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APOPTOZA: SMIERC KOMOREK W ZYCIU ORGANIZMOW ZWIERZECYCH

DWA OBLICZA SMIERCI KOMOREK

Smieré¢ komérek w przyrodzie moze przebie-
ga¢ wedtug jednego z dwoch kraricowo odmien-
nych schematéw: nekrozy badz apoptozy
(Ryc. 1). Nekroza zachodzi w spos6b przypad-
kowy i niekontrolowany, zwykle w wyniku me-
chanicznego uszkodzenia tkanek lub dziatania
silnych czynnikéw stresowych, takich jak nie-
dotlenienie, zmiany temperatury, czy ekspozy-
cja na zwiazki toksyczne. Na poziomie moleku-
larnym krytycznymi wydarzeniami wyzwalaja-
cymi nekroze jest utrata przez btone cytopla-
zmatyczna zdolnosci do selektywnej przepusz-
czalnosci oraz gwattowny spadek komorkowego
zaopatrzenia w ATP (Wyltie i wspétaut. 1980).
Bezposrednig konsekwencja tych wydarzen jest
niekontrolowane pobieranie przez uszkodzone
komorki wody, zmiana wewnagtrzkomérkowego
skiadu jonowego i w dalszej kolejnosci, nieod-
wracalne uszkodzenie mitochondriéw, pogte-
biajagce deficyt energetyczny komoérki. Ostatecz-
nym aktem catkowitego zatamania sie homeo-
stazy komoérkowej jest pekanie komorek oraz
wydostawanie sie zawartosci cytoplazmatycz-
nej i jadrowej do przestrzeni miedzykomoérko-
wej . Fragmenty obumartych komoérek wychwy-
tywane sg przez wyspecjalizowane komoérki sy-
stemu immunologicznego, ktérych masowa mi-
gracja powoduje wystapienie w rejonie sSmierci
nekrotycznej ostrej reakcji zapalnej i czesto
wtérnego uszkodzenia przylegtych tkanek. Ne-
kroza jako wynik pasywnej degeneracji oraz
przejaw patologii nie petlni w organizmach
wielokomérkowych waznych funkcji biologicz-
nych.

Apoptoza, w przeciwienstwie do nekrozy,
jest fizjologicznym procesem aktywnej samode-

strukcji, zaleznym od ciggtego doptywu ATP
(Arendts | Wyltie 1991). Apoptoza, okreslana
takze jako zaprogramowana smier¢ komorek,
jest powszechnie wykorzystywana przez organi-
zmy tkankowe do kontrolowanej eliminacji ko-
morek na réznych etapach rozwoju osobniczego
(Jacobson i wspotaut. 1997). Smieré komorek
za posrednictwem apoptozy stanowi podstawe
morfogenezy umozliwiajgc zanik bezuzytecz-
nych organdw i tkanek oraz ksztattowanie cze-
sci ciata, na przyktad dioni, poprzez obumiera-
nie tkanki wypetniajacej przestrzen pomiedzy
palcami. Apoptoza petni kluczowa role w rozwo-
ju uktadu nerwowego powodujgc eliminacje
okoto 85% komorek nerwowych, ktére nie wy-
tworzyty funkcjonalnych potaczen z innymi ko-
moérkami. Apoptozie ulega okoto 95% tymocy-
tow pozbawionych prawidlowo uksztattowa-
nych receptoréw antygenowych. U prostszych
organizmow zwierzecych apoptoza jest kluczo-
wym elementem metamorfozy, kontrolujac
przeksztatcanie larwy w owada czy kijanki w
zabe. Apoptoza petni réwniez istotng role po
zakoriczeniu proceséw rozwojowych, umozli-
wiajgc wymiane komoérek we wszystkich niemal
tkankach i precyzyjna regulacje ich liczby zgod-
nie z biezacymi potrzebami dojrzatego organi-
zmu. Apoptoza jest odpowiedzialna za uwarun-
kowane hormonalnie zanikanie nabtonka ma-
cicy, gruczotdbw mlecznych, prostaty, grasicy
oraz innych narzadéw i tkanek. Szacuje sie, ze
w dojrzatym organizmie czlowieka w efekcie
nieprzerwanego procesu odnowy tkankowej,
codziennie eliminacji ulega niewiarygodna licz-
ba 1011 komdrek. Apoptoza petni wreszcie bar-
dzo wazng funkcje ochronng, prowadzi bowiem
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do usuwania powstajacych w trakcie zycia or-
ganizmu szkodliwych komorek, takich jak ko-
morki nowotworowe czy komorki zainfekowane
wirusami.

Wyksztatcenie mechanizmu apoptycznej
Smierci komoérkowej stanowito zapewne jedng z
podstawowych i wczesnych zdobyczy ewolucyj-
nych, umozliwiajgcych powstanie i stopniowg
komplikacje budowy organizméw wielokomoér-
kowych. Apoptoza wystepuje prawdopodobnie
we wszystkich organizmach zwierzecych, jej
obecnosé¢ wykryto miedzy innymi u hydry. Zja-
wisko apoptozy, cho¢ nie na taka skale, stwier-
dzono takze w organizmach roslinnych. Wbrew
wczesniejszym przypuszczeniom zaprogra-
mowana smier¢ komérkowa nie jest wylgczng
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domeng organizmow wielokomoérkowych (Amei-
sen 1996). Pewne formy $mierci komérkowej,
przypominajace w przebiegu apoptoze organi-
zmoéw tkankowych wykryto ostatnio w niekto-

Rye. 1. Schematyczny przebieg oraz
podstawowe cechy odrézniajace dwa
mechanizmy $mierci komérek w przy-
rodzie: nekrozy (lewa strona) i apopto-
zy (prawa strona).

rych jednokomérkowych organizmach eukario-
tycznych, na przykiad w orzesku Tetrahymena
thermophila. Istnienie kontrolowanej Smierci
komérkowej w tych organizmach moze stano-
wi¢ cenny mechanizm pozwalajgcy na redukcje
liczebnosci kolonii w warunkach ograniczonego
dostepu Srodkéw pokarmowych. Prymitywne
formy kontrolowanej $mierci w organizmach
jednokomorkowych sg prawdopodobnie ewolu-
cyjnym zaczatkiem apoptozy w wyzszych orga-
nizmach zwierzecych.

PRZEBIEG | LOGIKA APOPTOZY

Apoptoza z punktu widzenia morfologiczne-
go jest przeciwiennstwem nekrozy i zachodzi w
wyniku kurczenia i fragmentacji komorek, nie
zas$ ich pecznienia i pekania (Arendts i Wyllie
1991) (Rye. 1). Pierwszym, tatwo dostrzegalnym
etapem apoptozyjest kondensacjajgdra komor-
kowego i agregacja chromatyny na jednym z
biegundéw btony jadrowej. Stopniowej konde-
nsacji ulega takze cytoplazma, a gtadka zazwy-
czaj btona komérkowa przybiera nieregularna,
pofatdowang strukture. Skurczonejadro rozpa-
da sie ostatecznie na wiele czesci, podczas gdy

wypuktosci cytoplazmatyczne odrywajag sie od
powierzchni komdérki przyjmujgc postac¢ tak
zwanych ciatek apoptycznych. Ciatka apoptycz-
ne, zawierajgce czesto cate mitochondria i frag-
menty jadra komorkowego, dostaja sie do prze-
strzeni miedzykomoérkowej, gdzie ulegaja naty-
chmiastowej fagocytozie przez sasiednie komoér-
ki. Apoptyczne obumieranie komorek nie powo-
duje migracji wyspecjalizowanych komoérek
uktadu odpornosciowego i zachodzi bez wywo-
tywania stanu zapalnego.
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Charakterystycznym zmianom morfologicz-
nym w komérkach przechodzacych apoptoze
towarzyszy szereg zmian biochemicznych. Jed-
na z takich zmian jest aktywacja transglutami-
nazy, enzymu katalizujgcego powstawanie w
biatkach btony cytoplazmatycznej wigzan po-
miedzy lizyng i glutaming. Dzieki aktywnosci
tego enzymu btona cytoplazmatyczna komoérek
przechodzacych apoptoze przypomina zwartg
skorupe biatkowa, nierozpuszczalng w silnych
detergentach. Blona cytoplazmatyczna jest
réwnoczesnie miejscem szeregu innych, stabo
poznanych modyfikacji biochemicznych, umo-
zliwiajgcych rozpoznanie i natychmiastows fa-
gocytoze ciatek apoptycznych przez sgsiednie
komérki. Procesem uwazanym za wizytéwke
apoptozy i czesto stosowanym dla odréznienia
tego typu Smierci komdérkowej od nekrozy, jest
fragmentacja chromosomalnego DNA w prze-
strzeniach pomiedzy nukleosomami. W efekcie,
DNA izolowany z komoérek ulegajacych apopto-
zie sklada sie z fragmentdéw o wielokrotnosci
okoto 200 nukleotyddw.

Wszystkie zmiany morfologiczne i biochemi-
czne zachodzace podczas apoptozy maja gieboki
sens biologiczny i sprawiajg, ze utrata znacz-
nych czesci organéw czy tkanek nie powoduje
szkodliwych konsekwencji dla organizmu. Dla
prawidtowego przebiegu apoptozy kluczowe
znaczenie majak najdtuzsze utrzymanie w obu-
mierajgcej komorce podstawowych procesow
metabolicznych i nieprzerwanego doptywu
energii. Wtasciwosci tych nie tracqg takze ciatka
apoptyczne, ktérych btona cytoplazmatyczna
zachowuje zdolnos¢ nie tylko do selektywnej
przepuszczalnosci, lecz takze do fagocytozy in-
nych, mniejszych ciatek apoptycznych. Ograni-
czona aktywnos¢ metaboliczna, wsparta fun-
kcja transglutaminazy, skutecznie zapobiega
pecznieniu i pekaniu ciatek apoptycznych i w
konsekwencji, wydostawaniu sie ich zawartosci
do przestrzeni miedzykomorkowej. Zachowanie
integralnosci zewnetrznej btony komérkowej
przez ciatka apoptyczne ma dodatkowe znacze-
nie w przypadku apoptozy indukowanej przez
infekcje wirusowa, bowiem uniemozliwia wydo-
stanie sie uformowanych wirionéw do prze-
strzeni miedzykomérkowej i ich dalsze rozprze-
strzenianie. Nie bez znaczenia jest takze frag-
menatcja wewngtrzkomoérkowego DNA, ktorej
efektem jest inaktywacja genomu wirusowego.
Kondensacja cytoplazmy i jadra komérkowego
oraz powstawanie cialek apoptycznych stuzy
zapewne ich tatwej konsumpcji przez sasiednie
komorki tkanki, ktdre w przeciwienstwie do
wyspecjalizowanych komoérek zernych ukiadu
immunologicznego posiadaja jedynie ograni-
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czong zdolnos¢ do fagocytozy. Przechwytywanie
i metabolizm ciatek apoptycznych przez sasied-
nie komorki sprawia, ze apoptozajest procesem
nadzwyczaj ekonomicznym. Przemiana po-
czwarki w dojrzatg posta¢ owada dokonuje sie
przy niemal catkowitej izolacji od Srodowiska
zewnetrznego, tylko w oparciu o energie zma-
gazynowang w eliminowanych komoérkach po-
czwarki.

Apoptoza, ze wzgledu na szybkie tempo
zmian morfologicznych i brak reakcji zapalnej,
pomimo powszechnego charakteru, przez wiele
lat umykata uwadze histologéw i przedstawicie-
li innych dyscyplin naukowych. Wystepowanie
w organizmie cztowieka innego niz nekroza typu
Smierci komdérkowej opisane zostato po raz pier-
wszy w 1971 roku, w artykule ,Shrinkage nec-
rosis: a distine mode of cellular death” (Kerr
1971). Bardziej szczegbétowy przebieg tego typu
Smierci komodrek przedstawiony zostat rok
poOzniej w artykule .Apoptosis: a basic biological
phenomenon with wide-ranging implications in
tissue kinetics” (Kerr i wspotaut. 1972). Wpro-
wadzony wowczas do literatury termin ,apopto-
za” (apoptosis) oznacza w grece opadanie lisci z
drzew lub platkéw z kwiatow i nawiazuje do
biologicznie zaprogramowanej, cyklicznie za-
chodzacej Smierci. Potencjalne znaczenie apo-
ptozy w przyrodzie nie od razu dotarto do swia-
domosci Srodowiska naukowego. Obie, history-
czne juz prace na temat apoptozy, przeminety
wihasciwie niezauwazone, nie wptywajac w wie-
kszym stopniu na zmiane dominujgcego woéw-
czas pogladu o patologicznym i degenaracyj-
nyrn charakterze Smierci komoérkowej. Jeszcze
pod koniec lat 80-tych Amerykarnskie Towarzy-
stwo do Badani nad Rakiem odrzucito propozy-
cje zorganizowania specjalnego spotkania na
temat apoptozy w obawie przed niedostateczng
liczbg uczestnikéw. Niedtugo potem apoptoza
urosta do rangi jednego z najwazniejszych i
jednoczes$nie najatrakcyjniejszych tematow ba-
dawczych w naukach bio-medycznych. Do
szybkiego wzrostu zainteresowania apoptozg
przyczynity sie miedzy innymi obserwacje
wskazujace najej role w etiologii szeregu choréb
cztowieka. O skali tego zainteresowania najle-
piej Swiadczy liczba okoto 20 tysiecy publikacji
dotyczacych roznych aspektéw apoptozy, ktore
ukazaly sie w ciggu ostatnich 5 lat w czasopis-
mach naukowych na Swiecie. Rezultatem
wspbéitczesnej fascynacji apoptozag jest szereg
spektakularnych odkry¢, ktére przyblizyty zro-
zumienie tego procesu nha poziomie molekular-
nym i uswiadomity fundamentalne znaczenie
Smierci komérek w zyciu wyzszych organizmow
zwierzecych.
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GENETYCZNA KONTROLA APOPTOZY

Smieré komoérek z oczywistych wzgledéw
musi sie znajdowacé pod bardzo Scista i wielo-
stronng kontrolg genetyczng. Kluczem do po-
znania mechanizmoéw kontrolujacych apoptoze
staty sie badania nad niewielkim nicieniem z
gatunku Caenorhabditis elegans (E11is i wspot-
aut. 1991). Sposrod 1090 komdrek somatycz-
nych tego organizmu, 131 ulega precyzyjnie
zaprogramowanej eliminacji za posrednictwem
apoptozy. Smieré komoérek w trakcie rozwoju
osobniczego C. elegans jest uzalezniona od
aktywnosci dwoch gendw, ced-3 i ced-4 (ang.
cell death). Mutacje w ktorymkolwiek z tych
genéw blokuja apoptoze i umozliwiajg przezycie
wiekszosci z przeznaczonych do eliminacji ko-
morek. Paradoksalnie, ocalone w ten sposéb
komorki sg zdolne do czesciowego réznicowania
i wypetniania ograniczonych funkcji w dojrza-
tych osobnikach C. elegans. Mutanty C. ele-
gans, pomimo nieco wiekszej masy, nie odbie-
gaja pod wzgledem zachowania i wygladu od
osobnikoéw typu dzikiego, prowokujgc pytanie o
ewolucyjny sens zaprogramowanej $mierci ko-
morkowej w tym organizmie. Ekspresja genow
ced-3 i ced-4, okreslanych czasami jako geny
Smierci, nie jest ograniczona jedynie do komoé-
rek eliminowanych za pomoca apoptozy i zacho-
dzi we wszystkich komérkach nicienia. Komor-
ki wchodzace w skitad dojrzatych osobnikéw
unikaja apoptozy dzieki aktywnosci genu ced-9,
ktéry jest negatywnym regulatorem genow
Smierci ced-3 i ced-4. Ochronnego efektu “genu
zycia” ced-9 pozbawione sg jedynie komorki
przechodzace apoptoze, w ktérych gen ten nie
ulega ekspresji. Mutacje inaktywujace gen
ced-9 sg letalne, bowiem powodujg S$mieré
wszystkich komorek organizmu na etapie em-
brionalnym.

CED-9 | RODZINA BIALEK BCL-2

Pod wzgledem funkcjonalnym gen ced-9 wy-
kazywat szereg wspoélnych cech ze ssaczym on-
kogenem bcl-2, ktdérego silna nadekspresja jest
odpowiedzialna za powstawanie niektérych
chtoniakéw komdérek B (ang. B-cell lymphomas)
(Hengartner | Horvitz 1994) Gen bcl-2 jest
nietypowym onkogenem; w przeciwienstwie do
wielu innych onkogenow, jego udziat w procesie
transformacji nowotworowej nie polega na sty-
mulacji podziatéw komorkowych, lecz na pod-
noszeniu opornosci komoérek nowotworowych
na czynniki zewnetrzne normalnie wywotujace
apoptoze. Najbardziej uderzajacym potwierdze-

niem podobienstwa funkcjonalnego obu genow
byta obserwacja, ze nadekspresja ludzkiego ge-
nu bcl-2 moze czesciowo powstrzymac apoptoze
komoérek C. elegans zawierajgcych mutacje w
genie ced-9. Zdolnos¢ genu ssaczego do wypet-
niania podobnych funkcji w komérkach organi-
zmu bezkregowego wskazuje na zadziwiajaca
niezmiennos$¢ ewolucyjng apoptycznej sSmierci
komdrkowej. Podobienstwo funkcjonalne po-
miedzy genami ced-9 i bcl-2 znajduje potwier-
dzenie na poziomie strukturalnym: biatka Ced-
9 i Bcl-2 wykazujg ogo6lne podobienstwo se-
kwencji aminokwasowych oraz zawieraja kilka
tak zwanych regionéw BH (ang. bcl-2 homology)
0 szczegodlnie silnej tendencji do statosci ewolu-
cyjnej.

Myszy pozbawione funkcjonalnego genu
bcl-2 charakteryzuja sie zaskakujgco normal-
nym rozwojem i fenotypem jedynymi tatwo do-
strzegalnymi cechami zewnetrznymi sg nieco
zmniejszone uszy i wczesnie siwiejgca siersc),
jednak umierajg na stosunkowo wczesnym eta-
pie zycia na skutek apoptycznej smierci komoé-
rek limfoidalnych. Obserwacje te wskazywaty
na tkankowo-specyficzny charakter genu bcl-2
1nasuwaly przypuszczenie, ze inne genny pet-
nig analogiczng funkcje w pozostatych tkan-
kach organizmu. Rzeczywiscie, w stosunkowo
krotkim czasie w komérkach ssakéw zidentyfi-
kowano drugi gen anty-apoptyczny, bcl-xL, kt6-
ry reguluje apoptoze w komérkach nerwowych.
Myszy pozbawione aktywnego genu bcl-xL
umierajg na etapie embrionalnym na skutek
masowej apoptozy neuronow centralnego ukita-
du nerwowego. Obecnos$é w organizmach ssa-
kéw wiekszej nizw przypadku C. elegans liczby
genéw anty-apoptycznych jest zapewne od-
zwierciedleniem bardziej skomplikowanej bu-
dowy i ztozonosci procesdw rozwojowych tych
organizmow. Oprocz biatek anty-apoptycznych,
w komodrkach ssakéw wykryto liczng grupe bia-
tek strukturalnie zblizonych do Bcl-2 i Bcl-xL,
jednak wykazujacych przeciwstawne, pro-apo-
ptyczne wiasciwiosci, na przykiad Bax, Bcl-xS i
Bad. Wspdlnie biatka te tworzg jedng, szybko
powiekszajaca sie rodzine Bcl-2/Ced-9 (Reed
1998). Cecha charakterystyczna biatek rodziny
Bcl-2/Ced-9 jest zdolno$¢ do wzajemnego od-
dziatywania i tworzenia homo- i heterodimeréw.
Przyjmuje sie, ze tworzenie dimeréw skiadajg-
cych sie z obu biatek pro-apoptycznych rodziny
Bcl-2 prowadzi do apoptozy, podczas gdy two-
rzenie dimeréw skitadajacych sie z biatek anty-
apoptycznych nadaje komérkom opornos$¢ na
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apoptoze. Heterodimeiyzacja pro- i anty-apo-
ptycznych przedstawicieli rodziny hamuje bio-
logiczng aktywnos$¢ kazdego z partnerow. Po-
datnos¢ komérek na apoptoze jest zatem uza-
lezniona od wzajemnego stosunku ilosciowego
biatek pro- i anty-apoptycznych i w konsekwen-
cji, komorkowego stezenia aktywnych homodi-
merow zawierajgcych biatka o tym samym cha-
rakterze. Istotng wlasciwoscig niemal wszy-
stkich biatek z rodziny Bcl-2/Ced-9 jest obe-
cnos¢ na koncu karboksylowym tak zwanej
domeny transmembranowej, skladajgcej sie z
szeregu aminokwasow hydrofobowych. Dome-
na ta jest odpowiedzialna za lokalizacje biatek
rodziny Bcl-2/Ced-9 w obrebie bton wewnatrz-
komérkowych, gtéwnie w obrebie zewnetrznej
btony mitochondrialnej. Amino-koncowa czesc
tych biatek jest skierowana do cytozolu, gdzie
uczestniczy w dodatkowych oddziatywaniach,
modyfikujacych ich wiasciwosci biologiczne.
Pomimo intensywnych badarn biochemiczna
funkcja biatek z rodziny Bcl-2 jest stabo zrozu-
miana i pozostaje jedynie przedmiotem licznych
spekulacji. Rozszyfrowanie mechanizmu dzia-
tania tych biatek na poziomie molekularnym, ze
wzgledu na ich roznorodnosé, jak i nietypowa
lokalizacje w obrebie bton wewnatrzkomoérko-
wych, stanowi jedno z najwiekszych wyzwan
wspoétczesnej biologii molekularne;j.

cED-3 | SMIERCIONOSNE KASPAZY

Gdy w 1993 roku sklonowano ced-3, jeden
z dwoch gendéw Smierci z C. elegans, stwierdzo-
no, ze sekwencja aminokwasowa biatka kodo-
wanego przez ten gen wykazuje podobienstwo
do specyficznej proteazy ludzkiej, tak zwanej
ICE (ang. interleukin-1@3 converting enzyme)
(Yuan i wspétaut. 1993). Proteaza ICE jest od-
powiedzialna za przeksztatcenie nieaktywnego
prekursora interleukiny-1{3(IL-13 w forme bio-
logicznie aktywna, uczestniczgcg w wywotywa-
niu stanéw zapalanych. Aktywacja IL-1J3 przez
ICE polega nawprowadzeniu pojedynczego pro-
teolitycznego ciecia bezposrednio za asparaging
w pozycji 116 pro-interleukiny. ICE nalezy do
unikalnej grupy proteaz komorkowych wyko-
rzystujgcych w procesie katalitycznym jedng ze
swych reszt cysternowych. Stwierdzenie podo-
bienstwa pomiedzy biatkami Ced-3 i ICE wska-
zywato na centralng role proteaz cysternowych
W procesie apoptycznej Smierci komérek i spo-
wodowato intensywne poszukiwania innych en-
zymoOw o zblizonych wiasciwosciach biochemi-
cznych. W krotkim czasie z komorek ssakéw
wyizolowano kilkanascie biatek wykazujacych
silne podobienstwo strukturalne do Ced-3 i
ICE. Biatka te tworzg wspélna rodzine proteaz,
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ktérych cecha charakterystycznajest udziat re-
szty cysteinowej w procesie katalitycznym i tra-
wienie biatek bezposrednio za asparaging (Ni-
cholson iThornberry 1997). Dla podkreélenia
obu unikalnych wiasciwosci biochemicznych,
proteazy te okresla sie jako kaspazy (ang. cas-
pases, cysteine aspartate-specific proteases).

Kaspazy sa heterodimerami, sktadajgcymi
sie z dwoch podjednostek o réznej masie czaste-
czkowej (Nicholson i Thornberry 1997). Cho-
ciaz reszta cysteinowa petnigca kluczowa role w
katalizie znajduje sie w obrebie wiekszej pod-
jednostki kaspazy, mniejsza podjednostka, jako
nosnik kilku aminokwaséw wchodzacych w
skifad centrum aktywnego, jest niezbedna do
uformowania proteolitycznie aktywnego biatka.
Kaspazy, podobnie jak inne proteazy komorko-
we, syntetyzowane sgjako nieaktywne prekur-
soiy (zymogeny). Prekursoiy kaspaz sg zorgani-
zowane weditug podobnego planu budowy i
sktadajg sie z N-koncowej prodomeny o réznej
dtugosci oraz dwoch podjednostek rozdzielo-
nych centralng domeng regulatorowa. Dojrze-
wanie i aktywacja kaspaz polega na proteolity-
cznym odcieciu prodomeny oraz centralnej do-
meny regulatorowej i uwolnieniu obu podjedno-
stek. Miejsca, w ktérych dochodzi do proteoli-
tycznego trawienia pro-kaspaz znajdujg sie w
bezposrednim sgsiedztwie asparagin sugeru-
jac, ze w procesie aktywacji uczestnicza same
kaspazy lub inne proteazy o podobnej specyfice
substratowe;.

Nie wszystkie kaspazy sg zwigzane z apopto-
za. Oprdcz ICE, obecnie okreslanej jako kaspa-
za 1, co najmniej dwie inne kaspazy biorg udziat
w aktywacji cytokin i funkcjonowaniu ukiadu
odpornosciowego. Zmodyfikowane genetycznie
myszy pozbawione aktywnosci kaspazy 1 nie
wykazujg zadnych dostrzegalnych zmian w
przebiegu apoptozy i defektéw rozwojowych.
Zgodnie z rolg kaspazy 1w procesach immu-
nologicznych, mutanty te charakteryzuja sie
ograniczong zdolnoscia do indukowania reakcji
zapalnej. Sposréd wyizolowanych do tej pory
kilkunastu ssaczych kaspaz apoptycznych,
bardzo zblizona do Ced-3jest kaspaza 3, wczes$-
niej znana pod nazwg CPP 32. Oba biatka wy-
kazujg okoto 35% identycznosci i 60% podo-
bienstwa sekwencji aminokwasowych, a takze
posiadajag silnie konserwowany we wszystkich
kaspazach piecio-aminokwasowy region zawie-
rajacy katalityczng cysteine. W przeciwieristwie
do ICE, kaspaza 3 jest niezbedna do rozwoju
organizmu. Delecja genu kodujacego te prote-
aze zgenomu myszy powoduje masowg akumu-
lacje komérek nerwowych w mézgu i w efekcie
Smieré mutantéw nawczesnych etapach rozwo-
ju embrionalnego. Ta drastyczna redukcja apo-
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ptozy w zmutowanych myszach stanowitajeden
z pierwszych i najbardziej dobitnych dowodéw
na udziat kaspaz w procesie apoptycznej Smier-
ci komérkowej. Podobnie jak w przypadku mu-
tacji w genie bcl-2, uderzajacy jest selektywny
charakter mutacji w genie kodujgcym kaspa-
ze 3 i brak wyraznych zmian w innych tkana-
kach i organach. Specyficznos¢ tkankowa jest
prawdopodobnie jednym z powodow ttumaczg-
cych wystepowanie w wyzszych organizmach
zwierzecych wielu odrebnych kaspaz. Mnogos$c¢
i roznorodnos¢ kaspaz znajduje ponadto wyttu-
maczenie w ich selektywnosci substratowej. Po-
szczegblne kaspazy, chociaz przecinajg biatka
zawsze bezposrednio za asparaging, rozpoznajag
dodatkowo trzy aminokwasy poprzedzajgce
asparagine od strony aminowej. Sekwencja
wszystkich trzech aminokwasow, a w szczegél-
nosci charakter biochemiczny pierwszego z
nich, jest gtlbwnym wyznacznikiem specyficzno-
Sci tej klasy proteaz. Ze wzgledu na stosunkowo
niskie prawdopodobienstwo wystgpienia okre-
Slonych sekwencji aminokwasowych w bezpo-
Srednim sasiedztwie asparaginy, poszczegélne
kaspazy rozpoznajg jedynie niewielka liczbe
biatek, wprowadzajgc w ich obrebie jedno, rza-
dziej dwa proteolityczne ciecia. W efekcie, pro-
teoliza za posrednictwem kaspaz nie prowadzi
do catkowitej hydrolizy biatek, charakterystycz-
nej dla mniej specyficznych proteaz.

W ostatnich latach zidentyfikowano kilka-
dziesigt substratow biatkowych ulegajacych
proteolitycznej fragmentacji za posrednictwem
kaspaz w trakcie apoptycznej sSmierci komérko-
wej (Cryns i Yuan 1998). Pierwszym zidentyfi-
kowanym substratem kaspazy 3 byta polimera-
za poli(ADP-rybozy) (PARP), biatko jadrowe
uczestniczace w naprawie DNA i utrzymywaniu
integralnosci genomu. Enzym ten ulega akty-
wacji w obecnosci uszkodzonego i jednonicio-
wego DNA prowadzgac miedzy innymi do mody-
fikacji enzymoéw uczestniczacych w naprawie
DNA. Aktywacja PARP na skutek zachodzacej
masowo w czasie apoptozy degradacji DNA pro-
wadzi¢ mogtaby do szybkiego obnizenia we-
wnatrzkomoérkowego poziomu ATP, utrudniajac
tym samym prawidtowy przebieg apoptozy, za-
leznej od ciagtego doptywu energii. W czasie
apoptozy proteolitycznej inaktywacji ulegajag
takze inne enzymy zwigzane z naprawg i repli-
kacjg DNA, a takze kluczowe biatka zwigzane z
innymi podstawowymi procesami komorkowy-
mi, jak transkrypcja, sktadanie RNA, translacja
i regulacja cyklu komdérkowego. Oprdécz biatek
enzymatycznych, substratami kaspaz sg takze
biatka strukturalne, ktérych proteolityczna
fragmentacja jest przyczynag charakterystycz-
nych zmian morfologicznych w czasie apoptozy.
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Fragmentacja lamin, przylegajacych do blony
jadrowej i stanowigcych wysciotke do ktorej
przymocowanyjest DNA, powoduje na przyktad
tak typowe dla apoptozy zjawiska, jak bieguno-
wa dystrybucja chromatyny i rozpad jadra ko-
morkowego. Ekspresja w komorkach zmodyfi-
kowanych lamin, opornych na dziatanie ka-
spaz, catkowicie zapobiega tym zmianom lub
op6znia moment ich wystgpienia w czasie
Smierci apoptycznej. Ograniczona proteolitycz-
na fragmentacja aktyny i innych biatek cytosz-
kieletu prowadzi do kondensacji cytoplazmy,
utraty kontaktu z sgsiednimi komdrkami i roz-
padu na ciatka apoptyczne. Zalezna od kaspaz
proteoliza ma selektywny charakter i obejmuje
tylko ograniczong grupe biatek komoérkowych.
Fragmentacja tych biatek zachodzi wedtug Sci-
Sle okreslonego scenariusza, prowadzgc do sy-
stematycznego i uporzadkowanego demontazu
poszczegélnych struktur komoérkowych i ina-
ktywacji podstawowych procesow metabo-
licznych. Proteolityczna fragmentacja niewiel-
kiej grupy biatek nie wigze sie prawdopodobnie
z zadnymi funkcjami biologicznymi i zachodzi
na zasadzie przypadkowosci.

Obok biatek ulegajacych inaktywacji w cza-
sie apoptozy, w komoérkach ssakow zidentyfi-
kowano grupe biatek, ktére w wyniku ograni-
czonej proteolizy za posrednictwem kaspaz ule-
gaja aktywacji badz funkcjonalnej modyfikacji
(Cryns i Yuan 1998). Do grupy tej naleza na
przyktad niektore kinazy, ktore po odcieciu
fragmentu biatka przechodzg w stan konstytu-
tywnej aktywacji i sa odpowiedzialne miedzy
innymi za biochemiczng modyfikacje bton ko-
moérkowych, niezbedng w procesie wchianiania
ciatek apoptycznych przez otaczajace komorki.
Do biatek komérkowych, ktérych aktywnosé
ulega modyfikacji na skutek proteolitycznej
fragmentacj nalezg takze anty-apoptyczne biat-
ka z rodziny Bcl-2. Biatka te w wyniku precy-
zyjnego trawienia proteolitycznego przez jednag
z kaspaz, ulegaja przeksztatceniu do biatek o
przeciwstawnym, pro-apoptycznym charakte-
rze, dodatkowo przyspieszajgc, zamiast hamo-
wac, smier¢ komorkowa. Istnienie tego typu
samonakrecajgcej sie Smiercionosnej spirali
jest zjawiskiem powszechnym w przebiegu apo-
ptozy i stanowi przykiad logiki tego procesu, w
ktorym raz zainicjowany mechanizm prowadzi
do szybkiej i nieodwracalnej dezintegracji ko-
morki.

Jednym z ciekawszych biatek, ulegajacych
aktywacji w obecnosci kaspaz jest nukleaza
odpowiedzialna za demontaz najwiekszej i naj-
wazniejszej struktury komorkowej, chromatyny
(Wyrtie 1998). Rozpad chromatyny na mate
fragmenty, skladajgce sie z réznej liczby nu-
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kleosoméw, zaobserwowany zostat stosunkowo
wczesnie w badaniach nad apoptoza i od tego
czasu stuzyt jako cecha odrdézniajgca ten typ
Smierci komoérkowej od nekrozy, w trakcie kt6-
rej dochodzi do catkowitej degradacji DNA przez
nukleazy uwolnione z rozpadajacych sie lizoso-
mow. Préba identyfikacji nukleazy odpowie-
dzialnej za przecinanie DNA miedzy nukleoso-
mami przez wiele lat stanowita standardowe i
priorytetowe przedsiewziecie w badaniach nad
apoptoze. Poszukiwaniom nukleazy apoptycz-
nej towarzyszyta niewzruszona wéwczas wiara
w centralng i sprawcza role fragmentacji DNA
w indukcji Smierci komérek. Nukleaza odpowie-
dzialna za apoptyczng fragmenatcje DNA zosta-
ta wyizolowana dopiero w 1998, to jest ponad
20 lat po odkryciu tego zjawiska przez grupe
radiologbw w tymocytach naswietlanych pro-
mieniami jonizujgcymi. Nukleaza ta, okreslona
jako CAD (ang. caspase-activated deoxyribo-
nuclease), jest obecna w cytozolu wszystkich
analizowanych komérek w formie nieaktywnej,
w kompleksie z podjednostka inhibitorowa.
Aktywacja kaspaz w trakcie apoptozy prowadzi
do proteolizy inhibitora i przemieszczenia
aktywnej nukleazy do jadra komorkowego,
gdzie uczestniczy we fragmentacji DNA. Nade-
kspresja podjednostki inhibitorowej opornej na
proteolize umozliwia zablokowanie fragmenta-
cji DNA lecz nie wplywa na inne typowe dla
apoptozy zmiany biochemiczne i morfologiczne.

Jedng z podstawowych funkcji kaspaz jest
aktywacja innych kaspaz. W trakcie apoptozy
dochodzi do kaskady proteolitycznej, w wyniku
ktorej aktywacja jednej kaspazy umozliwia ob-
rébke i aktywacje innych czasteczek tego same-
go typu oraz kaspaz o odmiennej specyfice sub-
stratowej. Kaskada proteaz, majgca kluczowe
znaczenie w procesie Krzepniecia krwi i aktywa-
cji dopetniacza, w przypadku kaspaz moze pro-
wadzi¢ do odpowiedniego wzmocnienia sygna-
tu, gwarantujacego szybki i nieodwracalny
przebieg apoptozy.

CED-4 | AKTYWACJA KASPAZ

O ile obrobka prekursoréw kaspaz przezjuz
aktywne kaspazy jest tatwa do zrozumienia,
problemem pozostawata aktywacja pierwszej
kaspazy, inicjujacej proces kaskadowy. Szcze-
gotowa analiza aktywacji kaspazy Ced-3 w
C. elegans wykazata, ze rola ta przypada biatku
kodowanemu przez drugi gen $mierci tego or-
ganizmu, Ced-4. Funkcja biatka Ced-4, zlokali-
zowanego w obrebie cytozolu komérkowego, po-
lega na stymulowaniu w obecnosci zrédta ener-
gii autokatalitycznej aktywacji Ced-3 (Hengart-
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ner 1997). Prekursor Ced-3, po utworzeniu
kompleksu z Ced-4 i ATP, przechodzi zmiany
konformacyjne, ktére umozliwiajg wyciecie jego
wlasnej domeny regulatorowej i utworzenie
aktywnego enzymu, inicjujacego kaskade pro-
teolityczng. Biatko Ced-4 posiada takze zdol-
nos¢ do oddziatywania z anty-apoptycznym
biatkiem Ced-9, wystepujacym w komoérkach.
Przyjmuje sie, ze tworzenie kompleksu pomie-
dzy tymi biatkami prowadzi do przemieszczenia
Ced-4 z cytozolu do zewnetrznej btony mito-
chondrialnej, gdzie zlokalizowny jest Ced-9, za-
pobiegajac tym samym aktywacji znajdujacej
sie w cytozolu pro-caspazy Ced-3. W podsumo-
waniu, dotychczasowe badania nad apoptoza u
C. elegans wykazaty stosunkowo prostg organi-
zacje aparatu Smierci komoérkowej w tym
organizmie: aktywnos$¢ pojedynczej kaspazy
Ced-3, bezposrednio odpowiedzialnej za Smier¢
komodrkowa, jest precyzyjnie regulowana przez
jeden aktywator (Ced-4) i jeden inhibitor
(Ced-9) (Ryc. 2).

Ryc. 2. Samoaktywacja pro-kaspazy Ced-3 za posred-
nictwem biatka adoptorowego Ced-4 i ATP.

Biatko Ced-9 zwigzane z zewnetrzng btong mitochondrialng
i obecne w komoérkach C. elegans nie przechodzacych apo-
ptozy, zapobiega przeksztatceniu Ced-3 w aktywng kaspaze
poprzez usuwanie Ced-4 z cytozolu i niedopuszczanie do
tworzenia kompleksu aktywacyjnego.

Bardziej skomplikowany przebieg ma akty-
wacja kaspaz w komérkach ssaczych. Homolo-
giem Ced-4 jest w komorkach organizméw wy-
zszych czynnik cytozolowy, okreslany jako
Apaf-1 (ang. apoptosis activating factor 1). Biat-
ko to, wyizolowane w 1998, jest obecne we
wszystkich analizowanych typach komoérek,
wykazujgc szczegblnie wysoka ekspresje w
tkankach i narzagdach o intensywnej apoptozie,
takich jak $ledziona, obwodowe leukocyty oraz
embrionalny mézg i ptuca. Apaf-1 umozliwia
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dojrzewanie jednej z pro-kaspaz ssaczych, pro-
kaspazy 9, i jej przeksztalcenie w aktywna ka-
spaze 9 (Hengartner 1997). W przeciwienstwie
do mechanizmu aktywacji Ced-3 w C. elegans,
aktywacja kaspazy 9 przez Apaf-1, oprocz
zrédta energii, wymaga dodatkowego czynnika
cytoplazmatycznego, ktérego identyfikacja sta-
nowita jedng z wiekszych niespodzianek bio-
chemicznych ostatnich lat. Czynnikiem tym
okazal sie cytochrom c, ktérego powszechnie
znang funkcjg jest udziat w mitochondrialnym
tancuchu oddechowym i syntezie ATP. Cyto-
chrom c jest syntetyzowany przez cytopla-
zmatyczne rybosomy jako apocytochrom c, po
czym ulega translokacji do mitochondrialnej
przestrzeni miedzybtonowej, gdzie po przytacze-
niu grupy hemowej, tworzy aktywny cyto-
chrom c (holocytochrom c). Ekstrakty cytopla-
zmatyczne pozbawione cytochromu c traca
zdolnos$¢ do aktywowania kaspaz, ktorg w petni
odzyskuja po dodaniu komercjalnie dostepnego
(a wiec biochemicznie czystego) holocytochro-
mu ¢, lecz nie apocytochromu c. Blizsza analiza
mikroskopowa mitochondriow wykazata, ze
uwalnianie cytochromu c z przestrzeni miedzy-
btonowej do cytozolu stanowijedng z wczesniej-
szych zmian w komdrkach poddanych bodzcom
pro-apoptycznym (Reed 1997). Inaktywacja
taricucha oddechowego mitochondriow na sku-
tek utraty cytochromu c poczatkowo wydawata
sie przeczy¢ kluczowej roli ATP w apoptozie.
Obecnie przyjmuje sig, ze uwalnianie cytochro-
mu do cytozolu zachodzi stopniowo i nie wyklu-
cza dostaw niezbednej energii, koniecznej do
zakonczenia procesu dezintegracji komorki.
Bliska lokalizacja pro- i antyapoptycznych
biatek z rodziny Bcl-2 oraz cytochromu c w
obrebie bton mitochondrialnych nie wydaje sie
by¢ dzietem przypadku. Pro-apoptyczne biatka
rodziny utatwiajg wydostawanie sie cytochro-
mu do cytozolu, podczas gdy biatka o wtasciwo-
Sciach anty-apotycznych, na przyktad Bcl-2,
wywotujg przeciwstawny efekt, zatrzymujac cy-
tochrom cw przestrzeni miedzybtonowej (Reed
1998). Udziat biatek z grupy Bcl-2 w regulacji
uwalniania cytochromu ¢ ma prawdopodobnie
zwigzek z ich potencjalng zdolnoscig do tworze-
nia kanatéw jonowych w bitonach komorko-
wych. Na witasciwosci takie wskazuje struktura
tréjwymiarowa kilku przedstawicieli rodziny
Bcl-2, przypominajaca domeny niektérych to-
ksyn bakteryjnych, na przykiad dyfterytu, oraz
badania przy zastosowaniu syntetycznych
membran lipidowych. Przypuszcza sie, ze rola
bialek anty-apoptycznych moze polega¢ na
ograniczaniu zdolnosci kanatéw jonowych for-
mowanych przez biatka pro-apoptyczne do
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przepuszczania jonow i niewielkich biatek, jak
cytochrom c. Hipoteza ta nie znalazta jednak
dotychczas przekonywujgcego potwierdzenia
eksperymentalnego. Alternatywna hipoteza su-
geruje, ze uwalnianie cytochromu cdo cytozolu
zwigzane jest z drastycznymi zmianami w po-
tencjale elektro-chemicznym bton mitochon-
drialnych. Bezposrednim efektem tych zmian
mogtoby by¢ pecznienie mitochondriéw i peka-
nie zewnetrznej btony prowadzace do uwolnie-
nia cytochromu c. Niewatpliwie, ostatnie odkry-
cia wskazujace na role biatek z rodziny Bcl-2 w
regulacji uwalniania cytochromu c dodatkowo
skomplikowaly i tak niejasny mechanizm dzia-
tania tych biatek w apoptozie.

Szereg badan sugeruje, ze oprocz regulacji
wyptywu cytochromu c, biatka z rodziny Bcl-2
wptywajg na aktywacje kaspaz poprzez bezpo-
Srednie oddzialywanie z Apaf-1 (Reed 1998).
Podobie jak w komorkach C. elegans, biatka
anty-apoptyczne mogtyby neutralizowac¢ fun-
kcje Apaf-1 poprzez zmiane jego lokalizacji z
cytozolowej na btonowa. Podwojna rola biatek
anty-apoptycznych w hamowaniu aktywnosci
kaspaz moze stanowi¢ skuteczny mechanizm
zabezpieczajacy przed niepozadang indukcja
Smierci komoérkowej.

Autoaktywacja kaspaz przy udziale cyto-
chromu c i Apaf-1 nie jest jedynym mechani-
zmem umozliwiajgcym inicjacje kaskady pro-
teolitycznej. W niektorych komérkach za auto-
aktywacje innej z kaspaz, kaspazy 11, odpowie-
dzialny jest odmienny w charakterze kompleks
biatkowy, tworzony w poblizu btony cytopla-
zmatycznej i zwigzany z receptorami powierzch-
niowymi, takimijak TNFR (ang. tumor necrosis
factor receptor) czy Fas (Nagata 1997). Sygna-
tem prowadzacym do autoaktywacji kaspazy 11
jest zwigzanie sie receptora z jego naturalnym
ligandem. W odréznieniu od autoaktywacji ka-
spazy 9 za posrednictwem Apaf-1, dojrzewanie
kaspazy 11 za posrednictwem kompleksu re-
ceptorowego jest niezalezne od cytochromu c i
w konsekwencji, nie jest blokowane przez anty-
apoptyczne biatka z rodziny Bcl-2. Receptory
typu Fas sg obecne w duzej iloSci na powierz-
chni na przyktad zaktywowanych limfocytéw B.
Kontakt receptora Fas ze specyficznym ligan-
dem FasL obecnym na powierzchni cytotoksy-
cznych limfocytéw T jest powszechnym sposo-
bem apoptycznej eliminacji komorek B po za-
koriczeniu ich roli w zwalczaniu infekcji organi-
zmu. Cytotoksyczne limfocyty T dysponujg tak-
ze trzecim i najprostszym mechanizmem we-
wnatrzkomérkowej aktywacji kaspaz, polegaja-
cym na wprowadzeniu do eliminowanych ko-
morek granzymu B. Granzym B jest proteazg
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serynowg, ktéra trawi biatka bezposrednio za
asparaging, wykazuje zatem podobna do ca-
spaz specyfike substratowg. Enzym ten, po
wprowadzeniu do komoérek przez cytotoksyczne
limfocyty T, umozliwia aktywacje kaspaz bez
koniecznos$ci wstepnej autoaktywacji.

Kaspazy, ulegajagce autoaktywacji w obe-
cnosci takich biatek regulatorowych jak Ced-4
lub Apaf-1, okreslane sgjako kaspazy inicjato-
rowe. Cechg tych kaspaz, obejmujgcych Ced-3
oraz kaspazy 9i 11, jest obecnos$¢ w ich prekur-
sorach dhtugiej N-koncowej prodomeny, ktéra
stanowi fizyczny tgcznik umozliwiajacy oddzia-
tywanie z biatkami regulatorowymi. Pozostate
kaspazy, tak zwane efektorowe, ulegajg aktywa-
cji za posrednictwem kaspaz inicjatorowych
oraz innych kaspaz efektorowych i posiadajg
jedynie krotkie prodomeny.

Odkrycia kilku ostatnich lat uswiadomity,
ze podstawowe elementy Smierci apoptycznej,
tojest kaspazy i CAD, wystepujg w cytoplazmie
wszystkich komérek organizmu w formie nie-

APOPTOZA W POWSTAWANIU I

Zrozumienie mechanizmow $mierci komor-
kowej jest wazne nie tylko z racji powszechnego
wystepowania apoptozy w rozwoju organizméw
zwierzecych, lecz takze ze wzgledu na udziat
apoptozy w etiologii wielu choréb cztowieka. W
prawidtowo funkcjonujgcym organizmie $mier¢
i podzialy komérkowe sg Scisle zréwnowazone
utrzymujac populacje komorkowg w poszcze-
goélnych tkankach i narzadach na pozadanym
poziomie. Zaburzenia tej rownowagi prowadza
do patologicznego ubytku komdrek badz ich
nadmiaru i zwigzanych z tym stan6éw chorobo-
wych (Thompson 1995). Do grupy choréb wyni-
kajacych z nadmiernej apoptozy zalicza sie mig-
dzy innymi rézne formy schorzen neurodegene-
ratywnych i AIDS, za$ do drugiej grupy, zwig-
zanej z niedostateczng apoptozg, miedzy inny-
mi choroby autoimmunologiczne i nowotwory.
Schorzenia neurodegeneratywne, powodowane
stopniowg utratg komdrek nerwowych na sku-
tek apoptozy, obejmujg miedzy innymi choroby
Alzheimera, Parkinsona, Huntingtona oraz réz-
ne formy degeneracji mézdzku czy nerwow ru-
chowych rdzenia kregowego. Poditoze moleku-
larne tych chorob jest na ogét nieznane. Choro-
bg o ogromnym znaczeniu spotecznym, w tra-
kcie ktérej dochodzi do nadmiernej apoptozy,
jest AIDS. Rozwoj AIDS jest bezposrednio zwig-
zany z utratg tak zwanych pomocniczych komo-
rek T (ang. helper T cells), ktére ulegajg apopto-
zie w odpowiedzi na rozlegulowang stymulacje
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aktywnej. W okreslonych warunkach biatka te
przechodzg proces natychmiastowej aktywacji
umozliwiajgc Smier¢ komorek, w ktorych sie
znajduja. W przeciwienstwie do coraz bardziej
przejrzystego przebiegu efektorowej fazy apo-
ptozy, mechanizmy regulacyjne, ktére decydujg
o zyciu lub smierci komorki nadal pozostajg
catkowicie nieznane. Niewatpliwie, kazda ko-
morka znajduje sie pod nieustannym wplywem
niezliczonych bodZcéw wewnatrz- i zewnatrzko-
moérkowych, w integracji ktérych uczestniczy
ogromna liczba komponentéw komoérkowych i
drég sygnatowych. Przypuszcza sie, ze ostatecz-
nym odbiorcg tych sygnatéw, po ich odpowied-
nim przetworzeniu, sg biatka pro- i anty-apo-
ptyczne z rodziny Bcl-2, ktoéiych wzajemne re-
lacje funkcjonalne i ilosciowe podlegajg nie-
ustannym modyfikacjom, umozliwiajgc badz
utrzymanie status quo i kontynuacje zycia, badz
prowadzac do uwalniania cytochromu cz mito-
chondriéw i Smierci komoérki (Tsujimoto 1998).

LECZENIU CHOROB CZLOWIEKA

ich receptora CD4 przez biatko gpl20 otoczki
wirusa HIV. Typowymi stanami patologicznymi
zwiazanymi ze Smiercig komérkowa sg ponadto
zawat serca i wylew, ktorych efektem jest cze-
Sciowe niedokrwienie organdw i sSmier¢ komo-
rek na skutek zaréwno apoptozy, jak i nekrozy.
Wzmozona apoptoza moze mie€ takze zwigzek z
postepujaca utratg chondrocytéw w osteoporo-
zie. Apoptoza hepatocytow stymulowana przez
takie toksyny jak alkohol, prowadzi z kolei do
postepujacego uszkodzenia funkcji watroby.
Najpowszechniejsza chorobg, zwigzang z
niedostatecznym tempem apoptozy jest rozwoj
nowotworéw. Prawidtowo regulowana apoptoza
uwazanajest obecnie zajeden z pierwszoplano-
wych mechanizméw obronnych, umozliwiaja-
cych skutecznag eliminacje powstajacych w
organizmie komorek nowotworowych. Sygna-
tem, ktory prowadzi do uruchomienia progra-
mu $mierci apoptycznej w komérkach przecho-
dzacych transformacje nowotworowa jest nie-
skoordynowana z innymi zmianami komorko-
wymi aktywacja genéw cyklu komadrkowego,
miedzy innymi onkogenow. Zachodzgca w ta-
kich przypadkach apoptoza kontrolowana jest
przez biatko p53, ktérego podstawowg funkcjg
jest aktywacja transkiypcyjna niewielkiej grupy
gendw (Levine 1997). Biatko p53 w odpowiedzi
na zaburzenia w kontroli podziatow komoérko-
wych wzmaga ekspresje miedzy innymi genu
kodujacego pro-apoptyczne biatko Bax, posred-
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nio powodujgc uwalnianie cytochromu ¢ z mi-
tochondridw i aktywacje kaspaz w transformo-
wanych komérkach.

Rygorystyczna kontrola funkcjonalnej inte-
gralnosci genomu za posrednictwem biatka p53
nie stanowi niestety bezwzglednego i niezawod-
nego zabezpieczenia przed powstawaniem ko-
mérek nowotworowych. Cze$¢ z nich wytamuje
sie spod nadzorczej funkcji biatka p53 i konty-
Nnuuje podziaty prowadzac do rozwoju choroby
nowotworowej. Komorki nowotworowe podlega-
jace szybkim cyklom replikacyjnym na skutek
zaktywowanych onkogendéw wykazuja jednak,
w odréznieniu od prawidtowo dzielgcych sie
komérek organizmu, znacznie podwyzszona
wrazliwos¢ na czynniki uszkadzajgce DNA lub
zaktécajgce metabolizm kwasow nukleinowych.
Do grupy tej zaliczajg sie miedzy innymi zwigzki
alkilujgce DNA (na przyktad mitomycyna C),
czynniki interkalujgce (np. aktynomycyna D),
kompleksy metali (np. cis-platyna), analogi nu-
kleozyddéw (np. 5-fluorouracyl) oraz promienio-
waniejonizujgce. Komérki nowotworowe w obe-
cnosci juz niewielkich dawek kazdego z tych
czynnikow, tatwo tolerowanych przez komoérki
prawidtowe, przechodzg natychmiastowg apo-
ptoze w indukcji ktdrej gtéwna rola ponownie
przypada biatku p53. Indukcja apoptozy w ko-
mérkach nowotworowych w obecnosci czynni-
kéw wptywajacych na metabolizm DNA znajdu-
je wyttumaczenie w tak zwanej hipotezie konfli-
ktu (Fisher 1994). Zgodnie z tg hipotezg w
komoérkach nowotworowych dochodzi do inte-
gracji dwodch sprzecznych sygnatow wzrosto-
wych: jednego, napedzajacego podziaty komor-
kowe wwyniku aktywacji onkogenow i drugiego
(nadzorowanego podobnie jak indukcja apopto-
zy, przez biatko p53), nakazujacego komorce
zatrzymanie cyklu komoérkowego i naprawe
DNA (Ryc. 3). Podczas gdy obecnos¢ uszkodzen
w DNAw dzielgcych sie prawidtowo komérkach
prowadzi do represji genéw cyklu komérkowe-
go, zahamowania podziatéw i naprawy uszko-
dzen, w komorkach nowotworowych nieprawid-
towo stymulowanych do podziatéw zaktywowa-
nyrni onkogenami, odpowiedzig jest apoptoza.
W przeciwienstwie do organizméwjednokomaor-
kowych, podwyzszona wrazliwo$¢ komérek no-
wotworowych nie wynika zatem z letalnego efe-
ktu uszkodzen, lecz z uruchomienia wewnetrz-
nego programu smierci apoptycznej. Zdolnosé
czynnikéw chemicznych i fizycznych zaktocaja-
cych metabolizm DNA do indukowania apopto-
zy komoérek nowotworowych, lecz nie komoérek
prawidtowych, lezy u podstaw skutecznosci
chemoterapii i naswietlania, dwéch podstawo-
wych metod leczenia nowotworéw. Zgodnie z
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powszechngjeszcze do niedawna opinig, skute-
cznos¢ takich terapii wynikata z selektywnej
Smierci szybko dzielgcych sie komoérek. Warto
podkresli¢, ze dodatkowa zaleta eliminowania
komoérek nowotworowych za pomoca induko-
wanej apoptozy jest ich szybka i bezobjawowa
resorbcja przez otaczajgce komorki i brak sta-
now zapalnych, typowych dla nekrozy. Niestety,
ta skuteczna i pozgdana metoda leczenia nie
znajduje zastosowania w przypadku tych wszy-
stkich nowotworéw, w ktérych nastepuje ina-
ktywacja biatka p53 i zablokowanie jego zdol-
nosci do indukowanej apoptozy. Zmiany w ge-
nie p53 stwierdzono w ponad potowie z okoto
2500 przeanalizowanych ludzkich nowotworéw
i linii komérkowych (Levine 1997). W komor-
kach pozbawionych funkcjonalnego biatka p53,
obecnos¢ uszkodzen DNA indukowanych za po-
moca promieniowaniajonizujgcego lub czynni-
kéw chemicznych nie prowadzi do zahamowa-
nia cyklu komérkowego i replikacji, wzmagajac
w konsekwencji destabilizacje genetyczng. Jej
typowymi objawami jest wielokrotnie zwiekszo-
na czesto$¢ mutacji spontanicznych oraz dele-
cji, duplikacji i translokacji chromosomalnych.
Wzrost niestabilnosci genetycznej jest czynni-
kiem sprzyjajagcym powstawaniu fenotypu

Ryc. 3. Model ilustrujacy hipoteze ,konfliktu”.

Obecno$¢ uszkodzenn DNA w prawidtowo dzielgcych sie
komérkach prowadzi do zaleznego od biatka p53 zabloko-
wania cyklu komoérkowego i rozpoczecia naprawy DNA.
Komorki nowotworowe, niezdolne do zahamowania cyklu
komérkowego w wyniku niekontrolowanej aktywacji onko-
gendéw, przechodzg w tych warunkach apoptoze, takze za-
lezng od biatka p53.

charakterystycznego dla péznych etapéw roz-
woju nowotworow, tojest zdolnosci do przerzu-
téw i naciekania innych tkanek. Stosowanie
chemoterapii i naswietlania w leczeniu nowo-
tworow pozbawionych biatka p53 moze zatem
prowadzi¢ do wzrostu inwazyjnosci komorek
zamiast do ich eliminacji, tojest przynosi¢ skut-
ki odwrotne do zamierzonych. Przykiad ten
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wskazuje na bezsporne korzysci jakie moze
przynies¢ petniejsza koordynacja dziatan kilini-
cznych z wiedza o zmianach genetycznych, za-
chodzacych w okreslonych typach nowotwo-
row.

Apoptoza kontrolowana przez p53 stanowi
takze potezny orez organizmow zwierzecych w
walce z wirusami onkogennymi (W hite 1993).
Apoptozg zainfekowanych komoérek ma pra-
wdziwie altruistyczny charakter, bowiem zapo-
biega rozprzestrzenianiu wirusa na sasiednie
komorki i uniemozliwia transformacje nowo-
tworowa, chronigc przed $miercig caly orga-
nizm. Niektore z tych wiruséw, na przyktad
adenowirus, wirus SV40 i EBV (ang. Epstein-
Barr virus) kodujg biatka, ktorych zadaniem
jest powstrzymanie apoptozy zainfekowanych
komorek i przedtuzenie czasu niezbednego dla
namnozeniawiriondw. Genom adenowirusa ko-
duje na przyktad az dwa biatka hamujace apo-
ptoze zainfekowanych komérek za pomoca nie-
zaleznych mechanizmoéw. Jedno z biatek czyni
to poprzez bezposrednie wigzanie sie z p53 i
znoszenie jego zdolnosci do transkrypcyjnej
aktywacji genéw pro-apoptycznych, podczas
gdy drugie jest odpowiednikiem komdrkowego
anty-apoptycznego biatka Bcl-2. Niektére z wi-
rusow wyspecjalizowaty sie w produkcji biatek
blokujacych funkcje kaspaz. Analiza mechani-
zmoéw wykorzystywanych przez wirusy w celu
powstrzymania apoptozy komérek stanowi nie
tylko cenne zrodto informacji o mechanizmach
Smierci komorkowej, lecz takze moze mie¢ zna-
czenie praktyczne, umozliwiajagc w przysziosci
skuteczng walke z niektérymi wirusmi onko-
gennymi.

Korzysci terapeutyczne wynikajace z indu-
kcji apoptozy w komorkach nowotworowych
skionity do poszukiwania skutecznych metod
przeciwstawnego dziatania, tojest ograniczania
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apoptozy w stanach chorobowych wynikajg-
cych z jej nadmiernego tempa. Jeszcze do nie-
dawna ogromne nadzieje wigzano na przykiad
z zastosowaniem niskoczgsteczkowych inhibi-
torow kaspaz jako skutecznego $srodka w zapo-
bieganiu pozawatowych i poudarowych uszko-
dzen miesnia sercowego i innych narzadéw na
skutek apoptozy niedotlenionych komoérek. Do
grupy silnych inhibitoréw, zdolnych do przeni-
kania do wnetrza komorek, naleza miedzy inny-
mi zmodyfikowane chemicznie peptydy, skiada-
jace sie z 4 aminokwasow o sekwencji specyfi-
cznie rozpoznawanej przez poszczegolne kaspa-
ZY (Nicholson iThornberry 1997) Niestety, w
Swietle ostatnich badan inhibitory takie, choé
skuteczne w hamowaniu aktywnosci kaspaz,
nie chronig komorek przed $miercig powodowa-
ng przez uwalnianie cytochromu c do cytozolu
i stopniowg degeneracjg mitochondriéw (Reed
1998). Zachodzaca w takich przypadkach
Smieré komorek przypomina nekroze i moze
prowadzi¢ do wystgpienia reakcji zapalnej, czy-
niac terapie za pomoca inhibitoréw kaspaz bar-
dziej szkodliwa niz pozyteczng. Bardziej obiecu-
jace wydaja sie dziatania polegajace na bloko-
wania apoptozy na etapie wstepnym, poprze-
dzajgcym aktywacje kaspaz, na przykiad po-
przez indukcje anty-apoptycznych biatek z ro-
dziny Bcl-2 lub specyficzng inhibicje ich anta-
gonistow. Nadchodzgce lata wykazg, czy rosng-
ca w lawinowym tempie wiedza o mechani-
zmach apoptozy doprowadzi do opracowania
skutecznych Srodkéw farmakologicznych i me-
tod leczenia chorob, ktérych podtozem sg zabu-
rzenia w genetycznie zaprogramowanej smierci
komoérek.

Serdecznie dziekuje kolegom i kolezankom
z Chapel Hill za krytyczng analize tekstu.

IN THE LIFE OF ANIMALS

Summary

Cells can die by necrosis or apoptosis. Necrosis is
accidental and pathological and occurs as a result of severe
tissue injury. At the molecular level, necrosis is caused by
rapid depletion of ATP and inability of the plasma mem-
brane to regulate osmotic pressure. Cells swell and rupture
due to uncontrolled influx of water and ions. Release of the
cellular content into the surrounding space leads to an
inflammatory response often causing secondary tissue
damage. Unlike necrosis, apoptosis is a highly ordered
process of physiological cell death dependent on a constant
supply of ATP. Apoptosis is used for controlled deletion of
unwanted cells and plays a fundamental role during early
stages of development, allowing for body sculpturing and
tissue remodeling. Apoptosis is also important during
adulthood for maintaining the tissue homeostasis and ad-
justing the number of cells to the current needs of the

organism. Finally, apoptosis has a protective function by
allowing removal of potentially harmful cells, such as trans-
formed and virally infected cells. Apoptosis results from
activation of a genetically encoded and evolutionarily con-
served suicide program that leads to a series of distinct
morphological and biochemical changes. Typical morpho-
logical changes include rapid cell condensation and plasma
membrane blebbing. The hallmark of the biochemical
changes associated with apoptosis is the fragmentation of
DNA into multimers of 200 base pairs the chromatin being
cleaved within interchromosomal sites. In the final stage of
apoptosis, the dying cells are divided into small, membrane-
bound apoptotic bodies, which are rapidly phagocytosed by
neighboring cells and cause no inflammation. The basic
components of apoptosis were first identified in the nema-
tode worm Caenorhabditis elegans. In the center of the
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apoptotic cell death machinery are caspases, a family of
novel cysteine proteases with specificity for aspartate
residues. Activation of these proteases by various mechan-
isms results in a highly orchestrated and hierarchical
process of disassembling of cellular structures and inacti-
vating the key metabolic processes. In mammalian cells,
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activation of caspases is regulated by a Bcl-2 family of pro-
and anti-apoptotic proteins, as well as cytochrome c, which
is rapidly released from mitochondria in response to apop-
totic stimuli. Inappropriate apoptosis contributes to many
human diseases, including AIDS, cancer, neurodegenera-
tive disorders, and cardio-vascular injury.
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