Kosmaos

Ewa Sikora
Zaktad Biochemii Komorki

Tom 46, 1997
Numer 4  (237)
Strony 541-547

Polskie Towarzystwo Przyrodnikéw im. Kopernika

Instytut Biologii DoSwiadczalnej im M. Nenckiego, PAN

Pasteura 3, 02-093 Warszawa
E-mail: esik@nencki.gov.pl

ROLA WAPNIA W APOPTOZIE

CYTOTOKSYCZNOSC WAPNIA

Rola wapnia jako wewnatrzkomorkowego
regulatora wielu procesow fizjologicznych jest
od dawna dobrze znana. W ciggu ostatnich lat
wzrost réwniez znaczaco zaséb wiedzy na te-
mat udziatlu Ca w procesach patologicznych.
Naruszenie mechanizméw odpowiedzialnych
za wewnatrzkomorkowg homeostaze Ca pro-
wadzi do nieodwracalnych uszkodzen komorki
(NIKOTERA i wspo6taut. 1992). Wzrost wewnatrz-
komérkowego stezenia wapnia obserwuje sie,
na przykiad, w neurotoksycznym dziataniu
metali ciezkich, jak otéw i rte¢, a takze jako na-
stepstwo niedokrwienia (ischemii) (KOMULA-
INEN i Bondy 1988). Cytotoksycznemu dziata-
niu aminokwasoéw, jak glutaminian i jego ago-
nista kwas kainowy, na komaorki nerwowe row-
niez towarzyszy wzrost wewnatrzkomoérkowego
Ca + (Gerlach i wspoétaut. 1996). Reperfuzja
nastepujgca po stanie niedokrwienia powoduje
uszkodzenia serca, w wyniku wzmozonej pro-
dukcji wolnych rodnikéw tlenowych i wzrostu
stezenia Ca + (JOSEPHON i wspoétaut. 1991).
Akumulacja wewnatrzkomérkowego wapnia

ma rowniez swoj udziat w hepatotoksycznosci
i nefrotoksycznosci spowodowanej réznymi
czynnikami (NIKOTERA i wspo6taut. 1992, Va-
MVAKAS i wspoétaut. 1990). Rosnaca liczba do-
wodow wskazuje na udziat Ca w Smierci ko-
morek ukiladu odpornosciowego (NIKOTERA i
wspotaut. 1992, McCONKEY i ORRENIUS 1996,
ANDJELIC i wspoétaut. 1997).

Poziom wapnia w komoarce jest regulowany
poprzez kanaly napieciowo-zalezne oraz recep-
tory jonotropowe, transportujace go z ze-
wnatrz oraz system przedziatowosci komoérko-
wej (Carafoli 1987). Wapn jest akumulowany
w mitochondriach, siateczce srdodplazmatycz-
nej oraz jadrze. W wyniku naruszenia homeo-
stazy wapniowej nastepuje wyptyw ca” z
przedziatbw komdrkowych oraz wzrost jego
naptywu z przestrzeni zewngtrzkomaérkowej do
wnetrza komoérki. Konsekwencjg cytotoksycz-
nosci Ca jest w bardzo wielu przypadkach
programwana Smier¢ komoérki, czyli apoptoza
(McCONKEY i ORRENIUS, 1996, TRUMP i
Berrezecki 1996).

UDZIAL Caz+W APOPTOZIE

Fizjologicznej $mierci komorki, czyli wia-
$nie apoptozie, poswiecono w ostatnich latach
bardzo wiele uwagi. Dane na ten temat zosta-
ty zebrane w bardzo wielu artykutach przegla-
dowych, w tym réwniez opublikowanych w je-
zyku polskim (Rozynkowa 1994, 1996, Radzi-
szewska 1995, SIKORA 1994, 1995, 1996). Ko-
morka umierajaca Smiercig apoptotyczna cha-
rakteryzuje sie pewnymi cechami morfologicz-
nymi, biochemicznymi i genetycznymi, ktore
odrozniajgja od komérki prawidtowej i nekro-
tycznej. Chromatyna komorki apoptotycznej
ulega marginalizacji i fragmentacji. Komérka

kurczy sie na skutek utraty wody i z czasem
rozpada na ciatka apoptotyczne. Bardzo czesto
do zajscia apoptozy niezbedna jest aktywacja
genow i synteza biatka de novo. Apoptoze mo-
ga wywota¢ bardzo réznorodne czynniki, u
podstaw dziatania ktérych lezg r6zne mecha-
nizmy. Oznacza to, ze istnieje bardzo wiele
drog, ktére prowadza do zmian morfologicz-
nych, charakteryzujagcych komoérke apopto-
tyczng (Hate i wspétaut. 1996, Sikora 1995).
Bardzo wygodnie jest za Kroemerem podzieli¢
proces apoptozy na trzy fazy: faze poczatkowa,
efektorowg i degradacji (KROEMER i wspoétaut.
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1997). Faza poczatkowa moze przebiega¢ swo-

ja wiasna indywidualng $ciezkg zdetermino-
wang czynnikiem indukujgcym smier¢ komor-
ki. Kazda ,prywatna” sciezka fazy poczatkowej
prowadzi do zdarzen biochemicznych, ktore
wedtug Kromera sa juz wspélne dla wszyst-
kich induktoréw apoptozy i wszystkich apo-
ptotycznych komoérek. Te wspdlng faze Kroe-
mer podzielit na odwracalna faze efektorowag
oraz nieodwracalng faze degradacji, w ktoérej
zostaja zaaktywowane procesy kataboliczne.
Taki schemat apoptozy jest bardzo wygodny w
opisie, jednakze jak dalej zobaczymy, $mier¢
fizjologiczna od poczatku do korica moze miec
rézny przebieg nie tylko zdeterminowany czyn-
nikiem jg indukujgcym, typem komorki, ale
takze jej stanem fizjologicznym. Tak naprawde
trudno jest wiec moéwic¢ o wspoélnych dla wszy-
stkich komoérek fazach.

Chociaz udziat wapnia w apoptozie jest
bezsporny, to jednak jego rola w tym procesie
jest ciagle kontrowersyjna. Wydaje sie, ze
wapn jest zwigzany ze wszystkimi fazami
apoptozy: jako przekaznik ITrzedowy w fazie
poczatkowej, jako jon indukujgcy mitochon-
drialny megakanat podczas fazy efektorowej
oraz jako aktywator transglutaminaz, proteaz
i endonukleaz aktywnych w ostatniej fazie
apoptozy czyli degradaciji.

ROLA Ca 2+W POCZATKOWEJ FAZIE APOPTOZY —
PRZEKAZYWANIE SYGNALU DO APOPTOZY

Poprzez apoptoze sa usuwane z organizmu
komorki zbedne (potrzebne przejsciowo w okre-
sie rozwojowym), zmutowane i uszkodzone.
Wiele komoérek w dorostym organizmie podlega
ciaglym podzialom. Sa to komdrki macierzyste,
na przykiad krwiotwércze i nabtonkowe. W ce-
lu utrzymania homeostazy organizmu czes¢
tych komoérek musi by¢ usuwana. Regulacja
ilosci komérek odbywa sie zatem na poziomie
kontroli ich podziatéw i Smierci programowanej
(SIKORA 1996). W organizmie odbywa sie to po-
przez gospodarke hormonalng oraz dostepnosé
czynnikow wzrostowych i substancji odzyw-
czych dla komérek (THOMPSON 1995). In vitro
apoptoze mozna wywotywaé ré6znymi czynnika-
mi od biologicznych, poprzez chemiczne, kon-
czac na fizycznych. Wydaje sie, ze mobilizacja
wewnatrzkomorkowego wapnia w komorkach
apoptotycznych moze zachodzi¢ przynajmniej
na dwa rozne sposoby. Jeden z nich ,recepto-
rowy” jest dobrze znany i opisany i polega na
mobilizacji Ca + jako wtérnego przekaznika
pod wptywem czynnikéw zewnetrznych oddzia-
tujacych na receptory komérkowe (Barariska
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1997). Receptory btonowe z kolei przekazuja
sygnat na biatka G, ktére pobudzajg fosfolipa-
zy C i D. Fosfolipaza C katalizuje hydrolize 4,5-
dwufosforanu inozytolu do trifosforanu inozy-
tolu i diacyloglicerolu. Trifosforan inozytolu
uwalnia Ca2 z siateczki srodplazmatycznej i
powoduje naptyw jonéw wapniowych ze srodo-
wiska zewnetrznego poprzez otwarcie kanatow
wapniowych. Taki sam przebieg przekazywania
sygnatu z btony jadrowej i uwalnianie przeka-
znika ll-rzedu, jakim jest wapn, wystepuje w
komoérkach pobudzonych zaréwno do prolifera-
cji, jak i apoptozy. | tak, pobudzenie receptora
TCR (T celi receptor) w dojrzatych limfocytach
uruchamia wyzej opisany szlak przekazywania
sygnatu, ale prowadzacy w efekcie do ich proli-
feracji. Natomiast pobudzenie TCR w niedoj-
rzatych limfocytach, czyli tymocytach prowadzi
do ich Smierci poprzez apoptoze (McCONKEY i
wspoétaut. 1991). Przyktadow na zwigzek Ca z
apoptozg mamy bardzo wiele. Pobudzenie bto-
nowego receptora dla antygenu powoduje
Smier¢ programowang limfocytéw B, ktorej
réwniez towarzyszy uwalnianie Ca (TSUBATA
wspoétaut. 1993). Bardzo wczesnie wykazano,
ze indukcja tymocytéw do apoptozy hormonem
glukokortykoidowym jest zwigzana z napty-
wem wapnia do komoérek (Kaiser i Edelman
1997). Natomiast w komoérkach linii limfoidal-
nej po zadziataniu glukokortykoidu obserwo-
wano oproznienie z wapnia magazynéw sia-
teczki $rdédplazmatycznej (Lam i wspotaut.
1993). Nasze wilasne obserwacje wskazuja, ze
w ludzkich komorkach limfoidalnych, tak
zwanych Jurkat, po indukcji apoptozy $Swia-
ttem UV nastepuje oprdznienie z Ca zaréwno
magazynéw mitochondrialnych, jak i siateczki
Srédplazmatycznej (PIWOCKA i wspo6taut. 1997).
Uwaza sie, ze przyczyne sSmierci apoptotycznej
piramidalnych neuronéw hipokampa, naste-
pujaca podczas niedokrwienia mézgu lub spo-
wodowang diugotrwatymi drgawkami, stanowi
uwalnianie glutaminianu, ktéry pobudza re-
ceptory glutaminianowe i powoduje wzrost ste-
zenia wewnatrzkomorkowego Ca . Postuluje
sie nawet wystepowanie w umierajgcych neu-
ronach zjawiska aktywacji przez Ca procesu
transkrypcji tak zwanych ,genoéw $mierci ko-
morkowej”. Bennet i Huxlin sugeruja, ze
Smieré przez apoptoze wigekszosci umierajg-
cych neuronow odbywa sie wiasnie na skutek
utraty przez te komoérki zdolnosci do regulaciji
poziomu wewngtrzkomoérkowego wapnia, co
okreslili mianem hipotezy ,Smierci wapniowej”
(ang. calmortin hypothesis) (BENNET i HUXLIN
1996).
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Drugi mechanizm udziatu ca” w indukcji
apoptozy, tak zwany ,wolnorodnikowy” pole-
gatby na posrednictwie wolnych rodnikéw tle-
nowych, generowanych w wyniku zadziatania
czynnika proapoptycznego. Stres oksydacyjny
w tym przypadku stanowi przyczyne uwalnia-
nia Ca , spowodowang uszkodzeniem syste-
mu transportu wapniowego w przedziatach
wewnatrzkomérkowych (McCONKEY i ORRE-
NIUS 1996).

Bezposrednich dowodéw na udziat wapnia
w apoptozie dostarczajg doswiadczenia z za-
stosowaniem jonoforéw wapniowych jako in-
duktoréw $mierci programowanej oraz z dru-
giej strony chelatorow i zwigzkéw buforujg-
cych wapn, jako inhibitoréw apoptozy induko-
wanej roznymi czynnikami. Liczne przykiady
opisu tego typu doswiadczen moze Czytelnik
odnalezé w pracy przegladowej (McCONKEY i
ORRENIUS 1996). Nie zawsze jednak mozna
jednoznacznie okresli¢, ktéry z wyzej wymie-
nionych dwéch mechanizméw, to znaczy ,re-
ceptorowy” czy ,wolnorodnikowy”,jest zaanga-
zowany w uwalnianiu Ca , gdyz produkcja
wolnych rodnikéw wystepuje réwniez przy po-
budzeniu receptoréw. Nalezy réwniez zazna-
czy€, ze bezposredni zwigzek pomiedzy apojj-
tozg a mobilizacjg wewnatrzkomérkowego Ca
wystepuje nie we wszystkich komérkach indu-
kowanych do apoptozy. Na przykiad Beaver i
Waring (1994) nie znalezli korelacji pomiedzy
dziataniem tak zwanej gliotoksyny, aktywatora
biatek G, oraz tapsigarginy — inhibitora ATPa-
zy wapniowej z siateczki Srédplazmatycznej,
indukujacych wzrost stezenia wewnatrzko-
morkowego Ca , a apoptoza. Wydaje sie, ze
indywidualna droga przekazywania sygnatu
do apoptozy nie koniecznie musi prowadzi¢
poprzez wapn. W wyniku pobudzenia recepto-
réw blonowych zaktywowanych czynnikami
proapoptotyczrrymi moze dojs¢ do aktywacji
innych niz Ca wtérnych przekaznikéw, ta-
kich jak ceramid czy cAMP (PENA i wspoétaut.
1997). Indukcja apoptozy moze tez przebiegac
poprzez zakwaszenie komorki w wyniku akty-
wacji antyportera Na/H (FAMULSKI 1997) lub
za posrednictwem wspomnianych wolnych ro-
dnikoéw tlenowych, ktérych rola w apoptozie
jest ciggle kontrowersyjna, podobnie jak wap-
nia, cho¢ udziat ich w tym procesie jest nie-
podwazalny (Jacobson 1997).

ROLA Ca2+W EFEKTOROWEJ FAZIE APOPTOZY;
TWORZENIE MITOCHONDRIALNYCH MEGAKANALOW

Efektorowa faza apoptozy jest, wedtug
Kroemera, wspoélna dla wszystkich komérek
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apoptotycznych i niezalezna od czynnika indu-
kujacego apoptoze. Mianowicie wykazat on,
podobnie jak inni, ze komérki indukowane do
apoptozy wykazujg dosy¢ wczesny (rozpoczy-
najacy sie od kiludziesieciu minut do kilku go-
dzin) spadek wigczania do mitochondrow
barwnikéw, swiadczacy o spadku mitochon-
drialnego potencjatlu transmembranowego
(PETIT i wspétaut. 1996, SUSIN i wspébtaut.
1996, KROEMER i wspoétaut. 1997). Mitochon-
drialny potencjat transmembranowy powstaje
na skutek asymetrycznego rozktadu protonéw
i innych jonéw po dwéch stronach wewnetrz-
nej btony mitochondrialnej, tworzagc chemicz-
ny potencjat (pH) oraz gradient elektryczny,
ktore sg wynikiem funkcjonowania mitochon-
driow. Spadek potencjatu mitochondrialnego
Swiadczy o zaburzeniu funkcji tych organelli.
Spadkowi potencjatu mitochondrialnego w ko-
moérkach apoptotycznych towarzyszy, wedtug
Kroemera, powstanie megakanatéw. Budowa
megakanatdow nie jest ostatecznie jeszcze wy-
jasniona, ale wiadomo, ze do ich powstania
niezbedny jest miedzy innymi naptyw do mito-
chondriéw Ca . Powstanie megakanatéw sta-
nowi przyczyne gwaltownego wzrostu przepu-
szczalnosci wewnetrznej btony mitochondrial-
nej dla jonéw i czasteczek < 1500 Da takich
jak protony, wapn, glutation (LENARTOWICZ i
WUDARCZYK, 1997). Kroemer postuluje, ze w
komoérkach indukowanych do apoptozy na
skutek powstania megakanatéow dochodzi do
uwolnienia z mitochondriéw biatka AIF (ang.
apoptosis inducing factor). Biatko to miatoby
indukowa¢ morfologiczne zmiany w cytopla-
zmie i jadrze charakterystyczne dla apoptozy,
to znaczy obkurczanie komérki, fragmentacje
chromatyny i tworzenie ciatek apoptotycznych
(KROEMER i wsp6taut. 1997). Znane sajednak
inne prace, w ktérych autorzy postulujg udziat
mitochondridw w apoptozie na zupetnie innej
zasadzie, mianowicie spadku ich funkcji odde-
chowej i niedoboru ATP (RICHTER i wspotaut.
1996). Ponadto uwaza sie, ze nie zawsze apop-
tozie towarzyszy spadek potencjatu trans-
membranowego, lub moze on zachodzi¢, ale w
poéznej fazie apoptozy, juz po zadziataniu en-
donukleaz degradujagcych DNA (COSSARIZZA i
wspoétaut. 1994).

Od dawna poszukiwano zwiazku pomiedzy
rolg wapnia w apoptozie a biatkiem Bcl-2.
Biatko Bcl-2 nalezy do rodziny biatek, ktore
moga zarowno hamowac (Bcl-2, BcL-xL, Meli,
Al iinne), jak i aktywowac¢ (Bax, Bcl-xs, Bad,
Bak, Bik i inne) apoptoze (GRZELAKOWSKA-
-SZTABERT 1997, RUPNIEWSKA i wspoétaut.
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1997). Bcl-2 zlokalizowano w zewnetrznej bto-
nie mitochondrialnej, siateczce s$rodplazma-
tycznej oraz bilonie jgdrowej. Wydaje sie, ze
mitochondrialna lokalizacja Bcl-2 ma najistot-
niejsze znaczenie dla tego biatka jako inhibito-
ra apoptozy. Sadzi sie mianowicie, ze Bcl-2
stabilizuje znaczaco potencjat transmembra-
nowy, ajego wzmozona ekspresjaw btonie mi-
tochondrialnej zapobiega apoptozie indukowa-
nej réznymi czynnikami. Hamujgc powstanie
megakanatow, Bcl-2 przyczynia sie do zatrzy-
mania w mitochondriach Ca + oraz AIF. Nie
wiadomo jednakze, jaki miatby by¢ mecha-
nizm oddziatywania Bcl-2 z megakanatami.
Wydaje sie prawdopodobne twierdzenie, ze
Bcl-2 utrzymuje potencjat transmembranowy
w rownowadze, co z kolei przyczynia sie do
utrzymania mitochondrialnej homeostazy
wapniowej (KROEMER i wspétaut. 1997).
Udziat Bcl-2 w hamowaniu apoptozy nieko-
niecznie musi by¢ bezposrednio zwigzany z ro-
lg Ca i spadkiem potencjatu mitochondrial-
nego. Mianowicie uwaza sie, ze Bcl-2 zapobie-
ga uwalnianiu z mitochondriéw cytochromu c,
do ktérego nie jest konieczne powstawanie
megakanatéw. Cytochrom c z kolei miatby ak-
tywowaé proteazy czynne w procesie apoptozy
(KLUCK i wspo6taut. 1997, Yang i wspotaut.
1997).

ROLA Ca2+W DEGRADACYJNEJ FAZIE APOPTOZY:
AKTYWACJA ENZYMOW KATABOLICZNYCH
(ENDONUKLEAZ, PROTEAZ | TRANSGLUTAMINAZ)

Komodrka umierajgca Smiercig fizjologiczng
rozpada sie na ciatka apoptotyczne, ktore
dzieki wyeksponowanej na zewnetrznej btonie
komorkowej fosfatydyloserynie sa rozpozna-
wane i fagocytowane przez makrofagi lub sg-
siadujgce komorki (SAVILL i wspotaut. 1993).
Ciatka apoptotyczne zawierajag zmienione
funkcjonalnie, cho¢ nie zawsze morfologicznie,
mitochondria oraz fragmenty DNA. Tak dobrze
scharakteryzowany morfologicznie koricowy
etap apoptozy wydaje sie wcigz bardzo mato
poznany od strony biochemicznej. Wiemy, ze w
degradacji apoptotycznej komoérki biorg udziat
endonukleazy, proteazy i transglutaminazy.
Stosunkowo najlepiej do tej poiy zostatly opi-
sane proteazy, a chociaz internukleosomalna
fragmentacja DNA stanowi juz klasyczny
znacznik apoptozy, do tej pory nie udato sie
jednoznacznie zidentyfikowa¢ enzymu odpo-
wiedzialnego za fragmentacje DNA zachodzgca
podczas Smierci fizjologicznej.
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Endonukleazy zalezne od Ca2+

Internukleosomalna fragmentacja DNA na
odcinki wielkosci nukleosomu (180-200 par
zasad) i jego wielokrotnosci do niedawna sta-
nowita ostateczny dowdd na wystepowanie ko-
moérek apoptotycznych w badanym materiale.
Dzisiaj wiemy, ze apoptoza moze zachodzi¢
takze bez internukleosomalnej fragmentaciji
DNA. Obserwuje sie natomiast czasami degra-
dacje DNA, jak w przypadku komérek nowo-
tworowych prostaty traktowanych etopozy-
dem, na fragmenty o wielkosci 50-300 kilo par
zasad (Oberhammer i wspoOtaut. 1992). Jed-
nakze niezaleznie od wielkosci fragmentéw
DNA, jego degradacja stanowi nieodwracalny
etap Smierci komérki (BORTNER i wspoétaut.
1995). Znamy kilka endonukleaz, o ktérych
wiadomo, ze sg aktywne w komérkach stymu-
lowanych do apoptozy. Jest to DNAza | (PEIT-
SCH i wspoétaut. 1993), DNAza Il (BARRY i EA-
STMAN 1993) oraz tak zwana NUCI8 wyizolo-
wana z jader apoptotycznych tymocytéw
(MONTAGUE i wspoétaut. 1994). Zaréwno DNA-
za |, jak i NUCI8 wymagaja do swojej aktyw-
nosci obecnosci Ca i Mg + Co ciekawe, ze
NUCI18 wykazuje duzghomologie do cyklofilin,
matych biatek wigzgcych lek immunosupre-
syjny, cyklospoiyne A. Niedawno odkrywcy tej
nukleazy wykazali, ze réwniez cyklofiliny A, B
i C moga przeprowadza¢ degradacje DNA w
komérkach apoptotycznych (MONTAGUE i
wspoétaut. 1997). DNAza Il natomiast nie jest
zalezna od Ca i Mg , a ponadto charaktery-
Zuje sie znacznie nizszym, bo wynoszgcym 5,5
optimum pH. W wielu komérkach znaleziono
aktywnos¢ innych, tak zwanych kwasnych en-
donukleaz, ktoére rowniez nie wymagajg do
swej aktywacji jonéw dwuwartosciowych (Fa-
MULSKI 1997). Ostatnio opisano wystepowanie
w szczurzych komoérkach hepatomy, nowej
nukleazy charakteryzujacej sie zdolnoscig do
degradacji DNA zaréwno na duze (50-300 kilo
par zasad), jak tez i internukleosomalne frag-
menty. Aktywno$¢ tego enzymu, zwigzana z
fragmentacja na duze odcinki DNA, wymaga
obecnosci tylko jondw magnezu, natomiast na
odcinki internukleosomalne zaréwno obecno-
Sci Mg2+jak i Ca2+ (PANDEY i wspétaut. 1997).

Proteazy zalezne od ca”

Na udziat proteaz w apoptozie wskazuje
wiele fizjologicznych, biochemicznych i gene-
tycznych danych (PATEL i wspétaut. 1996). W
komoérkach apoptotycznych obserwuje sie pro-
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teolize wielu biatek, takich jak na przyktad la-
miny, histony, w tym przede wszystkim HI,
poli(ADP-iybozylo)polimeraza. Czesto substra-
tami proteaz sa inne enzymy proteolityczne,
ktérych specyficzna hydroliza prowadzi do ich
aktywacji (Patel i wspotaut. 1996). Szczegol-
nie spektakularna wydaje sie kaskada proteo-
litycznej aktywacji licznych proteaz z rodziny
tak zwanej ICE/ced3 (Whyte 1996), ktore
ostatnio otrzymatly jednolita nazwe kaspaz
(ang. ,caspases” od proteaz cysternowych ka-
talizujgcych hydrolize za kwasem asparagino-
wym) (ALNEMRI i wspotaut. 1996). Nie zawsze
sg jednak znane naturalne substraty proteaz
aktywnych w komorkach apoptotycznych.
Czesto bowiem o udziale proteaz w apoptozie
Swiadczg dane uzyskane na podstawie hamo-
wania apoptozy inhibitorami proteaz. W ko-
morkach umierajacych Smiercig programowa-
ng, poza obserwowang aktywacjg wspomnia-
nych proteaz z rodziny ICE/ced3, sugeruje sie
udziat proteaz serynowych (FEARNHEAD i
wspoétaut. 1995) oraz kalpain. Kalpainy naleza
do neutralnych proteaz zaleznych od Ca + i
uwaza sie, ze moga stanowi¢ bezposredni
zwigzek pomiedzy wzrostem wewnatrzkomor-
kowego wapnia a apoptozg. Aktywacje kalpa-
in, jak do tej pory, obserwowano gtéwnie w
limfocytach T stymulowanych do apoptozy
réznymi czynnikami (SQUIER i wspétaut. 1994,
SARIN i wspotaut. 1995). Sadzi sie, ze substra-
tami tych proteaz moga by¢ biatka cytoszkiele-
tu, takie jak fordiyna czy wimentyna. Dokla-
dnie nie wiadomo, jaki jest udziat proteolizy
tych substratéw w apoptozie, ale niewykluczo-
ne, ze majg one znaczenie w zmianach struk-
turalnych komoérki prowadzacych do powsta-
nia ciatek apoptotycznych (McCONKEY i ORRE-
NIUS 1996). Ostatnio wykazano, ze inkubacja

545

jader komérkowych z ca”’ prowadzi do rap-
townej degradacji biatek jadrowej matriks, la-
min. Postuluje sie, ze odpowiedzialna za de-
gradacje lamin moze by¢ hipotetyczna protea-
za laminowa (Clawson i wspétaut. 1992, Nea-
MATI i wspotaut. 1995).

Transglutaminazy

Aktywacja transglutaminaz w apoptozie
stanowi jedng z pierwszych biochemicznych
obserwacji opisanych juz w koncu lat 80., kie-
dy to wiedza na temat fizjologicznej Smierci za-
ledwie raczkowata (FESUS i wspétaut. 1987).
Obecnie mamy juz znacznie wiecej danych na
ten temat, aczkolwiek rola tych enzymoéw w
apoptozie ciagle nie do konca jest poznana
(FESUS i wspotaut. 1996). Transglutaminazy
komérkowe sg to enzymy zalezne od Ca +,
ktére katalizujg postranslacyjne wiaczanie
amin (w tym poliamin) do biatek oraz sieciowa-
nie biatek pomostem gamma glutamylo-lizy-
nowym lub gamma glutamylo-poliaminowym
(Manteuffel-Cymborowska 1993). Uwaza sie,
ze transglutaminazy odgrywajg role takze w
adhezji komorek, metastazie komérek nowo-
tworowych oraz utrzymaniu zewnatrzkomor-
kowego matriks. Postuluje sie, ze transgluta-
minazy w komoérkach stymulowanych do
apoptozy biorg udziat w stabilizacji struktury
komarki apoptotycznej, aczkolwiek wykazano
ostatnio, ze w szczurzych tymocytach wystgpi-
ta aktywacja transglutaminaz pod wpitywem
proapoptotycznego dziatania anty-CD3, de-
ksametazonu i promieniowania jonizujgcego,
ale nie aktywacji receptora Fas (SZONDY i
wspotaut. 1997). Tak wiec z pewnoscig poza
transglutaminazamijeszcze inne czynniki mu-
szg wptywaé¢ na ksztattowanie struktury ko-
morki apoptotycznej.

UWAGI KONCOWE

Apoptoza, podobnie jak podziat, czy rézni-
cowanie komorki jest procesem fizjologicznym,
wymagajgcym do swego udziatu bardzo czesto,
cho¢ nie zawsze, aktywacji genéw, a z pewno-
Scig zawsze aktywacji wielu procesow bioche-
micznych. Nie dziwi wiec fakt, ze w realizacji
programu $mierci apoptotycznej komoérki jest
zaangazowany wapn. Warto jednak pamietac,
ze apoptoza jest procesem o wiele bardziej
zréznicowanym metabolicznie niz chociazby
podziat komoérki. Znanych jest bardzo wiele
drog prowadzacych do smierci fizjologicznej.

Mobilizacja wapnia w komdérce apoptotycznej
nie zawsze musi by¢ procesem specyficznym.
Z drugiej strony, jakiekolwiek naruszenie ho-
meostazy wapniowej, bardziej lub mniej przy-
padkowe, stanowi zagrozenie dla prawidtowe-
go funkcjonowania komarki i musi pociggac za
sobag jej S$mieré, zgodnie z postulatem, ze
apoptoza jest jednym z mechanizméw obron-
nych organizmu i stuzy miedzy innymi usuwa-
niu z niego komorek nieprawidtowych ( ,better
die than bad”!).
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Summary

Perturbation of intracellular Ca homeostasis is obse-
rved in programmed cell death (apoptosis). The process of
apoptosis can be divided into three phases: i) a death sti-
mulus- and cell physiology-dependent, heterogeneous in-
duction phase, ii) an effector phase in which mitochon-

drial megachannels might be involved, iii) and a degrada-
tion phase during which cells acquire biochemical and
morphological features of the final stage of apoptosis. The
involvement and role of cytosolic ca” in all phases of
apoptosis are discussed.
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