut.
1996.
191 AA, kompleksy z BCL-2, . Oltwai | wspé6taut. 1993
? romocja apoptoz
box/ BCL-x1; 21% P 13 apoptozy
204 AA, kompleksy z BCL-x1, brak Yang i wspétaut.’! 995
bod/? . .
regionu TM, homologia?
bak-1/6 Chittenden i wspotaut.
bak-2/20 OKE'COLﬂf 2/;Aé 8;°mp'6ksy 1995a, Kiefer i wspotaut.
bak-3/3 z X1 £97287 1995
) 160 AA, kompleksy z BCL-x1; brak Boyd i wspétaut. 1995
bik/? .
homologii z BCL-2
bel-xs/20 170 AA, kompleksy z BCL-x1, Boise i wspétaut. 1993,

homologia

Posréd homologéw BCL-2, ktére promuja
apoptoze, szczegbdlnie wazne wydajg sie by¢
biatka BAX, BAK i BIK. Wykazano bowiem, ze
wystepujgca w obrebie ich czgsteczek domena
BH3 (np. w biatku BAX AA 59-101) jest nie-
zbedna i wystarczajgca dla ich proapoptotycz-
nej aktywnosci (Boyd i wspotaut. 1995, Zha i
wspotaut. 1996, Chittenden i wspOtaut. 1995b)
oraz zdolno$ci do tworzenia homo- i heterodi-
merdw (zna i wspotaut. 1996). Te sekwencje
aminokwasowa (domene BH3) w BAX nazwano
nawet domeng samobdjcza (suicide domain)
(Hunter | Parstow 1996). Wbudowanie jej do
biatka sprawia, ze powstata chimera przestaje
hamowac apoptoze. Nalezy zauwazyc¢, ze w biat-
ku BIK krétszym od innych homologéw BCL-2,
jest obecna domena BH3, nie ma zas domen BH1
i BH2, typowych dla biatek z tej rodziny (ry¢. 3).

Domena BH3 wystepuje takze w BCL-2 i
BCLx1 i MCL-1, biatkach hamujgcych apopto-
ze. Jej znaczenie w funkcjonowaniu tych biatek
jest bardzo istotne, gdyz mutacje w obrebie BH3
Znoszg antyapoptyczne dziatanie biatka BCL-2
(Chittenden iwspélaut. 1995b)

Wystepowanie homologéw BCL-2 o dziata-
niu antyapoptotycznym wydaje sie by¢ tkanko-

INTERAKCJE BIALEK

Zréznicowane tkankowo wystepowanie ho-
mologéw bcl-2 stwarza r6zne mozliwosci inter-

Minn i wspétaut. 1996

wo specyficzne. Ekspresje bcl-2 wykrywa sie w
komoérkach macierzystych szpiku, w diugo zy-
jacych réznych komoérkach oraz w takich ko-
morkach postmitotycznych, jak na przykiad
neurony (Hockenbery i wspotaut. 1991, veis i
wspotaut. 1993). Wysoka ekspresja genu bel-xL
charakteryzuje grasice i komoérki centralnego
ukladu nerwowego (Boise i wspotaut. 1993),
bjl-1 — komorki krwiotworcze (Choi i wspoétaut.
1996), mcl-1 — komorki mieloblastyczne (Rey-
nolds | wspotaut. 1994), brag-1 za$ komorki
mozgu i gliomy (Das i wspoétaut. 1996). Nato-
miast homologi bcl-2 promujgce Smieré¢ komoé-
rek — bax i bak, wystepujg w wielu tkankach
— ptucach, nerkach, grasicy, Sledzionie i szpiku
kostnym (Hockenbery 1995, O1tvai i wspotaut.
1993).

Obecnos¢ BCL-2 ijego homologéw jest nie-
zbedna dla prawidtowego rozwoju organizmu.
Jego brak wywotuje szereg zaburzen, szczegol-
nie w grasicy, $ledzionie i w nerkach, niejedno-
krotnie prowadzacych do pojawienia sie nowo-
tworoéw (Korsmeyer i wspotaut. 1995). Wydaje
sie, ze u zwierzat pozbawionych genu bcl-2 (my-
szy knock-out) jego funkcje moga przejmowac
biatka homologiczne (Wnite 1996).

Z RODZINY BCL-2

akcji kodowanych przez nie biatek. Interakcja
biatek jest ogdlnym mechanizmem biologicz-
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nym regulujacym w komdrkach ich aktywnos¢.
Spektakularnymijej przyktadami sa interakcje
biatek MYC-MAX (Ryan i Birnie 1996) i genéw
kodujgcych biatka supresorowe Rb i p53 (prze-
glad Grzelakowska-Sztabert 1995). Podobny
spos6b regulacji aktywnosci wydaje sie doty-
czy¢ tez biatek z rodziny BCL-2. Juz w 1993
roku wykazano, ze BCL-2 i BAX tworza homo-
i heterodimeiy (O1tvai i wspoétaut. 1993). Wysu-
nieto wéwczas hipoteze, ze podatno$¢ komadrek
na uruchomienie apoptozy pod wptywem odpo-
wiedniego bodzca zalezy od stosunku biatek o
wiasciwosciach anty-(BCL-2) do proapoptotycz-
nych (BAX), a nie od bezwzglednej ilosci kazde-
go z nich. Mozna zatozy¢ dwie mozliwosci fun-
kcjonowania biatek skiadowych tych komple-
kséw. Wedtugjednej z nich BAX (jako mono- lub
homodimer) dziata jako biatko efektorowe, kto-
rego aktywnos¢ promujaca apoptoze neutrali-
zuje dotaczenie BCL-2. Nie mozna jednak wy-
kluczy¢ sytuacji odwrotnej, w ktorej BCL-2 jest
biatkiem aktywnym a zadaniem nieaktywnego
BAXjest uniemozliwienie tworzenia homodime-
row BCL-2 promujacych przezywanie komorek.

Wiadomo juz, ze zdolno$¢ tworzenia kom-
plekséw charakteryzuje prawie wszystkie ho-
mologi BCL-2, wiele z nich znanych z badan in

Rye. 3. Poréwnanie usytuowa-
nia domen BH1-BH4 i TM
w niektérych ludzkich (BCL-
xL, MCL-1, BCL-xs, BAX, BAD,
BIK), mysich (Al) i ptasich (NR-
13) homologach BCL-2.

CED-9 oznacza homolog BCL-2
z Caenorhabditis elegans (wg Zha
i wspétaut. 1996, zmodyf.)

vitro wykryto tez w réznych komoérkach (np.
BCL-2/BCL-2, BCL-2/BAX, BAX/BAX,
BAX/BCL-x1, Sedlak | wspoOlaut. 1995). Czy
wszystkie z nich maja znaczenie fizjologiczne
jeszcze nie wiadomo.

W kompleksowaniu homologéw BCL-2
uczestniczg przede wszystkim domeny BH1 i
BH2, w niektérych biatkach by¢ moze takze
domena BH3. Kompleksy te sg labilne i tak na
przykiad biatka BAX i BAD wspétzawodniczg o
wigzanie z BCL-x1 i BAD wypiera BAX z tego
kompleksu (BAD nie kompleksuje z BAX; Yang
i wspotaut. 1995). Nalezy zdawac sobie sprawe,
ze rézne komorki moga zawiera¢ okreslone
kompleksy homologéw BCL-2 ze wzgledu na
komérkowo specyficzne wystepowanie takich
biatek, zwtaszcza biatek hamujacych apoptoze.

Intrygujace jest pytanie, jak dziataja biatka
nie majgce sekwencji BH1 i BH2, takie jak na
przykiad BCL-xs. Biatko to antagonizuje dziata-
nieBCL-x1, ktore hamuje apoptoze. BCL-xs nie
tworzy jednak komplekséw ani z BCL-x1 ani z
innymi biatkami z rodziny BCL-2, nie ,prze-
szkadza” tez w tworzeniu kompleksu BCL-x1 z
BAX (Minn i wspltaut. 1996). Przypuszcza sie
wiec, ze BCL-xs promuje apoptoze w nie poznany
dotad, inny niz pozostate homologi BCL-2 sposéb.
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Wydaje sie zatem, ze zaproponowana przez
Oltvaia hipoteza regulacji podatnosci komodrek na
apoptoze poprzez zmiany stosunkéw anty- i pro-
apoptotycznych biatek przetrwata prébe czasu.
Nie rozstrzygniete jest, jak dotad, ktére biatko —

hamujgce czy promujgce apoptoze jest wihasci-
wym efektorem. Najnowsze dane o wystepowaniu
~domeny samobojczej” w niektoérych biatkach
promujacych apoptoze przemawiajg za ich
aktywng, efektorowg rolg w regulacji apoptozy.

POSTULOWANE MECHANIZMY DZIAtLANIA BCL-2

W czgsteczce BCL-2 i jego homologéw nie
wystepujg elementy strukturalne, ktére mogty-
by sugerowac¢ biochemiczne mechanizmy dzia-
tania tych biatek. Liczne hipotezy wigzg bioche-
miczne dziatanie BCL-2 przede wszystkim zjego
lokalizacjg wewnagtrzkomérkowg. Powigzanie
BCL-2 i prawie wszystkich jego homologéw (z
wyjatkiem proapoptotycznego BAD) z btonami
— zewnetrzng btong mitochondrialng, btong
jadrowa i siateczka Srédplazmatyczng sugeruje
udziat tych biatek w regulacji funkcjonowania
mitochondriow, przeciwdziatania stresowi
oksydacyjnemu oraz w regulacji wewnatrz-
komoérkowego poziomu jondw wapnia.

Zagadnienie istotnosci mitochondriow — i
parametréw, ktore kontroluja — w apoptozie
nie jest w petni wyjasnione, chociaz wiadomo,
ze szereg biochemicznych proceséw zachodza-
cych w komorce apoptotycznej wymaga energii.
Nie wiadomo jednak, czy obserwowany niski
poziom ATP w komérkach umierajgcych na dro-
dze apoptozyjest przyczynag ich smierci. Wysu-
nieto ostatnio hipoteze, ze spadek wewnatrz-
komdérkowego poziomu ATP ponizej krytyczne-
go dla kazdej komorki poziomu — ale wystar-
czajacego do przebiegu hydrolizy makroczaste-
czek, kondensacji chromosomow czy tez two-
rzenia pecherzykéw apoptotycznych —prowa-
dzi do apoptozy (Richter i wspoOtaut. 1996).
Spadek poziomu ATP w umierajgcych komoér-
kach, by¢ moze, wigze sie z obnizeniem poten-
cjatu btonowego mitochondriow, indukowanym
czynnikami wywotujacymi hypoksje i apoptoze.
Przedstawiono ostatnio dowody, ze BCL-2 i
BCL-x1 przeciwdziataja takiemu uszkodzeniu
mitochondridéw (Shimizu i wspotaut. 1996b).

Sugerowano tez udziat BCL-2 jako anty-
oksydanta w regulacji poziomu wolnych rodni-
kOw (Kane i WSpél'aUt. 1993, Hockenbery i
wspoétaut. 1993, Hockenbery 1995), mediato-
row apoptozy wielu komoérek (Korsmeyer 1995,
Korsmeyer iwspé’raut. 1995, Jacobson 1996,
Stater | wspoOtaut. 1995). Jednakze w Swietle
obserwacji, ze BCL-2 hamuje apoptoze zacho-
dzaca w warunkach nie sprzyjajacych tworze-
niu wolnych rodnikéw (shimizu i wspoétaut.
19964, Jacobson 1996) hipoteza ta zostata pod-
wazona, pomimo ze nadekspresja BCL-2 prze-
ciwdziata uszkodzeniu bton wywotanemu pero-

ksydacja btonowych lipidow (Hockenbery i
wspoétaut. 1993). Moze ona takze powodowaé
hiperpolaryzacje zewnetrznych bton komoérek z
rownolegtym obnizeniem wrazliwosci komoérek
na dziatanie ouabainy, inhibitora Na+/K+ —
ATP-azy (Gitbert i wspOtaut. 1996).

Udziat jonéw wapnia w transdukcji niekté-
rych sygnatéw prowadzacych do apoptozy oraz
w kluczowych etapach apoptozy, takich jak na
przyktad reorganizacja chromatyny, indukcja
ekspresji okreslonych gendéw, degradacja DNA
przez nukleazy jest niepodwazalny (Nicotera i
wspotaut. 1994). Dane o wplywie BCL-2 na
fluktuacje poziomu Ca2+w komorkach apopto-
tycznych sa jednak niespd6jne. Jedne z nich
wskazuja, ze BCL-2 hamuje wyptyw Ca2+zma-
gazynowanego w siateczce $Srdédplazmatycznej
(Lam | wspOtaut. 1994, Diestelhorst | WSpOt-
aut. 1996) Ilub tez reguluje poziom Ca2+ w
jadrze komérkowym (Marin i wsp6taut. 1996).
Jednakze wyniki eksperymentow z tapsigargi-
ng, inhibitorem uwalniania Ca2+ z siateczki
srodplazmatycznej wskazujg, ze BCL-2 nie
uczestniczy w regulacji homeostazy wapniowej
podczas apoptozy (Diestelhorst | McCormick
1996); przynajmniej w komoérkach mysiej lim-
fomy. Rozstrzygniecie tego zagadnienia niewat-
pliwie wymaga dalszych badan.

Obecnie panuje przekonanie, ze gidwnym
mechanizmem dziatania BCL-2 jest ich wplyw
na aktywacje proteaz, gtéwnych egzekutorow
apoptozy (Kumar 1995, Pate1 i wspltaut. 1996,
W hyte 1996, Martin 1995, Sikora
1995a). Proteazy te nalezg do rodziny proteaz
cysternowych ICE (interleukin-1-(3-converting
enzyme) i odznaczajg sie¢ znacznym stopniem
homologii, jak tez z proteazg kodowang przez
gen ced-3 Caenorhabditis elegans (Pater i
wspotaut. 1996). W tabeli 2 zestawiono wykryte
dotychczas proteazy z rodziny ICE i rozszcze-
piane przez nie substraty. Nalezy zauwazy¢, ze
poszczegblne proteazy moga mie¢ wiecej niz
jeden substrat, a okreslony substrat moze byc¢
rozszczepiony przez kilka proteaz. Postuluje sie
sekwencyjnos$¢ dziatania tych proteaz (Shimizu
i wspoétaut. 1996a, vAux i 1996)
(ryc. 4). Postulowany schemat zaktada, ze pro-
teazy ICE aktywujg proteazy z podrodziny
CPP32/yama rozszczepiajgc ich nieaktywne

I Green

Strasser
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Tabela 2. Proteazy z rodziny ICE i ich substraty (z
danych Whyte'A1996, VauxaiStrasera 1996, Patela
iwspotaut. 1996

proenzymy. Te za$ z kolei dziatajg na okreslone
substraty o kluczowym dla apoptozy znaczeniu,
w tym na tak zwany ,substrat Smierci”, po-
li(ADP-rybozo)-polimeraze (PARP) (W hite 1996,
Sikora 1995). Doktadniejsze omOwienie znacze-
nia hydrolizy poszczegélnych substratéw w pro-
cesie apoptozy wykraczajednak poza ramy tego
artykutu.

W 1996 roku udowodniono nie tylko fakt
hierarchicznosci dziatania tych proteaz lecz
takze wykazano, ze zaréwno BCL-2jak iBCL-xI
hamuja przede wszystkim aktywacje proteaz
ICE (ryc. 4), wywoltywana przez gtéwny sygnat
do Smierci komérek (shimizu i wspotaut. 1995,
1996a, Chinnaiyan i wspotaut. 1996). Nie wia-

Ryc. 4. Postulowany udziat BCL-2 ijego homologéw
w hamowaniu aktywnos$ci proteaz podczas apoptozy
(wg shimizu i wspoétaut. 1996, zmodyf.).

domo jeszcze, jaki jest mechanizm tego hamo-
wania, nie jest tez wykluczona mozliwos¢ dzia-
tania BCL-2 iw innych etapach kaskady prote-
az (Vaux iStrasser 1996, Kumar 1995), (ryc 4).
Za jeden z nich mozna, by¢ moze, uznaé¢ prze-
ciwdziatanie przez BCL-2 ijego homolog MCL-1
spadkowi wartosci wewnatrzkomorkowego pH,
typowego dla komorek apoptotycznych (Meisen-
holder i wspotaut. 1996, Reynolds i wspoétaut.
1996).

Ten krétki przeglad nie wyczerpuje wszy-
stkich mechanizméw dziatania biatek z rodziny
BCL-2, ktérych zrozumienie jest konieczne dla
farmakologicznego kontrolowania ich nie za-
wsze pozgdanych efektéw.

BIALKA Z RODZINY BCL-2 W NOWOTWORZENIU

Niewatpliwy udziat BCL-2 w regulacji apo-
ptozy sprawia, ze komorki z nadekspresjg tego
biatka moga stawac sie niewrazliwe na sygnaty
normalnie prowadzace do ich smierci, w tym na
dziatanie wielu lekéw przeciwnowotworowych
(Reed 1994, Reed i wspOtaut. 1996, Thompson
1995, Darzynkiewicz 1995). Ten rodzaj oporno-
Sci wydaje sie polega¢ na blokowaniu przez
BCL-2 ijego analogi o dziataniu antyapoptoty-
cznym przetwarzania sygnatu, generowanego
przez leki, w sygnat prowadzgcy do $mierci
komoérki (Reed 1995). Zahamowanie apoptozy
sprawia, ze nawet uszkodzone w czasie terapii
komoérki moga zy¢ dtuzej, zyskujac w ten sposéb
czas na wyksztatcenie biochemicznych mecha-
nizmoéw klasycznej opornosci.

Podwyzszenie ekspresji bcl-2 wykryto w bar-
dzo wielu ludzkich nowotworach (np. 90% —
rakjelita grubego, 60% — rak zotadka, -30% —
neuroblastoma; Reed i wspotaut. 1996). Sg tez
doniesienia 0 obnizonym poziomie w niektérych
nowotworach promujgcego apoptoze biatka
BAX (rak piersi; Reed 1995). Szczegblna role w
regulacji ekspresji tych genéw peini biatko su-
presorowe p53. Hamuje ono ekspresje bcl-2
(patrz rozdziat Gen bcl-2, regulacjajego ekspre-
sji, transkrypt), aktywuje zas$ ekspresje box
(Miyashita i Reed 1995, Fisher 1994). Ta tak
ztozona regulacja ekspresji genoéw, ktérych pro-
dukty w przeciwstawny sposéb dziatajg na prze-
bieg apoptozy powoduje, ze r6zne komorki mo-
ga mie€ rézne ilosci tych biatek, a tym samym



Regulacja apoptozy —

inne efektywnie dziatajace kompleksy. Czynio-
ne sa juz préby wykorzystania informacji o
poziomie biatek z rodziny BCL-2 oraz biatka p53
w prognozowaniu odpowiedzi komérek nowo-
tworowych na chemioterapie (Herod i wspot-
aut. 1996, Chresta i wspétaut. 1996). Trudno
jednak powiedzie¢, czy znajda one kliniczne
zastosowanie. Zaczynaja sie takze ukazywacd

UWAGI

Biatka z rodziny BCL-2 nie sg jedynymi
komérkowymi regulatorami apoptozy, moim
zdaniem jednak zajmujg wsréd nich pozycje
wyjatkowa. Wynika ona z szerokiego spe-
ktrum ich dziatania, a zwlaszcza wptywu na
dziatanie licznych proteaz, gtéwnych egzeku-
toréw apoptozy w niemalze wszystkich prze-
badanych ukiadach. Co wiecej, wiadomo, ze
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doniesienia o wspétdziataniu biatek z rodziny
BCL-2 (BFL-1; D’'Sa Eipper i wspotaut. 1996 i
NR-13; Gillet i wspoétaut. 1995) i niektérych
wiruséw w transformacji nowotworowej komo-
rek. Zagadnienie udziatu BCL-2 i jego homolo-
géw w powstawaniu nowotworéw jest, jak wi-
dac, bardzo ztozone i w niniejszym opracowaniu
jedynie zasygnalizowane.

KONCOWE

takze niektére wirusy syntetyzujg biatka o
dziataniu analogicznym do BCL-2 (np. biatko
E1B19 kDa adenowirusa), jak rowniez biatko-
we inhibitory proteaz ICE (biatko CrmA, tzw.
serpina). Biatka te dziatajg antyapoptotycznie
na zainfekowane komorki, zwiekszajg szanse
ich przezycia i stwarzajg dogodne warunki dla
rozwoju wirusa.

OF MEMBRANE PROTEINS FROM BCL-2 FAMILY

Summary

Apoptosis, programmed cell death, is considered to be
a main cellular mechanism responsible for maintaining
tissue homeostasis. Proteins encoded by many genes par-
ticipate in its regulation. In the article a detailed description
of proteins encoded by bcl-2 gene and its homologues is
given, with special emphasis put on their interactions.

Postulated mechanisms of action of BCL-2 and related
proteins are discussed, especially the one suggesting
involvement of BCL-2 in inhibition of proteolytic cascade
in apoptotic cell. The role of BCL-2 and its homologues in
tumorigenesis and chemoresistance is also mentioned.
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ADDENDUM

Po oddaniu artykutu do druku ukazaty sie
prace wskazujgce na istotne znaczenie dla prze-
biegu apoptozy megakanatu mitochondrialnego
(mitochondrial transition pore), na ktérego stan
funkcjonalny wptywaja biatka z rodziny BCL-2.
Podsumowanie tych badan Czytelnik moze

znalez¢ w dwoch opracowaniach przeglado-

wych:
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W koncu 1996 r. w literaturze anglojezycz-
nej wprowadzono termin ,caspase” dla oznacze-
nia proteaz z rodziny ICE/CED-3 (Ainemri i
wspotaut.). W nazwie tej litera c oznacza prote-
aze cysternowg, a ,aspase” odnosi sie do zdol-
nosci tych proteaz do rozszczepiania wigzania
sgsiadujgcego z kwasem aspargininowym. Po-
szczegblne enzymy z tej rodziny beda oznaczone

cyframi arabskimi.
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