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REGULACJA PROCESU APOPTOZY — UDZIAŁ BŁONOWYCH BIAŁEK Z RODZINY BCL-2

CHARAKTERYSTYKA PROCESU APOPTOZY

Apoptoza, programowana śmierć komórek, 
jest jednym z genetycznie uwarunkowanych 
mechanizmów fizjologicznych odpowiedzial­
nym za homeostazę organizmów. W drodze apo- 
ptozy następuje eliminacja uszkodzonych lub 
„zbędnych” komórek podczas rozwoju, podczas 
indukowanej działaniem hormonów atrofii tka­
nek, a także w różnych stanach patologicznych, 
takich jak na przykład AIDS czy też choroby 
neurodegeneracyjne. Z upośledzeniem apopto- 
zy wiąże się zaś przede wszystkim rozwój i 
oporność na chemioterapię wielu nowotworów, 
często oporność komórek na infekcje wirusowe 
oraz liczne zaburzenia autoimmunologiczne 
(T h o m p s o n  1995, R e e d  1995, R e e d  i współaut.
1996).

Komórki ulegające apoptozie charakteryzu­
je szereg typowych zmian morfologicznych — 
obkurczanie na skutek utraty wody, kondensa­
cja jądra komórkowego, fragmentacja DNA i 
rozpad na tak zwane ciałka apoptotyczne zawie­
rające morfologicznie niezmienione organella 
komórkowe oraz fragmenty DNA. Takie zmiany 
morfologiczne są rezultatem poważnych zmian 
biochemicznych — aktywacji lub supresji eks­
presji wielu genów, w tym genów kodujących 
liczne nukleazy i proteazy. Rycina 1 przedsta­
wia hipotetyczną sekwencję zdarzeń zachodzą­
cych w komórce ulegającej apoptozie.

Regulacja apoptozy wydaje się być równie 
złożona, jak regulacja proliferacji komórek i 
również w jej regulacji występują „wewnętrzne 
punkty kontrolne” (check points). Czy za pun­
kty te można traktować pojawianie się określo­
nych białek, czy też umożliwienie działania już 
istniejącym białkom w wyniku zmian we­
wnątrzkomórkowego środowiska (np. zmiana 
pH) pozostaje jeszcze w sferze domysłów. W 
ostatnich latach molekularnemu podłożu zja­

wiska apoptozy poświęcono wiele artykułów 
przeglądowych (HALE i współaut. 1996; V a u x  i 
S t r a s s e r  1996, Y u a n  1996, K in g  i C id l o w s k i

1995), w tym także w polskim piśmiennictwie 
naukowym (S ik o r a  1994, 1995, R a d z is z e w s k a  
1995, R o ż y n k o w a  1994, 1996, S ł o w iń s k i i 
współaut. 1996).

Uruchomienie apoptozy następuje jako 
odpowiedź komórki na bardzo różne fizjologicz­
ne i farmakologiczne bodźce. Należą do nich 
między innymi niedobór czynników wzrosto­
wych, niedobór licznych hormonów, szok tem­
peraturowy, stres oksydacyjny a także liczne 
czynniki uszkadzające DNA, w tym promienio­
wanie jonizujące i leki przeciwnowotworowe. 
Należy jednak zaznaczyć, że czynniki indukują­
ce apoptozę komórek określonego rodzaju mogą 
być nieefektywne w odniesieniu do innych ko­
mórek.

Wspominane już induktory apoptozy mogą 
działać:
— na powierzchnię komórek i wywoływać akty­
wację błonowych receptorów lub zmiany fun­
kcjonowania niektórych układów transportują­
cych;
— w cytosolu i organellach wewnątrzkomórko­
wych i powodować na przykład zmiany gradien­
tu jonów, poziomu wolnych rodników tleno­
wych, ultrastruktuiy organelli, czy też zakłócać 
biosyntezę białek;
— w jądrze, dezorganizując strukturę DNA, 
zmieniać wzór ekspresji wielu genów;
— na cytoszkielet i zmieniać jego strukturę oraz 
zaburzać powiązania z białkami kurczliwymi; 
—na wewnątrzkomórkowe szlaki przekazywa­
nia sygnałów.

Dokładniejsze omówienie tych zagadnień 
jest przedstawione w kilku artykułach przeglą­
dowych (Ev a n s  1993, M cC o n k e y  i O r r e n iu s
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1994, O b e id  i H a n n u m  1995, T h o m p s o n  1995, 
W e r t z  i H a n l e y  1996).

Pomimo mnogości wewnątrzkomórkowych 
sygnałów i przekaźników do programowanej 
śmierci komórki wspólny wydaje się być me­
chanizm końcowej fazy wykonawczej apopto­
zy: fragmentacja chromatyny i utworzenie
ciałek apoptotycznych poprzedzone aktywa­
cją przede wszystkim swoistych, cysterno­
wych proteaz (M a r t in  i G r e e n  1995, K u m a r

1995, S ik o r a  1995a, W h y t e  1996, P a t e l  i 
współaut. 1996).

Rye. 1. Hipotetyczna sekwencja 
zdarzeń w komórce ulegającej 
apoptozie.

O podatności komórek na apoptozę decydu­
je, oprócz wpływu czynników zewnętrznych, 
współgranie białek kodowanych przez wiele po­
znanych już dzisiaj genów, które są zdolne do 
hamowania, jak i promowania procesu apopto­
zy. Szczególną funkcję w regulacji apoptozy 
pełni białko BCL-2 i coraz liczniej poznawane 
jego homologi (K o r s m e y e r  1995, R e e d  1994, 
1995, H o c k e n b e r y  1995, R e e d  i współaut.
1996). Omówieniu tych właśnie białek i praw­
dopodobnych mechanizmów ich działania tra­
ktuje niniejsze opracowanie.

GEN bcl-2, JEGO HOMOLOGI, TRANSKRYPTY I BIAŁKOWY PRODUKT

Gen bcl-2 (B-cell-lymphoma/leukemia 2) 
wykryto w połowie lat osiemdziesiątych badając 
translokacje chromosomalne (t 14; 18) (T s u j i- 
m o t o  i współaut. 1985). Koduje on białko 
BCL-2, będące jednym z podstawowych endo­

gennych regulatorów apoptozy w komórkach 
ssaków. Jest ono strukturalnym i funkcjonal­
nym homologiem białka kodowanego przez gen 
ced-9 nicienia Caenorhabditis elegans (H e n - 

GARTNERi HORYITZ 1994).
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Podobną antyapoptotyczną aktywność 
przejawia też białko BCL-2. Jak dotąd potwier­
dzono hamujące apoptozę działanie BCL-2 na 
zainicjowaną działaniem wielu chemioterapeu- 
tyków, promieniowaniem y i UV, produktami 
protoonkogenu c-myc i genu supresorowego 
p53, niedoborem wielu czynników wzrosto­
wych, działaniem czynnika transformującego J3 
(TGF-J3), a także azydku czy ceramidu. BCL-2

nie jest natomiast zdolne do zahamowania apo­
ptozy zachodzącej z udziałem dopełniacza, tak 
zwanej negatywnej selekcji limfocytów T, a tak­
że apoptozy wywołanej działaniem nadtlenku 
wodoru czy amyloidu (R e e d  1994, V a u x  i S t r a s - 

SER 1996). Lista ta jest z pewnością niekomplet­
na, gdyż obecnie lawinowo pojawiają się opisy 
wrażliwych i niewrażliwych na obecność BCL-2 
dróg prowadzących do śmierci komórek.

GEN bcl-2, REGULACJA JEGO EKSPRESJI, TRANSKRYPT

W wyniku translokacji występującej w ko­
mórkach chłoniaka limfocytów B gen bcl-2 zo­
staje przeniesiony z chromosomu 18 na chro­
mosom 14, w pobliże genu kodującego ciężki 
łańcuch immunoglobuliny {Ig). Dostaje się on 
wówczas pod kontrolę silnego wzmacniacza 
transkrypcji genu Ig. Wynikające stąd uaktyw­
nienie transkrypcji genu bcl-2 sprawia, że w 
komórkach chłoniaka zwiększa się w ten spo­
sób ilość białka hamującego ich obumieranie 
(T s u j im o t o  i współaut. 1985). Dlatego też gen 
bcl-2 traktuje się jako protoonkogen, którego 
główną funkcją jest zahamowanie programowa­
nej śmierci komórek, a nie promowanie prolife­
racji (jak jest to typowe dla innych protoonko­
genów). Dokładniejsze omówienie mechani­
zmów translokacji (t 14; 18) i biologicznych kon­
sekwencji podwyższonej ekspresji genu bcl-2 w 
rozwoju chłoniaków limfocytów B znaleźć moż­
na w artykule przeglądowym (K o c k i i R o ż y n k o - 
w a  1991).

Gen bcl-2 człowieka składa się z trzech ekso- 
nów rozdzielonych dwoma intronami, zawiera 2 
miejsca promotorowe, miejsce negatywnej re­
gulacji NRE. Znana też jest sekwencja nukleo- 
tydowa cDNA genu bcl-2 z komórek białaczko- 
wych SUP-B2 (T s u j im o t o  i C r o c e  1986, Y o u n g

i K o r s m e y e r  1993, C l e a r y  i współaut. 1986). 
Ostatnio w promotorze genu bcl-2 limfocytów B 
wykryto miejsce pozytywnej regulacji jego eks­
presji, zawierające sekwencję CRE (c-AMP re­
gulatory element) (W il s o n  i współaut. 1996). 
Miejsce to wydaje się być istotne zarówno dla 
podstawowej ekspresji genu bcl-2, jak i induko­
wanej po aktywacji kinazy C, czego nie stwier­
dza się po aktywacji kinazy A. Sugeruje się, że 
ufosforylowane przez kinazę C białko CREB 
reguluje transkrypcję genu bcl-2 w limfocytach 
B, nie wiadomo, czy wykazuje ono podobne 
działanie w innych komórkach.

Ekspresję genu bcl-2 hamuje białko supre- 
sorowe p53, co wykazano w badaniach in vivo i 
in vitro (M iy a s h it a  i współaut. 1994a, H a l d a r  i 
współaut. 1994). Obecne w genie bcl-2 wspo­
mniane wcześniej miejsce negatywnej regulacji 
NRE jest identyczne z locus odpowiedzialnym 
za hamowanie ekspresji bcl-2 przez białko p53 
(M iy a s h it a  i współaut. 1994b).

Transkryptem genu bcl-2 jest kilka mRNA 
zbudowanych z 4,2-7,2 kpz (S e t o  i współaut. 
1988). W wyniku alternatywnego składania 
transkryptu w komórkach powstaje kilka izo- 
form białka BCL-2, o c.cz. od 23 do 31 kDa.

BIAŁKO BCL-2, JEGO BUDOWA I WEWNĄTRZKOMÓRKOWE WYSTĘPOWANIE

W komórkach ludzkich najczęściej wystę­
pującą izoformą BCL-2 jest 239 AA białko o 
c.cz. -26 kDa. W obrębie jego cząsteczki wyróż­
nia się co najmniej 7 rejonów (domen) ryc. 2 o 
istotnym znaczeniu funkcjonalnym (Y in  i współ­

aut. 1994, H u n t e r  i współaut. 1996, U h l m a n n  
i współaut. 1996).

Badania mutantów BCL-2 pozbawionych 
określonych fragmentów cząsteczki pozwoliły 
na ustalenie ich funkcji. Domeny BH1 i BH2 są

Ryc. 2. Schemat budowy białka 
BCL-2 (wg Uhlmann i współaut. 
1996, zmodyf.).

BHl, BH2, BH3, BH4 oznaczają regiony 
o wysokiej konserwatywności, TM — se­
kwencję AA odpowiedzialną za wiązanie 
BCL-2 z błonami.
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niezbędne dla antyapoptotycznego działania 
BCL-2 i tworzenia przez nie heterodimerów z 
białkami pokrewnymi (Yin i współaut. 1994, R e­
ed 1994, Hanada i współaut. 1995), o czym piszę 
w rozdziale: Interakcje białek z rodziny BCL-2. 
Mutant BCL-2 pozbawiony N-końcowego frag­
mentu BH4, który nie uczestniczy w wiązaniu z 
innymi białkami, przejawia proapoptotyczne, a 
nie anty-apoptotyczne działanie (H unter i 
współaut. 1996). O funkcjonalnym znaczeniu 
domen BH3 i NH1 niewiele jeszcze wiadomo. 
Zmutowane białko BCL-2 pozbawione amino­
kwasów 51-85 (nonconserved region; ryc. 2) 
zachowuje zdolność hamowania apoptozy wy­
woływanej w komórkach BRK (embrionalna 
nerka szczura) przez białka c-myc i p53, a 
ponadto uzyskuje nową cechę — ułatwia proli­
ferację tych komórek (Ui-ilmann i współaut.
1996). C-końcowa sekwencja TM, na którą 
składa się 19 hydrofobowych aminokwasówjest 
niezbędna do wbudowania białka BCL-2 do 
błon wewnątrzkomórkowych, to jest błony ją ­
drowej, zewnętrznej błony mitochondrialnej, 
siateczki śródplazmatycznej oraz mikrosomów 
(K ra jew sk i i współaut. 1993, Janiak i współaut. 
1994, Zhu i współaut. 1996). Wbudowanie na­
stępuje w taki sposób, iż większa część cząste­
czki BCL-2 zostaje skierowana do cytoplazmy. 
Usunięcie transbłonowego fragmentu TM, nie­
zbędnego do zakotwiczenia BCL-2 w błonach, 
nie wywiera jednak wpływu (B o rn er i współaut. 
1994) lub jedynie niewielki (H u nter i współaut.

1996) na antyapoptotyczne działanie BCL-2. 
Przemawia to za tym, że powiązanie BCL-2 z 
błonami nie jest bezwzględnie konieczne dla 
jego aktywności.

Poznane dotychczas potranslacyjne modyfi­
kacje BCL-2 wynikają przede wszystkim z jego 
fosforylacji. W większości komórek białko 
BCL-2 jest nieufosforylowane (A lnem ri i współ­
aut. 1992). Może ono jednak ulegać fosforylacji 
pod wpływem takich czynników indukujących 
apoptozę jak na przykład inhibitor fosfataz, 
kwas okadajowy (H a ldar i współaut. 1994), czy 
chemioterapeutyk — Taxol (H a lda r i współaut. 
1995, 1996, B lagosk lonny i współaut. 1996). 
Fosforylacji ulega reszta serynowa obecna w 
sekwencji aminokwasowej RXXST(P), znajdują­
cej się w centrum cząsteczki BCL-2 (AA 164-166) 
(H a ldar i współaut. 1994, Guan i współaut.
1996). Zaznacza się wówczas spadek aktywno­
ści antyapoptotycznej BCL-2. Tak więc wydaje 
się, że tylko nieufosforylowane BCL-2 hamuje 
apoptozę, zaś jego fosforylacja stanowi pozytyw- 
ny sygnał indukujący apoptozę.

Dane o kinazach i fosfatazach uczestniczą­
cych w fosforylacji i defosforylacji BCL-2 są 
nieliczne. Sugerowany jest udział w fosforylacji 
BCL-2 serynowo-treoninowej kinazy Raf-1 (B la ­
gosk lonny i współaut. 1996, Wang i współaut. 
1994, Ci-ien i F a lle r  1996). Wykrycie komple­
ksu BCL-2 z białkiem R-ras, aktywatorem kina­
zy Raf, potwierdza tę sugestię (Fernandez-Sara- 
bia i Bisci-ioff 1994).

HOM OLOGI bcl-2  I ICH BIAŁKOW E PRODUKTY

Do rodziny genów homologicznych z genem 
bcl-2 zalicza się kilkanaście genów, wykrytych 
w komórkach ludzkich (patrz tab. 1), oraz w 
komórkach gryzoni, ptaków a także w niektó­
rych wirusach (R eed 1996, W hite 1996). Dostę­
pne dziś informacje o białkach kodowanych 
przez poszczególne geny są różne. Nie powinno 
to jednak dziwić zważywszy, że większość z nich 
wykryto w latach 1995-1996.

W komórkach ludzkich aż sześć genów z 
rodziny bcl-2 koduje białka działające antyapo- 
ptycznie, pięć innych genów koduje białka, któ­
re promują apoptozę (tab. 1). Podobnie jak 
BCL-2 białka te występują w powiązaniu z błona­
mi, jedynie białko BAD, w którym nie występuje 
transbłonowy region TM, jest białkiem cytoplaz- 
matycznym. Są one w znacznym stopniu homo­
logiczne z białkiem BCL-2 (z wyjątkiem białka 
BIK, tab. 1), zwłaszcza w regionach BH1 i BH2 o 
wysokiej konserwatywności (porównaj ryc. 2).

Spośród genów, których produkty przeciw­
działają apoptozie szczególne zainteresowanie

wzbudza gen bcl-x. W wyniku alternatywnej 
obróbki jego transkryptu powstają bowiem dwa 
różniące się długością mRNA (mRNA Bc1-xl i 
mRNA Bcl-xs) kodujące białka o przeciwstaw­
nym działaniu (Boise i współaut. 1993, Much- 
m ore i współaut. 1996, Minn i współaut. 1996). 
Białko B CL-xl (233 AA) znajdowane w komór­
kach długo żyjących, na przykład neuronach, 
przeciwdziała apoptozie. Białko krótsze, BCL-xs 
(170 AA) promuje śmierć komórek. Podobnie 
jak gen bcl-x. gen brag koduje transkrypty o 
różnej długości. Komórki prawidłowe mózgu ce­
chuje obecność mRNA brag 1 o długości 4,5 
kpz, natomiast w komórkach gliomy występuje 
transkrypt krótszy, o długości 1,8 kpz, ponadto 
ma miejsce jego zwielokrotnienie. Nadekspresja 
innych genów kodujących białka hamujące 
apoptozę występuje w wielu nowotworach 
(patrz rozdział Białka z rodziny BCL-2 w nowo­
tworze niu). Wydaje się to przemawiać za rearan- 
żacją genu brag podczas nowotworzenia (Das i 
współaut. 1996).
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Tabela 1. Homologi bcl-2 o działaniu anty- i proapoptotycznym w komórkach ludzkich

Gen/chromosom Białko, % homologii z BLC-2 Funkcja Piśmiennictwo

bcl-2/18
239 AA; kompleksy z BCL-2, BAX,
b c l -xl, m c l - i

hamowanie apoptozy Tsujimoto i Croce 1986 
W hite 1996, Reed 1996

bcl-XL /20
233 AA; kompleksy z BCL-2, BAD, 
BAX, MCL-1, BCL-xs, 42%

Boise i współaut. 1993

bel-w/14 200 AA; kompleksy ? 46% Gibson i współaut. 1996

mcl-1/1
350 AA; kompleksy z BCL-2, 
homologia?

Kozopas i współaut. 1993, 
Reynolds i współaut. 
1994

brag/? 286 AA; kompleksy? 56% Das i współaut. 1996

bjl-l/? 175 AA; kompleksy? homologia?
Choi i współaut. 1995. 
D’Sa-Eipper i współaut. 
1996.

box/?
191 AA, kompleksy z BCL-2, 
BCL-xl; 21%

promocja apoptozy
Oltwai i współaut. 1993

bod/?
204 AA, kompleksy z BCL-xl, brak 
regionu TM, homologia?

Yang i współaut.’ ! 995

bak-1/6 
bak-2/ 20 
bak-3/3

około 216 AA, kompleksy 
z BCL-xl; 25-28%

Chittenden i współaut. 
1995a, Kiefer i współaut. 
1995

bik/?
160 AA, kompleksy z BCL-xl; brak 
homologii z BCL-2

Boyd i współaut. 1995

bcl-xs/20
170 AA, kompleksy z BCL-xl, 
homologia

Boise i współaut. 1993, 
Minn i współaut. 1996

Pośród homologów BCL-2, które promują 
apoptozę, szczególnie ważne wydają się być 
białka BAX, BAK i BIK. Wykazano bowiem, że 
występująca w obrębie ich cząsteczek domena 
BH3 (np. w białku BAX AA 59-101) jest nie­
zbędna i wystarczająca dla ich proapoptotycz­
nej aktywności (B o y d  i współaut. 1995, Z h a  i 
współaut. 1996, C h it t e n d e n  i współaut. 1995b) 
oraz zdolności do tworzenia homo- i heterodi- 
merów (Z h a  i współaut. 1996). Tę sekwencję 
aminokwasową (domenę BH3) w BAX nazwano 
nawet domeną samobójczą (suicide domain) 
(H u n t e r  i Pa r s l o w  1996). Wbudowanie jej do 
białka sprawia, że powstała chimera przestaje 
hamować apoptozę. Należy zauważyć, że w biał­
ku BIK krótszym od innych homologów BCL-2, 
jest obecna domena BH3, nie ma zaś domen BH1 
i BH2, typowych dla białek z tej rodziny (ryć. 3).

Domena BH3 występuje także w BCL-2 i 
B C L x l  i MCL-1, białkach hamujących apopto­
zę. Jej znaczenie w funkcjonowaniu tych białek 
jest bardzo istotne, gdyż mutacje w obrębie BH3 
znoszą antyapoptyczne działanie białka BCL-2 
(C h it t e n d e n  i współaut. 1995b).

Występowanie homologów BCL-2 o działa­
niu antyapoptotycznym wydaje się być tkanko­

wo specyficzne. Ekspresję bcl-2 wykrywa się w 
komórkach macierzystych szpiku, w długo ży­
jących różnych komórkach oraz w takich ko­
mórkach postmitotycznych, jak na przykład 
neurony (H o c k e n b e r y  i współaut. 1991, V e is  i 
współaut. 1993). Wysoka ekspresja genu b c l-X L  

charakteryzuje grasicę i komórki centralnego 
układu nerwowego (B o is e  i współaut. 1993), 
bjl-l — komórki krwiotwórcze (C h o i i współaut.
1996), mcl-1 — komórki mieloblastyczne (R e y ­
n o l d s  i współaut. 1994), brag-1 zaś komórki 
mózgu i gliomy (D a s  i współaut. 1996). Nato­
miast homologi bcl-2 promujące śmierć komó­
rek — bax i bak, występują w wielu tkankach 
— płucach, nerkach, grasicy, śledzionie i szpiku 
kostnym (H o c k e n b e r y  1995, O l t v a i i współaut.
1993).

Obecność BCL-2 i jego homologów jest nie­
zbędna dla prawidłowego rozwoju organizmu. 
Jego brak wywołuje szereg zaburzeń, szczegól­
nie w grasicy, śledzionie i w nerkach, niejedno­
krotnie prowadzących do pojawienia się nowo­
tworów (K o r s m e y e r  i współaut. 1995). Wydaje 
się, że u zwierząt pozbawionych genu bcl-2 (my­
szy knock-out) jego funkcję mogą przejmować 
białka homologiczne (W h it e  1996).

INTERAKCJE BIAŁEK Z RODZINY BCL-2

Zróżnicowane tkankowo występowanie ho­
mologów bcl-2 stwarza różne możliwości inter­

akcji kodowanych przez nie białek. Interakcja 
białek jest ogólnym mechanizmem biologicz­
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Rye. 3. Porównanie usytuowa­
nia domen BH1-BH4 i TM 
w niektórych 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 Z h a  
i współaut. 1996, zmodyf.)

nym regulującym w komórkach ich aktywność. 
Spektakularnymi jej przykładami są interakcje 
białek MYC-MAX (R y a n  i B ir n ie  1996) i genów 
kodujących białka supresorowe Rb i p53 (prze­
gląd G r z e l a k o w s k a -S z t a b e r t  1995). Podobny 
sposób regulacji aktywności wydaje się doty­
czyć też białek z rodziny BCL-2. Już w 1993 
roku wykazano, że BCL-2 i BAX tworzą homo- 
i heterodimeiy (O l t v a i i współaut. 1993). Wysu­
nięto wówczas hipotezę, że podatność komórek 
na uruchomienie apoptozy pod wpływem odpo­
wiedniego bodźca zależy od stosunku białek o 
właściwościach anty-(BCL-2) do proapoptotycz- 
nych (BAX), a nie od bezwzględnej ilości każde­
go z nich. Można założyć dwie możliwości fun­
kcjonowania białek składowych tych komple­
ksów. Według jednej z nich BAX (jako mono- lub 
homodimer) działa jako białko efektorowe, któ­
rego aktywność promującą apoptozę neutrali­
zuje dołączenie BCL-2. Nie można jednak wy­
kluczyć sytuacji odwrotnej, w której BCL-2 jest 
białkiem aktywnym a zadaniem nieaktywnego 
BAXjest uniemożliwienie tworzenia homodime- 
rów BCL-2 promujących przeżywanie komórek.

Wiadomo już, że zdolność tworzenia kom­
pleksów charakteryzuje prawie wszystkie ho­
mologi BCL-2, wiele z nich znanych z badań in

vitro wykryto też w różnych komórkach (np. 
BCL-2/BCL-2, B CL-2/BAX, BAX/BAX, 
B A X / B C L -x l , S e d l a k  i współaut. 1995). Czy 
wszystkie z nich mają znaczenie fizjologiczne 
jeszcze nie wiadomo.

W kompleksowaniu homologów BCL-2 
uczestniczą przede wszystkim domeny BH1 i 
BH2, w niektórych białkach być może także 
domena BH3. Kompleksy te są labilne i tak na 
przykład białka BAX i BAD współzawodniczą o 
wiązanie z B C L -x l  i BAD wypiera BAX z tego 
kompleksu (BAD nie kompleksuje z BAX; Y a n g  
i współaut. 1995). Należy zdawać sobie sprawę, 
że różne komórki mogą zawierać określone 
kompleksy homologów BCL-2 ze względu na 
komórkowo specyficzne występowanie takich 
białek, zwłaszcza białek hamujących apoptozę.

Intrygujące jest pytanie, jak działają białka 
nie mające sekwencji BH1 i BH2, takie jak na 
przykład BCL-xs. Białko to antagonizuje działa­
nie B C L -x l , które hamuje apoptozę. BCL-xs nie 
tworzy jednak kompleksów ani z B C L -x l  ani z 
innymi białkami z rodziny BCL-2, nie „prze­
szkadza” też w  tworzeniu kompleksu B C L -x l  z 
BAX (M in n  i współaut. 1996). Przypuszcza się 
więc, że BCL-xs promuje apoptozę w nie poznany 
dotąd, inny niż pozostałe homologi BCL-2 sposób.
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Wydaje się zatem, że zaproponowana przez 
Oltvaia hipoteza regulacji podatności komórek na 
apoptozę poprzez zmiany stosunków anty- i pro- 
apoptotycznych białek przetrwała próbę czasu. 
Nie rozstrzygnięte jest, jak dotąd, które białko —

hamujące czy promujące apoptozę jest właści­
wym efektorem. Najnowsze dane o występowaniu 
„domeny samobójczej” w niektórych białkach 
promujących apoptozę przemawiają za ich 
aktywną, efektorową rolą w regulacji apoptozy.

POSTULOWANE MECHANIZMY DZIAŁANIA BCL-2

W cząsteczce BCL-2 i jego homologów nie 
występują elementy strukturalne, które mogły­
by sugerować biochemiczne mechanizmy dzia­
łania tych białek. Liczne hipotezy wiążą bioche­
miczne działanie BCL-2 przede wszystkim z jego 
lokalizacją wewnątrzkomórkową. Powiązanie 
BCL-2 i prawie wszystkich jego homologów (z 
wyjątkiem proapoptotycznego BAD) z błonami 
— zewnętrzną błoną mitochondrialną, błoną 
jądrową i siateczką śródplazmatyczną sugeruje 
udział tych białek w regulacji funkcjonowania 
mitochondriów, przeciwdziałania stresowi 
oksydacyjnemu oraz w regulacji wewnątrz­
komórkowego poziomu jonów wapnia.

Zagadnienie istotności mitochondriów — i 
parametrów, które kontrolują — w apoptozie 
nie jest w pełni wyjaśnione, chociaż wiadomo, 
że szereg biochemicznych procesów zachodzą­
cych w komórce apoptotycznej wymaga energii. 
Nie wiadomo jednak, czy obserwowany niski 
poziom ATP w komórkach umierających na dro­
dze apoptozy jest przyczyną ich śmierci. Wysu­
nięto ostatnio hipotezę, że spadek wewnątrz­
komórkowego poziomu ATP poniżej krytyczne­
go dla każdej komórki poziomu — ale wystar­
czającego do przebiegu hydrolizy makrocząste­
czek, kondensacji chromosomów czy też two­
rzenia pęcherzyków apoptotycznych —prowa­
dzi do apoptozy (R ic h t e r  i współaut. 1996). 
Spadek poziomu ATP w umierających komór­
kach, być może, wiąże się z obniżeniem poten­
cjału błonowego mitochondriów, indukowanym 
czynnikami wywołującymi hypoksję i apoptozę. 
Przedstawiono ostatnio dowody, że BCL-2 i 
B C L -x l  przeciwdziałają takiemu uszkodzeniu 
mitochondriów (S h im iz u  i współaut. 1996b).

Sugerowano też udział BCL-2 jako anty- 
oksydanta w regulacji poziomu wolnych rodni­
ków (K a n e  i współaut. 1993, H o c k e n b e r y  i 
współaut. 1993, H o c k e n b e r y  1995), mediato­
rów apoptozy wielu komórek (K o r s m e y e r  1995, 
K o r s m e y e r  i współaut. 1995, J a c o b s o n  1996, 
S l a t e r  i współaut. 1995). Jednakże w świetle 
obserwacji, że BCL-2 hamuje apoptozę zacho­
dzącą w warunkach nie sprzyjających tworze­
niu wolnych rodników (S h im iz u  i współaut. 
1996a, J a c o b s o n  1996) hipoteza ta została pod­
ważona, pomimo że nadekspresja BCL-2 prze­
ciwdziała uszkodzeniu błon wywołanemu pero-

ksydacją błonowych lipidów (H o c k e n b e r y  i 
współaut. 1993). Może ona także powodować 
hiperpolaryzację zewnętrznych błon komórek z 
równoległym obniżeniem wrażliwości komórek 
na działanie ouabainy, inhibitora Na+/K+ — 
ATP-azy (G il b e r t  i współaut. 1996).

Udział jonów wapnia w transdukcji niektó­
rych sygnałów prowadzących do apoptozy oraz 
w kluczowych etapach apoptozy, takich jak na 
przykład reorganizacja chromatyny, indukcja 
ekspresji określonych genów, degradacja DNA 
przez nukleazy jest niepodważalny (N ic o t e r a  i 
współaut. 1994). Dane o wpływie BCL-2 na 
fluktuacje poziomu Ca2+ w komórkach apopto­
tycznych są jednak niespójne. Jedne z nich 
wskazują, że BCL-2 hamuje wypływ Ca2+ zma­
gazynowanego w siateczce śródplazmatycznej 
(La m  i współaut. 1994, D ie s t e l h o r s t  i współ­
aut. 1996) lub też reguluje poziom Ca2+ w 
jądrze komórkowym (M a r in  i współaut. 1996). 
Jednakże wyniki eksperymentów z tapsigargi- 
ną, inhibitorem uwalniania Ca2+ z siateczki 
śródplazmatycznej wskazują, że BCL-2 nie 
uczestniczy w regulacji homeostazy wapniowej 
podczas apoptozy (D ie s t e l h o r s t  i M cC o r m ic k

1996); przynajmniej w komórkach mysiej lim- 
fomy. Rozstrzygnięcie tego zagadnienia niewąt­
pliwie wymaga dalszych badań.

Obecnie panuje przekonanie, że głównym 
mechanizmem działania BCL-2 jest ich wpływ 
na aktywację proteaz, głównych egzekutorów 
apoptozy (K u m a r  1995, Pa t e l  i współaut. 1996, 
W h y t e  1996, M a r t in  i G r e e n  1995, S ik o r a  
1995a). Proteazy te należą do rodziny proteaz 
cysternowych ICE (interleukin-1-(3-converting 
enzyme) i odznaczają się znacznym stopniem 
homologii, jak też z proteazą kodowaną przez 
gen ced-3 Caenorhabditis elegans (P a t e l  i 
współaut. 1996). W tabeli 2 zestawiono wykryte 
dotychczas proteazy z rodziny ICE i rozszcze­
piane przez nie substraty. Należy zauważyć, że 
poszczególne proteazy mogą mieć więcej niż 
jeden substrat, a określony substrat może być 
rozszczepiony przez kilka proteaz. Postuluje się 
sekwencyjność działania tych proteaz (S h im iz u  
i współaut. 1996a, V A u x  i St r a s s e r  1996) 
(ryc. 4). Postulowany schemat zakłada, że pro­
teazy ICE aktywują proteazy z podrodziny 
CPP32/yama rozszczepiając ich nieaktywne
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T a b e l a  2 .  P r o t e a z y  z  r o d z i n y  I C E  i i c h  s u b s t r a t y  (z 
d a n y c h  W h y t e 'A 1 9 9 6 ,  V a u x a  i  S t r a s e r a  1 9 9 6 ,  P a t e l a  
i w s p ó ł a u t .  1 9 9 6

proenzymy. Te zaś z kolei działają na określone 
substraty o kluczowym dla apoptozy znaczeniu, 
w tym na tak zwany „substrat śmierci”, po- 
li(ADP-rybozo)-polimerazę (PARP) (W h ite  1996, 
S ik o ra  1995). Dokładniejsze omówienie znacze­
nia hydrolizy poszczególnych substratów w pro­
cesie apoptozy wykracza jednak poza ramy tego 
artykułu.

W 1996 roku udowodniono nie tylko fakt 
hierarchiczności działania tych proteaz lecz 
także wykazano, że zarówno BCL-2 jak i B C L -x l  
hamują przede wszystkim aktywację proteaz 
ICE (ryc. 4), wywoływaną przez główny sygnał 
do śmierci komórek (Sh im izu  i współaut. 1995, 
1996a, C hinnaiyan  i współaut. 1996). Nie wia-

BIAŁKA Z RODZINY BCL-

Niewątpliwy udział BCL-2 w regulacji apo­
ptozy sprawia, że komórki z nadekspresją tego 
białka mogą stawać się niewrażliwe na sygnały 
normalnie prowadzące do ich śmierci, w tym na 
działanie wielu leków przeciwnowotworowych 
(R e e d  1994, R e e d  i współaut. 1996, Th om pson  
1995, D a rz y n k ie w ic z  1995). Ten rodzaj oporno­
ści wydaje się polegać na blokowaniu przez 
BCL-2 i jego analogi o działaniu antyapoptoty­
cznym przetwarzania sygnału, generowanego 
przez leki, w sygnał prowadzący do śmierci 
komórki (R e e d  1995). Zahamowanie apoptozy 
sprawia, że nawet uszkodzone w czasie terapii 
komórki mogą żyć dłużej, zyskuj ąc w ten sposób 
czas na wykształcenie biochemicznych mecha­
nizmów klasycznej oporności.

Ryc. 4. Postulowany udział BCL-2 i jego homologów 
w hamowaniu aktywności proteaz podczas apoptozy 
(wg Sh im izu  i współaut. 1 9 9 6 ,  zmodyf.).

domo jeszcze, jaki jest mechanizm tego hamo­
wania, nie jest też wykluczona możliwość dzia­
łania BCL-2 i w innych etapach kaskady prote­
az (V au x  i S t r a s s e r  1996, K u m ar 1995), (ryc 4). 
Za jeden z nich można, być może, uznać prze­
ciwdziałanie przez BCL-2 i jego homolog MCL-1 
spadkowi wartości wewnątrzkomórkowego pH, 
typowego dla komórek apoptotycznych (M e isen - 
h o l d e r  i współaut. 1996, R e y n o ld s  i współaut.
1996).

Ten krótki przegląd nie wyczerpuje wszy­
stkich mechanizmów działania białek z rodziny 
BCL-2, których zrozumienie jest konieczne dla 
farmakologicznego kontrolowania ich nie za­
wsze pożądanych efektów.

2 W NOWOTWORZENIU

Podwyższenie ekspresji bcl-2 wykryto w bar­
dzo wielu ludzkich nowotworach (np. 90% — 
rak jelita grubego, 60% — rak żołądka, -30% — 
neuroblastoma; R e e d  i współaut. 1996). Są też 
doniesienia o obniżonym poziomie w niektórych 
nowotworach promującego apoptozę białka 
BAX (rak piersi; R e e d  1995). Szczególną rolę w 
regulacji ekspresji tych genów pełni białko su- 
presorowe p53. Hamuje ono ekspresję bcl-2 
(patrz rozdział Gen bcl-2, regulacja jego ekspre­
sji, transkrypt), aktywuje zaś ekspresję box 
(M iya sh ita  i R e e d  1995, F is h e r  1994). Ta tak 
złożona regulacja ekspresji genów, których pro­
dukty w przeciwstawny sposób działają na prze­
bieg apoptozy powoduje, że różne komórki mo­
gą mieć różne ilości tych białek, a tym samym
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inne efektywnie działające kompleksy. Czynio­
ne są już próby wykorzystania informacji o 
poziomie białek z rodziny BCL-2 oraz białka p53 
w prognozowaniu odpowiedzi komórek nowo­
tworowych na chemioterapię (H erod  i współ­
aut. 1996, C h resta  i współaut. 1996). Trudno 
jednak powiedzieć, czy znajdą one kliniczne 
zastosowanie. Zaczynają się także ukazywać

doniesienia o współdziałaniu białek z rodziny 
BCL-2 (BFL-1; D’Sa  Eipper i współaut. 1996 i 
NR-13; G il le t  i współaut. 1995) i niektórych 
wirusów w transformacji nowotworowej komó­
rek. Zagadnienie udziału BCL-2 i jego homolo- 
gów w powstawaniu nowotworów jest, jak wi­
dać, bardzo złożone i w niniejszym opracowaniu 
jedynie zasygnalizowane.

UWAGI KOŃCOWE

Białka z rodziny BCL-2 nie są jedynymi 
komórkowymi regulatorami apoptozy, moim 
zdaniem jednak zajmują wśród nich pozycję 
wyjątkową. Wynika ona z szerokiego spe­
ktrum ich działania, a zwłaszcza wpływu na 
działanie licznych proteaz, głównych egzeku­
torów apoptozy w niemalże wszystkich prze­
badanych układach. Co więcej, wiadomo, że

także niektóre wirusy syntetyzują białka o 
działaniu analogicznym do BCL-2 (np. białko 
E1B19 kDa adenowirusa), jak również białko­
we inhibitory proteaz ICE (białko CrmA, tzw. 
serpina). Białka te działają antyapoptotycznie 
na zainfekowane komórki, zwiększają szanse 
ich przeżycia i stwarzają dogodne warunki dla 
rozwoju wirusa.

REGULATION OF APOPTOSIS — INVOLVEMENT OF MEMBRANE PROTEINS FROM BCL-2 FAMILY

Sum m ary

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 artykułu do druku ukazały się 
prace wskazujące na istotne znaczenie dla prze­
biegu apoptozy megakanału mitochondrialnego 
(mitochondrial transition pore), na którego stan 
funkcjonalny wpływają białka z rodziny BCL-2. 
Podsumowanie tych badań Czytelnik może 
znaleźć w dwóch opracowaniach przeglądo­
wych:
P etit P. X., S usin S. -A., Zamzami N., M ignotte B., K roemer 
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W końcu 1996 r. w literaturze anglojęzycz­
nej wprowadzono termin „caspase” dla oznacze­
nia proteaz z rodziny ICE/CED-3 (A l n e m r i i 
współaut.). W nazwie tej litera c oznacza prote- 
azę cysternową, a „aspase” odnosi się do zdol­
ności tych proteaz do rozszczepiania wiązania 
sąsiadującego z kwasem aspargininowym. Po­
szczególne enzymy z tej rodziny będą oznaczone 
cyframi arabskimi.
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