PROBLEMY NAUK BIOLOGICZNYCH

Bozena Kaminska

Tom 48, 1999
Numer 2 (243)
Strony 215-224

Polskie Towarzystwo Przyrodnikéw im. Kopernika

Pracownia Regulacji Transkrypcji, Zaktad Biochemii Komérki,
Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckiego

Pasteura 3, 02-093 Warszawa
e-mail: bozenakk@nencki.gov.pl

MOLEKULARNE MECHANIZMY SMIERCI KOMOREK NERWOWYCH

SMIERC KOMOREK NERWOWYCH W PROCESACH NEURODEGENERACYJNYCH — APOPTOZA
CZY NEKROZA?

Choroby neurodegeneracyjne (zwyrodnie-
niowe mozgu) sg heterogenng grupa przewle-
ktych schorzen o zr6znicowanym obrazie klini-
cznym i odmiennym podtozu (Hardy | Gwinn-
Harday 1998). Niektére z nich, na przyktad cho-
roby Alzheimera i Parkinsona, sgwyraznie sko-
relowane z wiekiem i majg cechy kliniczne po-
dobne do obrazu starzenia, przy czym réznice
wydajg sie mie¢ charakter gtownie ilosciowy
(Friedman 1993). Cechg charakterystyczng
choréb neurodegeneracyjnych sa zmiany mor-
fologii badz zanik komorek nerwowych. Przez
dtugi czas sadzono, ze w poszczegélnych scho-
rzeniach uszkadzane sag okreslone typy komoé-
rek nerwowych, co sugerowato selektywng wra-
zliwos¢ komorek na czynniki uszkadzajace.
Stwierdzono bowiem, ze w chorobie Parkinsona
zanikajg komorki istoty czarnej srodmézgowia,
w chorobie Huntingtona komoérki jadra, zas w
chorobie Alzheimera uszkodzenia komoérek
lokalizowane sa w hipokampie i korze czotowej.
W zaawansowanych stanach chorobowych nie
zawsze mamy do czynienia ze zjawiskiem sele-
ktywnosci: u pacjentéw z chorobg Alzheimera
czesto rozwija sie choroba Parkinsona, z kolei u
os6b z zaawansowanag chorobg Alzheimera,
Parkinsona, czy stwardnieniem zanikowym bo-
cznym (ALS) pojawia sie czesto demencja, ktorej
towarzyszg rozlegte zmiany w korze mdézgowe;.
Jest to Swiadectwem uogolnionej Smierci komo-
rek w mézgu.

Szereg danych wskazuje na to, ze cho¢ przy-
czyny pojawiania sie chorob sg bardzo rozne,

podtoze zaréwno przewlektych choréb zwyrod-
nieniowych mozgu, jak tez zmian neurodegene-
racyjnych wywotanych niedotlenieniem badz
epilepsja, moze by¢ podobne. We wszystkich
wymienionych schorzeniach stwierdzono zanik
komérek nerwowych spowodowany smiercig o
cechach apoptozy (Thompson 1995, Charriaut-
Marlanque iWSpél'aUt. 1996)

Stwierdzenie, czy w danej sytuacji patologi-
cznej wystepuje aktywna czy tez pasywna
Smier¢ komérek ma niezwykle istotne znacze-
nie. Smieré pasywna zwana nekroza komoérek
ma szybki przebieg, wigze sie z calkowitym
rozpadem komarki i wylaniem sie jej zawartosci
na zewnatrz; w tej sytuacji nie ma wielkiej
szansy nha interwencje farmakologiczne. Jezeli
jednak komoérki umierajg aktywnie, w wyniku
programowanej Smierci komorek (zwanej tez
apoptozg), proces sSmierci komoérkowej przebie-
ga znacznie wolniej,gdyz musi dojs¢ do urucho-
mienia pewnego programu genetycznego i syn-
tezy lub aktywacji nowych enzymow, ktére wy-
konuja ,egzekucje”. Aktywna smieré komoérek
przypomina lawine, ktéra raz uruchomiona to-
czy sie poczatkowo wolno, a potem nabiera
tempa stajgc sie kataklizmem nie do zatrzyma-
nia. Do niedawno sadzono, ze komérki nerwowe
umierajg biernie na drodze nekrozy. Obecnie
wiadomo, ze chorobom neurodegeneracyjnym
towarzyszy indukcja programowanej Smierci
komorek i to wkasnie opdzniona $Smieré¢ komo-
rek nerwowych, moze by¢ odpowiedzialna za
rozlegte zmiany neurodegeneracyjne. Okresle-
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nie rodzaju Smierci komoérek i poznanie mecha-
nizméw tego procesu stwarza potencjalnie
szanse opracowania terapii blokujgcych smier¢
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komorek badz uruchamiajgcych mechanizmy
kompensacyjne w mdzgu,

DEFEKTY GENETYCZNE JAKO PRZYCZYNA SMIERCI KOMOREK NERWOWYCH W PROCESACH
NEURODEGENERACYJNYCH

Intensywne badania prowadzone w ciagu
ostatnich 10 lat pozwolity na zidentyfikowanie
defektéw genetycznych bedacych bezposrednia
przyczyng niektérych choréb neurodegenera-
cyjnych takichjak choroby Alzheimera, Parkin-
sona, Huntingtona, ALS, wielu zespotéw ata-
ksji. Przyczynit sie do tego miedzy innymi po-
step w tworzeniu genetycznie zmodyfikowanych
zwierzat. Stwierdzono, ze u myszy transgenicz-
nych bedacych nosicielami okreslonych defe-
ktéw genetycznych, wystepuja zmiany morfolo-
giczne i zanik komoérek nerwowych, podobnie
jak ma to miejsce w schorzeniach neurodegene-
racyjnych (Dal Canto i Gurney 1994, Price i
wspoétaut. 1998). Tabela 1 przedstawia zesta-
wienie defektow genetycznych zidentyfikowa-
nych w chorobach zwyrodnieniowych mézgu u
cztowieka i u zwierzat genetycznie zmodyfiko-
wanych.

cursor protein). W genie kodujagcym biatko APP
zidentyfikowano szereg mutacji, ktore sg przy-
czyng wystepowaniawczesnych rodzinnych po-
staci choroby Alzheimera (Ryc. 1). APP jest
integralnym biatkiem btonowym. Enzymy o
aktywnosci B i y-sekretazy przecinajg APP w
obrebie zaznaczonej sekwencji A3 i uwalniajg
fragmenty biatka. Zwykle ~90% wydzielanego
AB wystepuje w formie rozpuszczalnego pepty-
du A(340, a -10% jako stabo rozpuszczalne pep-
tydy A(142 i A[343, tatwo tworzgce agregaty i
struktury widkienkowe. Peptydy A(342 i A(343 sg
neurotoksyczne i gromadzg sie selektywnie w
blaszkach starczych. Mutacje w genie APP, ta-
kie jak mutacja szwedzka, Hendriksa i niemie-
cka, powoduja ciecie APP gtéwnie na peptydy
A(342 i Ap43 (Lansbury 1997, Price i wspdlaut.
1998). Wyniki badan zwierzat transgenicznych
Z tego typu mutancjami w genie APP wskazuja,

Tabela 1 Defekty genetyczne w dziedzicznych formach choréb neurodegeneracyjnych.

Gen
APP *

Choroba

ch. Alzheimera

Presenilina 1,2*
ch. Parkinsona a-synukleina*
stwardnienie Dysmutaza
zanikowe boczne ponadtlenkowa*

ch. Huntingtona Huntingtina**

Ataksja mo6zdzkowo- Ataksyna 1**
rdzeniowa (SCA1)
Ataksja mézdzkowo-
rdzeniowa (SCA3)

Ataksyna 3**

+Oznaczono mutacje typu missense, zmieniajace sens odczytu;

glutamine (ang. CAG repeats)

Wyniki badan choroby Alzheimera wskazu-
ja, ze pierwotng przyczyna zwyrodnienia neuro-
néw moze by¢ powstawanie ztogéw ~-amyloidu
(A} i wtdrne procesy neurodegeneracyjne na
skutek neurotoksycznosci A3 (Barcikowska
1998). (3-amyloid o dtugosci 42-43 aminokwa-
sOw jest fragmentem wiekszego biatka prekur-
sorowego (f-amyloidu (APP, ang. amyloid pre-

Patologia Zwierze transgen

ztogi amyloidu (A) ztogi amyloidu (A)
blaszki neurofibrylarne
(NT)

A+ NT

blaszki neurofibrylarne
(NT)

A + NT

ciatka Lewiego brak danych
ciatka Lewiego zaburzenia neuronow
ruchowych, ztogi,
zanik komorek

ztogi jadrowe zaburzenia ruchowe,
zanik komoérek, ztogi
ztogi jadrowe ataksja, ztogi jadrowe,
zanik komoérek,

ztogi jadrowe ataksja, atrofia

mozdzku

** oznaczono mutacje trzynukleotydowych powtérzeri kodujacych

ze w ich moézgach gromadzg sie szybko ztogi A3,
powstaja blaszki starcze, a neurony degeneru-
ja. Podobne zmiany neurodegeneracyjne
stwierdzono w moézgach myszy z defektami w
genach kodujacych preseniline 1 i 2 oraz apo-
poliproteine E (ApoE). Preseniliny sg biatkami
btonowymi, ktérych funkcja nie jeszcze dobrze
poznana. Prawdopodobnie biorg udziat w ob-
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Ryc. 1 Schemat obrobki biatka prekursorowego (3-amyloidu (APP).

robce APP oraz w regulacji homeostazy wapnio-
wej w komoérce (Price i wspotaut. 1998). Eks-
presja zmutowanych wariantéw presenilin w
komoérkach zwiekszata powstawanie neuroto-
ksycznych form AQS. Apopoliproteina E jest
gtownym biatkiem w surowicy krwi zaangazo-
wanym w transport i metabolizm cholesterolu.
Nie wiadomo dokladnie, jaka jest rola ApoE w
regulacji obrébki APP. Postuluje sie, ze biatko
ApoE moze regulowaé agregacje wydzielanego
Ap lub usuwanie agregatow (Price i wspotaut.
1998).

Okoto 10% przypadkéw stwardnienia zani-
kowego bocznego (ALS) ma charakter dziedzicz-
ny i w grupie tej czesto wykrywa sie mutacje w
genie kodujacym dysmutaze ponadtlenkowa
(SOD) (Wong i Borchelt 1995). Jest to enzym,
ktéry eliminuje grozne dla komoérki wolne rod-
niki tlenowe. Defekty tego enzymu powodujg
wzrost poziomu wolnych rodnikéw, co uszka-
dza zwlaszcza funkcje mitochondriéw. U myszy
transgenicznych ze zmutowanym genem SOD
dochodzi do degeneracji neuronéw ruchowych,
ktérej towarzyszg zaburzenia cytoszkieletu ko-

morek i ich wakuolizacja (Gurney 1994, Wong
iBorchelt 1995, Wong i wspétaut. 1997).

W chorobie Huntingtona i kilku zespotach
ataksji rdzeniowo-mozdzkowych stwierdza sie
degeneracje komdrek nerwowych w okreslo-
nych strukturach mézgu. Wspomnianym cho-
robom towarzyszy obecnos$¢ agregatéw zawiera-
jacych biatka o zaburzonej strukturze (ang. mi-
sfolded) oraz ubikwityne. Zwykle agregaty bia-
tek wystepujg w jadrze komérkowym uszkodzo-
nych neuronéw. Przyczyng takich zmian sg
defekty genetyczne polegajace na powieleniu
tréjki nukleotydow CAG kodujgcych glutamine
(Klockgether i Evert 1998). Na przykiadzie
zwierzat transgenicznych wykazano, ze poja-
wienie sie wielokrotnych powtérzen glutaminy
w biatku huntingtina sprawia, ze biatko to na-
gromadza sie w cytoplazmie i jadrze komoérko-
wym w formie agregatow (inkluzji) z biatkiem
ubikwityny. Podobne jgdrowe agregaty obser-
wowano w tkankach pacjentow z chorobg Hun-
tingtona i ré6znymi zespotami ataksji (Koshy i
Zoghbi 1997). Sugeruje sie, ze zmutowane biat-
ka lub ich agregaty moga by¢ toksyczne dla
komorek nerwowych (Price i wspétaut. 1998).

EKSCYTOTOKSYCZNOSC A METABOLIZM ENERGETYCZNY W KOMORKACH NERWOWYCH

GLUTAMINIAN JAKO INDUKTOR APOPTOZY

Glutaminian jest gtéwnym neuroprzekazni-
kiem w centralnym uktadzie nerwowym, pobu-

dzajacym neurony za posrednictwem specyficz-
nych receptorow. W 1969 roku OIney przedsta-
wit dane $wiadczgce o cytotoksycznym dziata-
niu glutaminianu (GLU). Powstata wéwczas hi-
poteza ekscytoksycznosci wigzaca degeneracje
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komorek nerwowych z nadmiernym i przediu-
zonym pobudzeniem receptoréw aminokwasow
pobudzajacych (01ney 1969, 1989). W naste-
pstwie eksperymentalnie wywotanego niedotle-
nienia moézgu (ischemii) lub hipoglikemii, ob-
serwowano wzrost poziomu glutaminianu w
uszkodzonych strukturach. Na przyktad u ludzi
z ischemig podwyzszony poziom GLU utrzymy-
wal sie przez 6 godzin, a w przypadku progre-
sywnego, ischemicznego udaru przez 24 godzi-
Ny (Davalos iwspc')’raut. 1997)

Wyniki badan nad ekscytotoksycznosciag
sugerujg, ze w czasie rozpadu niektérych komoé-
rek nerwowych dochodzi do wyptywu ich zawar-
todci do otoczenia oraz uwolnienia zmagazy-
nowanego w pecherzykach synaptycznych ami-
nokwasoéw pobudzajgcych glutaminianu i aspa-
raginianu. Stwierdzono, ze nadmierna stymu-
lacja receptoréw GLU moze prowadzi¢ do Smier-
ci dalszych komorek na zasadzie reakcji tancu-
chowej.Wzrost ilosci neuroprzekaznika iw kon-
sekwencji nadmierne pobudzenie receptora
GLU prowadzi do naptywu jonéw wapnia i akty-
wacji syntazy tlenku azotu (NO) oraz aktywacji
fosfolipazy A2w komérkach nerwowych (Ryc 2).
Pobudzenie fosfolipazy A2 powoduje powstanie
miedzy innymi wolnych rodnikéw tlenowych,
ktore uszkadzajg funkcje mitochondriow, a
zwhaszcza zaburzajg dziatanie tancucha odde-

Ryc. 2. Postulowany mechanizm ekscytotoksycznosci.
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chowego. Powstajgcy rownolegle NO tworzy z
tlenem toksyczne pochodne, ktére takze upo-
Sledzaja metabolizm energetyczny mitochon-
dridw (Bonfoco i wspotaut. 1995). Wykazano,
ze zaréwno niedobér tlenu, jak tez obnizenie
poziomu glukozy in vivo i in vitro, powodujg
wzrost poziomu wolnych rodnikéw (Leist i Ni-
COTERA 1998).

Zaburzenie metabolizmu energetycznego w
mitochondriach prowadzi do obnizenia pozio-
mu ATP i zaburzenia dziatania pomp jonowych
btony plazmatycznej. Konsekwencjg tego jest
otwarcie zaleznych od napiecia kanatéw jono-
wych i dalszy naptyw jonéw wapnia do komo-
rek. W badaniach przeprowadzonych na neuro-
nach hodowanych in vitro wykazano, ze w za-
leznosci od stopnia pobudzenia komérek przez
glutaminian moze dojs¢ do nekrozy lub apopto-
ZY (Ankarcrona iWSp()I’ElUt. 1995) W przypadku
drastycznego pobudzenia receptoréw NMDA
dochodzi do naptywu jondw wapnia, czemu to-
warzyszy naptyw jonéw sodowych i chlorko-
wych. To pociaga za sobg naptyw wody, pecz-
nienie i lize komorek. Smieré ma wéwczas cha-
rakter nekrotyczny i powoduje tworzenie ogni-
ska zapalnego i liczne wtérne uszkodzenia ko-
morek. Jezeli bodziec negatywny byt stabszy i
nie dochodzi do tak drastycznego zaburzenia
metabolizmu energetycznego, podwyzszenie

Nadmierna stymulacja receptoréow NMDA przez glutaminian prowadzi do naptywu jonéw wapnia i aktywacji syntazy tlenku
azotu (NO) i fosfolipazy A2 . Powoduje to powstanie wolnych rodnikéw tlenowych, ktére uszkadzaja funkcje mitochondriéw.
Powstajacy réwnolegle NO tworzy z tlenem toksyczne pochodne, ktore takze uposledzajg metabolizm energetyczny
mitochondriéw. NO moze tez oddziatywa¢ na komérke presynaptyczng i pobudza¢ uwalnianie glutaminianu.
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poziomu wapnia w cytoplazmie indukuje proces
programowanej sSmierci komorek. Dochodzi
wowczas do aktywacji swoistych endonukleaz
(enzymoéw degradujacych DNA) oraz proteaz
(enzymoéw degradujacych biatka), ktérych
wspolne dziatanie powoduje fragmentacje jader
komorkowych i catych komérek (Schwartz i
Milligan 1996, Steller 1995). Fragmenty ko-
morki pozostajg otoczone blona, dzieki czemu
nie dochodzi do uszkadzania komérek sgsiadu-
jacych i powstania reakcji zapalnej (Leist i NI-
COTERA 1998).

W ten sposéb stopienn zaburzenia metabo-
lizmu energetycznego w wyniku nadmiernego
pobudzenia komoérek przez GLU determinuje
stopien i sposéb smierci komérek nerwowych.
Niezaleznie od tego, czy komoérki nerwowe umie-
raja na drodze nekrozy lub apoptozy, konse-
kwencjajest zanik komdrek nerwowych i zabu-
rzenie funkcjonowania mézgu. Badania in vitro
nad Smiercig neuronéw pod wptywem GLU do-
wodza, ze wstepny etap obu proceséw moze by¢
podobny, a rodzaj Smierci zalezy od dawki GLU
i od stopnia zaburzenia metabolizmu energety-
cznego. Jezeli dochodzi do trwatego zahamowa-
nia funkcji mitochondriéw, w konsekwencji ko-
moérka umiera na drodze nekrozy. Jezeli komor-
ki powracajg do stanu réwnowagi energetycz-
nej, dochodzi do indukcji swoistego programu
apoptozy: aktywacji endonukleaz i swoistych
proteaz (Ankarcrona i wspétaut. 1995, Bonfo-
co i wspélaut. 1995).

ROLA MITOCHONDRIOW w AKTYWACJI KASKADY KASPAZ

Mitochondria wydaja sie petnic¢ istotng role
w regulacji apoptozy (Kroemer 1997, Ellerby i
wspotaut. 1997, Green i Reed 1998). Jedng z
najwczesniej obserwowanych zmian zachodza-
cych w mitochondriach po stymulacji komérek
do s$mierci, jest spadek potencjatu A/mna we-
wnetrznej blonie mitochondrialnej. Nastepuje
on na diugo przedtem zanim pojawi sie frag-
mentacja DNA i wszystkie morfologiczne zmia-
ny wyrozniajace komorke apoptotyczng. Uwaza
sie, ze krétkotrwaty spadek potencjatu nieod-
wracalnie prowadzi do apoptozy (Green i Reed
1998).

Przeptyw elektronéw w taricuchu oddecho-
wym powoduje wypompowanie protonéw z ma-
triks mitochondrialnej i prowadzi do tworzenia
sie potencjatu blonowego, ktdry stanowi site
napedowg do syntezy ATP. Wewnetrzna btona
mitochondrialnajestw normalnych warunkach
nieprzepuszczalna dla jonéw. Uprzepuszczal-
nienie btony powoduje spadek potencjatu bto-
nowego A\m Przyczyn tego zjawiska upatruje
sie w otwarciu megakanatu (ang. PT pore, per-
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meability transition pore). Megakanatjest kom-
pleksem biatek, na ktéry sktada sie: transloka-
za nukleotydéw adeninowych (AdNT), poryna
zewnetrznej btony mitochondrialnej oraz inne
biatka (zoratti i Szabo 1995). Konsekwencja
otwarcia megakanatu jest przerwanie tancucha
oddechowego, zaprzestanie syntezy ATP, wy-
ptyw jonéw wapnia, uwolnienie zapaséw zre-
dukowanego glutationu i NAD(P)H2. Ponadto,
otwarcie megakanatu umozliwia swobodny wy-
ptyw z przestrzeni miedzybtonowej mitochon-
driéw biatek, ktére w normalnych warunkach
nie majg mozliwosci znalezienia sie na terenie
cytoplazmy (Scarlett i Murphy 1997, Green i
Reed 1998, Kaminska i Stariczyk 1998).

Opisano dwa biatka uwalniane przez mito-
chondria w trakcie otwarcia megakanatu i be-
dace induktorami apoptozy— AlF (ang. apopto-
sis inducing factor) i cytochrom c (Liu i wspo6t-
aut. 1996, Li i wspétaut. 1997). Biatko AlF
(czynnik indukujgcy apoptoze) jest uwalniane
przez mitochondria komorek apoptycznych i
wywotuje fragmentacje DNA w izolowanych ja-
drach komorkowych w czasie krotszym niz 15
minut (Kroemer 1997). AlF jest flawoproteinag,
ktéra przemieszcza sie z mitochondriéow do ja-
dra komérkowego po indukcji apoptozy i bezpo-
Srednio powoduje zmiany chromatyny oraz cie-
cie DNA na duze fragmenty (Suzin i wspétaut.
1999). Dziatanie AIF na chromatyne jest nieza-
lezne od aktywacji kaspaz. Obok AIF uwalniany
jest z mitochondriéw cytochrom ¢ — biatko
bedace jednym ze skiadnikéw tancucha odde-
chowego. Li i wspoétautorzy (1997) wykazali
udziat cytochromu ¢ w aktywacji kaskady ka-
spaz (zob. nizej), ktéra prowadzi do fragmentacji
DNA i smierci komoérki. Potencjalny przebieg
zdarzen polega na tym, ze cytochrom c, uwal-
niany przez mitochondria komérek pobudzonych
do apoptozy, wigze sie z biatkiem Apaflzmienia-
jac jego konformacje. Nastepnie w procesie zalez-
nym od dATP powstaje kompleks biatka Apaf-1z
kaspaza 9. Powstanie kompleksu cyt.c/
Apafl/kaspaza9 pozwala na indukcje proteolity-
cznych wlasciwosci kaspazy 9, ktéra aktywuje
kaspaze 3 i prowadzi do fragmentacji DNA i hy-
drolizy biatek (Li i wspotaut. 1997).

Inne hipotezy na temat udzialu mitochon-
dribw w procesie apoptozy dotycza sposobu
uwalniania przez mitochondria cytochromu c
(Reed 1997). Jedna z nich zaktada udziat w tym
procesie innego kanatu, tworzonego przez biat-
ko Bax (biatko z rodziny Bcl-2) w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej (van der Heiden i
wspotaut. 1997). Uwolnienie cytochromu c w
takich warunkach nie wigzatoby sie ze spad-
kiem potencjatu na wewnetrznej btonie mito-
chondrialne;j.



220

Niektore biatka z rodziny Bcl-2 moga petni¢
protekcyjna role w regulacji apoptozy (Kiuck i
wspétaut. 1997). Stwierdzono, ze podwyzszona
ekspresja genu bcl-2 zmniejsza wrazliwos¢ ko-
morek na czynniki wywotujgce apoptoze. Biatko
Bcl-2 jest zakotwiczone w zewnetrznej blonie
mitochondrialnej i dzieki swej lokalizacji ma
mozliwos¢ wplywania na przebieg apoptozy
(Ashkenazi | Dixit 1998). Przypuszcza sie, ze
moze ono blokowaé ktérys z kanatéw btono-
wych otwieranych w trakcie apoptozy, na przy-
kifad kanat tworzony przez biatko Bax (vang i
Wspélaut. 1997, Adams i Cory 1998)

PROTEAZY ZAANGAZOWANE W APOPTOZE | ICH SUBSTRATY

Czynniki indukujgce apoptoze prowadzg do
aktywacji biatek z rodziny proteaz cysterno-
wych, zwanych kaspazami (Schwartz i Milli-
gan 1996, Ainemri 1997). Nazwa pochodzgca
od ang. caspases (cysteine aspases) okresla ich
wiasciwosci, gdyz sg to proteazy cysteinowe
trawiace biatka swoiscie obok reszty kwasu
asparaginowego. Proteazy z rodziny ICE wyste-
puja w komérkach w formie nieaktywnych pro-
enzymow, ktore ulegajg aktywacji proteolitycz-
nej przez proteazy z tej samej rodziny badz na
drodze autokatalitycznej proteolizy. Moga tez
aktywowal inne proteazy wiaczajac kaskade
sekwencyjnie uruchamianych proteaz (Ryc. 3).
Aktywne kaspazy uczestnicza w degradacji sze-
regu biatek takich jak: polimeraza poli[ADP-ry-
bozy] (PARP), kinazy biatkowe PAK, FAK, biatko
retinoblastoma-RB, laminy jadrowe (Orth i
wspotaut. 1996 a, b), zalezna od DNA kinaza
biatkowa i duza podjednostka replisomu (Ube-
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da iHabener 1997), fodrynai aktyna. PARPjest
enzymem naprawy DNA i jego degradacja w
czasie apoptozy moze blokowac¢ préby naprawy
uszkodzen DNA. Kinazy biatkowe PAK (ang.
p2 IRas activated kinase) regulujg miedzy inny-
mi aktywnos¢ kinaz z rodziny MAP oraz sg
waznymi regulatorami cytoszkieletu. Kinazy
FAK (ang. focal adhesion kinase) fosforyluja
biatka znajdujgce sie w ptytkach adhezji komor-
kowej i petnig wazng role w przekazywaniu
sygnatéw inicjowanych przez integryny i neuro-
peptydy (Rozengurt 1995). Proteoliza kinaz
biatkowych PAK i FAK przez kaspazy prowadzi
do powstania ich stale aktywnych form i zabu-
rzonej fosforylacji biatek komdérkowych. Wydaje
sig, ze prowadzi to do procesow takich jak fat-
dowanie sie bton komérkowych (ang. membra-
ne blebbing), cofanie sie wypustek i rozpad
potaczenn miedzykomorkowych, ktére naleza do
pierwszych objaw6w apoptozy (Rudel i Bokoch
1997, Levkau i wspotaut. 1998). z kolei degra-
dacja aktyny i lamin jadrowych przez kaspazy,
wystepujaca na wczesnym etapie apoptozy,
badz bezposrednie dziatanie kaspaz, moze akty-
wowac¢ endonukleaze, ktéra uczestniczy we
fragmentacji jadrowego DNA na fragmenty wiel-
kosci nukleosomu ijego wielokrotnosci (Ubeda
i Habener 1997, Tang i Kidd 1998)

Wraz z pojawieniem sie syntetycznych pep-
tydéw hamujacych specyficzne proteazy mozli-
wa stata sie identyfikacja swoistych dla danego
procesu proteaz. Proteazy z rodziny ICE uczest-
nicza w apoptozie motoneuronéw w czasie roz-
woju rdzenia kregowego kurczecia (Schwartz i
Mittigan 1996), z kolei proteaza CPP-32 (kaspa-
za 3) odgrywa wazng role w Smierci komorek

Ryc. 3 Mechanizm aktywacji kaskady
kaspaz.

Potgczenie sie trimeréw liganda Fas (FaslL)
lub TNF ze swoistym receptorem wywotuje
agregacje czgsteczek receptoréw i ich tacze-
nie sie z biatkami adapterowymi FADD (ang.
Fas associated death domains) lub TRADD
(ang. TNF receptor associated death doma-
ins). W wyniku tego dochodzi do aktywacji
kaspazy Mch5 (kaspazy 8), ktéra aktywuje
kaskade kaspaz: ICE i CPP32 (kaspaza 3)
degradujacych liczne substraty komaérkowe.
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ziarnistych moézdzku indukowanej przez usu-
niecie z pozywki surowicy ijonéw potasu (Elda-
dah i wspétaut. 1997), a obie grupy proteaz
uczestniczg w usmiercaniu oligodendrocytéw
przez TNF-czynnik nekrozy nowotworu (Hisaha-
ra i wspotaut. 1997). Oprdécz proteaz z rodziny
ICE i CPP-32, takze inne proteazy, takie jak
kalpainy, moga odgrywac istotng role w apopto-
zie komérek nerwowych. Kalpainy sg enzymami
proteolitycznymi wystepujacymi w cytoplazmie
komorek w formie nieaktywnej i ulegajg akty-
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wacji po znacznym wzroscie stezenia wapnia.
Wsrod substratéw kalpain wymienia sie szereg
biatek cytoszkieletalnych i btonowych oraz biat-
ka regulatorowe takie jak kinaza C, fosfolipaza
C, receptor rianodynowy i NMDA. Znaczny
wzrost aktywnosci kalpain towarzyszy zmia-
nom neurodegeneracyjnym w ischemii. Poda-
wanie inhibitorow kalpain hamuje Smierc¢ neu-
ronow i ogranicza uszkodzenia mézgu (Bartu$
i wspotaut. 1995).

JWLACZANIE” PROGRAMU APOPTOZY PRZEZ CZYNNIK TRANSKRYPCYJNY AP-1 JAKO
PRZYCZYNA OPOZNIONEJ SMIERCI KOMOREK NERWOWYCH

Zgodnie z przyjetym pogladem, w zjawi-
skach ekscytotoksycznosci takich jak ischemia
Smier¢ neurondéw spowodowana jest przedtuzo-
nym i nadmiernym pobudzeniem receptorow
GLU. Jednakze podwyzszony poziom GLU
utrzymuje sie przez kilka-kilkanascie godzin,
gdy tymczasem neurony umierajg czesto tygo-
dnie lub miesigce od momentu zadziatania
bodzca (Davalos i wspoétaut. 1997). Zjawisko
opo6znionej i dhugotrwatej Smierci neuronéw
moze prawdopodobnie wyjasni¢ hipoteza o
~wiaczeniu” nowego programu genetycznego,
ktéry odpowiada za Smier¢ apoptotyczng i prze-
programowanie funkcji komérek.

Programowana $mier¢ komérek, zgodnie z
przyjetymi kryteriami, jest procesem wymaga-
jacym syntezy nowych bialek i aktywacji genéw.
W wiekszosci przypadkéw obserwuje sie
opodznienie lub znaczne zahamowanie samoboj-
czej Smierci komoérek przez inhibitory biosynte-
zy RNA lub biatek. Wsréd zidentyfikowanych do
tej pory biatek pelnigcych funkcje regulacyjng
W procesie programowanej Smierci sg takze
czynniki transkrypcyjne (Evan i wspoétaut.
1992, Estus i wspétaut. 1994, Ham i wspotaut.
1995). Indukowalne czynniki transkrypcyjne to
biatka pojawiajgce sie w komorkach tylko w
okreslonych sytuacjach, wigzace sie w obsza-
rach regulatorowych swoistych gendéw i uru-
chamiajace synteze konkretnego mRNA. Szereg
danych wskazuje, ze jednym z czynnikow regu-
lujgcych proces apoptozy jest kompleks trans-
krypcyjny AP-1 (ang. activator protein-1). W
sktad kompleksu wchodzg biatka nalezgce do
rodziny Fos i Jun. Rola kompleksu AP-1 polega
na stymulacji programu genetycznego dosto-
sowujacego komérke do okreslonej sytuaciji fi-
zjologicznej w odpowiedzi na bodzce zewnag-
trzkomorkowe. Prowadzac badania nad mecha-
nizmem aktywacji genomu podczas pobudzenia
komérek nerwowych przez kainian stwierdzili-
Smy, ze w moOzgu zwierzat dochodzito do poja-

wiania sie kompleksu AP-1 w kilka godzin po
wywotaniu drgawek i po przejSciowym zaniku
kompleksu, nagromadzat sie on ponownie w
kilka dni p6zniej (Kaminska i wspétaut. 1994).
Ponadto wykazalismy, ze drgawki indukowane
przez kainian wywotuja Smier¢ komérek nerwo-
wych na drodze apoptozy (Filipkowski i wspot-
aut. 1994). Tak wiec indukcje kompleksu AP-1
mozna byto powiazaé z zainicjowaniem apopto-
tycznej $mierci komoérek nerwowych. W zrozu-
mieniu roli czynnika AP-1w apoptozie znacznie
przeszkadzat fakt, ze wielokrotnie wykazalismy
jego indukcje w korze moézgowej w procesach
niezwigzanych ze Smiercig komérek: w rozwoju
kory mézgowej oraz po pobudzeniu sensorycz-
nym przez bodziec wzrokowy (Kaminska i wspot-
aut. 1995, 1996). Rozwiagzanie przyniosty do-
piero wyniki badan nad skladem biatkowym
czynnika AP-1ijego zdolno$cig do aktywowania
transkrypcji.

Wyniki naszych dalszych badan sugeruja,
ze w trakcie apoptozy komorek glejaka dochodzi
do aktywacji kinaz JNK (ang. c-Jun N-terminal
kinases). Indukcja kinaz z tej rodziny prowadzi
do nagromadzanie sie w komérkach umieraja-
cych ufosforylowanych biatek c-Jun i ATF-2.
Pojawienie sie tak nietypowego kompleksu
sprawia, ze kompleks AP-1 ma zmieniong zdol-
no$¢ do regulacji transkrypcji r6znych genow,
miedzy innymi zyskuje zdolnos¢ do aktywowa-
nia ekspresji genu JasL (ang. fas ligand)
(Ryc. 4). Bialko FasL nalezy do rodziny biatek
TNF (czynnik nekrozy nowotworu) i podobnie
jak TNFjest czynnikiem indukujgcym apoptoze
w wielu typach komérek majacych na swojej
powierzchni receptor, biatko Fas (zwane tez
CD95, APO). Biatko Fas w czesci cytoplazmaty-
cznej ma domeny zwane ,,death domains”, ktore
sg odpowiedzialne za wigzanie bialek adaptero-
wych uruchamiajacych proces Smierci. Wigza-
nie sie FasL wystepujacego jako trimer, indu-
kuje trimeryzacje btonowych biatek Fas, co z
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kolei pobudza biatka adaptorowe FADD (ang.
Fas Associated Death Domain) i aktywuje ka-
spaze 8. Aktywacja tej kaspazy uruchamia ka-
skade proteaz z rodziny ICE, ktdére degradujag
rézne substraty komoérkowe. Ostatnio wykaza-
no, ze w trzech modelach apoptozy komérek
nerwowych nadmierna i przedtuzona aktywacja
kinaz JNK powoduje wzrost ekspresji FasL i
jego receptora biatka Fas w umierajacych ko-
morkach (Le-Nikolescu i wspoétaut. 1999).
Wyniki badari przebiegu S$mierci komoérek
nerwowych po usunieciu czynnikawzrostu ner-
wu (NGF), potwierdzajg bezposrednio role bia-
tek c-Jun i kompleksu AJP-1 oraz kinaz JINK w
apoptozie komoérek nerwowych (Kaminiska i Py-
rzynska 1999). Jezeli metodami inzynierii gene-
tycznej wyltaczy sie w tych komoérkach czynnik
AP-1w trakcie procesu apoptozy (poprzezwpro-
wadzenie dominujgcego negatywnego mutanta
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Ryc. 4. Aktywacja kinaz JNK i p38 w proce-
sach apoptozy. Udokumentowane szlaki akty-
wacji kinaz i ich potencjalne substraty w
komoérkach oraz rola w indukcji ekspresji
FasL.

¢c-Jun) nie dochodzi do $mierci komérek nerwo-
wych (Estus i wspétaut. 1994, Ham i wspotaut.
1995). Aktywacja czynnika AP-1, a zwlaszcza
akumulacjaw komoérkach apoptotycznych biat-
ka c-Jun, nie jest zjawiskiem ograniczonym do
wymienionych sytuacji modelowych, towarzy-
szy réwniez Smierci komérek nerwowych po
niedokrwieniu moézgu, w chorobie Alzheimera i
Huntingtona (Anderson i wspétaut. 1996, Dra-
gunow i wspoétaut. 1993, Dragunow i Preston
1995). Stwierdzono, ze w niektérych stanach
patologicznych ekspresja biatka c-Jun i jego
ufosforylowanej formy koreluje z podwyzszong
ekspresja biatka FasL (Herdegen i wspétaut.
1998). Wyniki te wskazuja, ze procesy Smierci
komoérek in vitro odzwierciedlajg procesy i me-
chanizmy molekularne lezgce u podstaw Smier-
ci komorek nerwowych w moézgu.

PODSUMOWANIE

Poznanie molekularnego podioza zjawisk
neurodegeneracyjnychjest niezbednymwarun-
kiem podejmowania dziatarn prewencyjnych
badz leczniczych. Fakt, ze apoptoza, w przeciw-
ienstwie do nekrozy, jest procesem czasochton-
nym, wymagajacym czesto ekpresji nowych ge-
néw i biatek, stwarza szereg mozliwosci tera-
peutycznych. Chociaz nie we wszystkich scho-
rzeniach neurodegeneracyjnych $mier¢ komoé-
rek ma charakter wylgcznie apoptotyczny, wie-
kszos$¢ badaczy zgadza sie, ze wlasnie ten pro-
ces ma znaczenie dominujgce w zjawiskach
ekscytotoksycznosci oraz chorobach Alzheime-

ra, Parkinsona, stwardnieniu rozsianym bocz-
nym, demencjach skojarzonych z AIDS i by¢
moze w starzeniu mézgu. Choroby neurodege-
neracyjne sa heterogenna grupa przewlektych
schorzen, ktérych wystepowanie zwigksza sie
wraz z postepujgcym wydtuzaniem diugosci zy-
cia spoteczenstwa. Niektore z tych chorob, na
przyktad chorobe Alzheimera, wykrywa sie u
5 do 10% ludzi powyzej 65 roku zycia i przewi-
duje sie, ze liczba chorych moze sie jeszcze
zwiekszaé. Niektérzy badacze postrzegaja cho-
robe Alzheimera jako chorobe przyspieszonego
starzenia moézgu i majg nadzieje, ze zbadanie
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patogenezy tej choroby pozwoli lepiej zrozumieé
procesy starzenia sie komoérek w mozgu.
Wydaje sie, ze juz wkrétce poznanie mole-
kularnego podtoza i przebiegu apoptozy, przy-
czyni sie do opracowania skutecznych terapii
blokujgcych $mieré¢ komorek, zwlaszcza w zja-
wiskach zwigzanych z ekscytotoksycznoscia.
Podejmuje sie préby protekcji komérek nerwo-
wych przed $Smiercig przez stosowanie blokeréw
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uwalniania GLU, blokeréw receptoréw NMDA i
kanatéw wapniowych. Doswiadczalnie testuje
sie substancje blokujace powstawanie wolnych
rodnikoéw tlenowych. Zidentyfikowano kilka
biatek wirusowych, ktére sg naturalnymi inhi-
bitorami proteaz apoptotycznych z grupy ICE i
obecnie przeprowadzane sa préby ich wykorzy-
stania w blokowaniu apoptozy.

MOLECULAR MECHANISMS OF NEURONAL CELL DEATH

Summary

Loss of the nervous system cells from the adult brain
underlies the pathology of many neurodegenerative dis-
eases. The question whether programmed cell death, i.e.
apoptosis, underlies those processes is discussed. Some of
the genetic causes of many of the primary neurodegenera-
tive diseases are known. These diseases have many patho-
logical mechanisms in common, but only a few pathways
leading to neuronal death have been described. Specific
death mechanisms based on unique neuronal features such
as excitability and the occurrence of specific channels and

enzymes, have been unraveled in the brain. While multiple
signals can initiate cell death, such as the removal of
essential growth factors or damage by endogenous or
exogenous toxins, the mechanisms of execution of cell
death have alot in common. Evolutionary conserved mech-
anisms involving proteases, Bcl-2-related proteins, and
mitochondrial factors participate in the modulation and
execution of cell death. The possible involvement of some
nuclear proteins in regulation ofthe apoptosis related genes
is discussed.
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