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Stowa kluczowe:

Streszczenie

W komoérkach zywych apoptoza jest realizowana za posrednictwem wielu réznych szlakow.
Programowana $mier¢ komorki moze przebiegaé z udzialem receptoréw btonowych, mitochon-
drium, granzymu B lub tez retikulum endoplazmatycznego. Szlak mitochondrialny jest inicjowany
z wnetrza komorki poprzez zmiany potencjatu mitochondrialnego, mutacje DNA i inne zaburze-
nia metabolizmu komoérkowego. Niekiedy szlak ten taczy sig ze Sciezka receptorowa generowana
ze Srodowiska zewngtrznego. Gléwnym organellum inicjujacym przebieg wewngtrznego szlaku
apoptozy jest mitochondrium. Zmiany przepuszczalnosci btony tego organellum powoduja wy-
ptyw cytochromu c, ktéry oddziatujac z cytoplazmatycznym czynnikiem Apaf-1 i prokaspaza 9,
w obecnosci ATP, uruchamia kaskadg kaspaz wykonawczych. Oprécz cytochromu ¢ z mitochon-
drium moze by¢ uwalniane ponad 40 czastek regulatorowych lub wykonawczych apoptozy, m.in.
Smac/DIABLO, Omi/HTR A2, endonukleaza G, AIF oraz IAP. Czynnosci regulatorowe spet-
niaja réwniez umiejscowione w cytoplazmie proteiny nalezace do rodziny Bcl-2, wplywajace na
przepuszczalnosé btony mitochondrium oraz biatka szoku cieplnego (HSP), regulujace dziata-
nie kaspaz. Zjawisko programowanej Smierci jest tematem badawczym wielu naukowcéw, gdyz
nie do korica poznano wszystkie mechanizmy i zaleznosci zaangazowane w jego przebieg.

apoptoza ¢ mitochondrium e rodzina biatek Bcl-2 * biatka IAP  biatka szoku cieplnego (HSPs)
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Summary

In living cells, apoptosis is effected through many different pathways. Programmed cell death
(PCD) may proceed with the involvement of membrane receptors, mitochondria, granzyme B, or
the endoplasmic reticulum. The mitochondrial pathway is initiated from within the cell as a con-
sequence of changes in reductive potential. It may also be caused by DNA mutation or vario-
us disturbances in the cell’s metabolism. In some cases, the intrinsic pathway is connected with
the extrinsic one, generated by the cell’s environment. The central organelle which initiates the
intrinsic pathway is the mitochondrion. Changes in the permeability of the mitochondrial ou-
ter membrane cause an outflow of cytochrom c, which interacts with cytoplasmic factor Apaf-
1 and procaspase 9, in the presence of ATP, and thus triggers the caspase cascade. Apart from
cytochrom c, more than 40 regular or executor particles involved in apoptosis might be released
from the mitochondrion. These include Smac/DIABLO, Omi/HTR A2, endonuclease G, AIF,
and IAP. Moreover, regulatory functions are performed by Bcl-2 family proteins present in the
cytoplasm that affect mitochondrial membrane permeability and by heat shock proteins (HSPs),
both of these regulating caspase function. The phenomenon of programmed cell death is the main
subject of research for many groups of scientists. There are still many aspects which need to be
elucidated.

apoptosis ¢ mitochondrion * Bcl-2 protein family ¢ IAP proteins * heat shock proteins (HSPs)
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1. Wstep

Warunkiem istnienia i funkcjonowania organizmoéw wielo-
komorkowych jest utrzymywanie precyzyjnej kontroli licz-
by komérek aktywnych biologicznie. Jest to zapewnione
dzieki zachowaniu réwnowagi migdzy czterema procesa-
mi: podzialem, réznicowaniem, dojrzewaniem i Smiercia
komoérek [4]. Ostatni z wymienionych proceséw moze za-
chodzi¢ za posrednictwem apoptozy badZ nekrozy. Nekroza
(martwica) komorek inicjowana jest gtéwnie czynnikami
zewngtrznymi, ktérych natgzenie i czas dziatania przekra-
cza granice odpornosci komérek. Martwicg moga powo-
dowac¢ wysoka i niska temperatura, dziatanie toksyn bak-
teryjnych, a takze silne promieniowanie yi UV. Czynniki
te uszkadzaja komorke w spos6b mechaniczny, powodujac
zachwianie réwnowagi osmotycznej, czego konsekwencja
jest bierny transport jonéw do wn¢trza komérki, zahamo-
wanie syntezy ATP oraz naptyw wody i obrzegk organelli.
Cata komorka ulega rozpadowi, a wydostanie si¢ jej zawar-
tosci do przestrzeni pozakomoérkowej powoduje najczes-
ciej proces zapalny. Apoptoza, nazywana inaczej progra-
mowana $miercia, jest $cisle regulowana i kontrolowana
przez swoiste procesy biochemiczne, wymagajace ekspre-
sji wielu réznych genéw [21,27,49]. Podczas procesu apo-
ptozy dochodzi do kondensacji chromatyny i jej umiej-
scowienia tuz pod btona jadrowa. Nastgpnym etapem jest
obkurczanie catego jadra komérkowego i jego fragmen-
tacja. Kondensacji ulega réwniez cytoplazma, a morfolo-
gicznym wyrazem zaburzen symetrii btony komoérkowe;j
jest tworzenie charakterystycznych pecherzykéw (bleb-
bing), z ktérych powstaja cialka apoptotyczne. Struktury
te sg fragmentami komoérki otoczonymi btona komérkowa,
zawierajacymi resztki chromatyny i cytoplazmy oraz orga-
nella komdrkowe. Ostatnim etapem programowanej Smier-
ci jest fagocytoza ciatek apoptotycznych przez makrofagi
lub komorki sasiadujace [49].

Apoptoza moze przebiega¢ z udziatem trzech r6znych Scie-
zek. Najbardziej znany podziat uwzglednia szlak zewngtrz-
ny (extrinsic), inaczej zwany receptorowym, wewngetrzny
(intrisic) — mitochondrialny oraz angazujacy perforyny
i granzym B, tzw. pseudoreceptorowy [7,8,31]. W 2000
roku pojawily si¢ doniesienia na temat czwartej Sciezki
inicjacji i przebiegu apoptozy z przewazajacym udziatem
siateczki wewnatrzplazmatycznej, jako centrum regulacji
$Smierci komodrkowej [33,56] (ryc. 1). Niezaleznie od tego
w jaki sposéb jest inicjowany proces apoptozy, zawsze
uczestnicza w nim enzymy z grupy kaspaz. Ze wzgledu
na etap apoptozy, w ktéorym biora udziat dzielimy je na
kaspazy indukujace (np. 8 i 9) oraz wykonawcze, inaczej
zwane efektorowymi (np. 3, 61 7) [23,46]. Sa one synte-
tyzowane i magazynowane w postaci nieaktywnych zymo-
gendw, a do ich aktywacji dochodzi dopiero w chwili ini-

cjacji procesu programowanej Smierci. Aktywnos¢ kaspaz
wykonawczych jest wskaznikiem apoptozy w komérkach
i podlega regulacji za posrednictwem réznych czynnikéw
pro- i antyapoptotycznych [23,25,46].

2. WEWNETRZNY SZLAK APOPTOZY

Szlak wewngetrzny programowanej Smierci komorek prze-
biega za posrednictwem mitochondrium. Organella te pet-
nig gtéwna rolg w prawidtowym przebiegu apoptozy wielu
typéw komoérek. Do aktywacji tego szlaku dochodzi w wy-
niku wzrostu stezenia jonéw Ca** w cytoplazmie, podwyz-
szenia poziomu reaktywnych form tlenu (ROS — reactive
oxygen species), a takze w wyniku stresu oksydacyjnego,
zaburzen transportu elektrolitéw oraz uszkodzen DNA
[12,36]. W odpowiedzi komoérki na stresogenne warunki
bierze udziat biatko p53, bedace czynnikiem transkryp-
cyjnym wielu innych genéw zaangazowanych w szlak we-
wnetrzny. Z tego powodu Sciezka mitochondrialna bywa
nazywana zalezna od p53 [14,59]. Wymienione wyzej
czynniki indukuja Smieré, w wyniku ktérej dochodzi do
wielu zmian w obrebie mitochondrium oraz catej komor-
ki. Istotng role w inicjowaniu tego typu apoptozy odgry-
waja megakanaly mitochondrialne, okreslane réwniez jako
PTP (permeability transition pore), zlokalizowane w miej-
scu zetknigcia obu bton mitochondrialnych. Gtéwnym ele-
mentem struktury megakanatu jest translokaza nukleoty-
doéw adeninowych, ANT (adenine nucleotide translocator),
umiejscowiona w blonie wewngetrznej. W btonie zewngtrz-
nej mitochondrium obecna jest poryna VDAC (voltage
dependent anion chanel) oraz obwodowy receptor benzo-
diazepiny BRP (benzodiazepine peripheral receptor), kt6-
re z ANT tworza kompleks kanatu. Oprécz biatlek ANT,
VDAC i BRP w sktad kompleksu megakanatu moga wcho-
dzi¢ enzymy o funkcjach regulatorowych. Do biatek od-
dziatujacych z poryna naleza kinazy kreatynowe (CK), hek-
sokinazy (HK) oraz kinazy glicerolowe (GK). Od strony
cytosolowej z kanatem moga wiazac si¢ takze biatka z ro-
dziny Bcl-2 np. Bcl-2 lub Bax, natomiast po stronie ma-
cierzy mitochondrialnej moze przytaczy¢ si¢ np. cyklofi-
lina D [20,24] (ryc. 2).

W wyniku dziatania czynnikéw inicjujacych apoptoze oraz
korelacji elementéw megakanatu nastgpuje jego otwarcie.
W stanie duzego przewodnictwa struktura ta ma Sredni-
c¢ 2-3 nm i moga przez nia przenikaé czastki o masie do
1,5 kDa. Dotychczas nie wiadomo doktadnie jak dochodzi
do permeablizacji blony mitochondrialnej. Istnieje kilka
modeli tego procesu i nie ma zgodnosci czy przewaza je-
den mechanizm czy wszystkie razem przyczyniaja si¢ do
ustalenia progu przepuszczalnosci btony mitochondrium.
Jeden z modeli zaktada przerwanie cigglosci zewnetrznej
btony mitochondrium. Wczesniej dochodzi do hiperpola-
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ryzacji wewngetrznej btony, co w konsekwencji powoduje
zwigkszenie objgtosci matriks (tzw. puchnigcie). Powodem
hiperpolaryzacji jest zamknigcie VDAC, pod wptywem biat-
ka Bax. Inni naukowcy twierdza, ze Bax oddziatuje w tym

kompleksie z ANT i wskutek tego dochodzi do otwierania
PTP. Jeszcze inna koncepcja zaktada, ze biatka z rodziny
Bcl-2, a konkretnie Bax w postaci oligomerycznej tworza
pory, umozliwiajace wyptyw czynnikéw apoptotycznych
[26]. Jednym z czynnikéw uwalnianych z mitochondrium
przez megakanaly jest cytochrom c (Apaf-2). Zwiazek ten
po wyptynigciu do cytoplazmy, przy nakladach energii, ta-
czy si¢ z bialkowym czynnikiem Apaf-1 oraz prokaspaza
9. W wyniku potaczenia tego tréjelementowego komplek-
su powstaje struktura zwana ,.kotem $mierci” lub czegsciej
apoptosomem. Gtéwnym zadaniem tego kompleksu jest
aktywacja kaspaz wykonawczych [7,8,43]. Biatko Apaf-1
ma na N-koricu domen¢ CARD (caspase recruitment do-
main), dzigki ktérej mozliwe jest przytaczenie prokaspa-
zy 9. Natomiast na C-koricu umiejscowiona jest domena
wielokrotnych powtérzen WD (WD-40), umozliwiaja-
ca wigzanie cytochromu c oraz przytaczenie dATP/ATP.
Biatko Apaf-1 pod nieobecnos¢ cytochromu c tworzy po-
sta¢ globularna. N-koicowa domena CARD umiejscawia
si¢ przestrzennie pomi¢dzy domenami WD-40, gdzie allo-
sterycznie hamuje aktywnos¢ Apaf-1. Cytochrom c charak-
teryzuje si¢ wigkszym powinowactwem do regiondéw po-
wtérzenn WD-40 biatka Apaf-1 niz domena CARD, wigc
wypiera ja z tego miejsca i uwalnia do cytoplazmy. Biatko
Apaf-1 przyjmuje wéwczas strukture litery Y. Reakcja wia-
zania cytochromu c jest jednak odwracalna, a dtugie ramig
tworzonej litery Y pozostaje niestabilne do chwili, w kt6-
rej komoérka poniesie naktad energetyczny. Dzieje sig tak
w chwili zwiazania i hydrolizy czasteczki ATP badz dATP
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do tzw. kaset Walkera (regionéw wiazacych nukleotydy),
co ostatecznie stabilizuje strukturg kompleksu Apaf-1-cy-
tochrom c. Nastgpnie dochodzi do oligomeryzacji sied-
miu czastek Apaf-1 i powstaje struktura heptamerycznego
kota. Do regionéw CARD Apaf-1 dotaczone zostaja ko-
lejno czastki prokaspazy 9 utozone wzgledem siebie nie-
rownolegle [1,2,5,44,45].

Utrata ktéregos z biatek budujacych apoptosom przez mu-
tacje, epigenetyczne wytaczenie kodujacego je genu, mo-
dyfikacje posttranskrypcyjne lub posttranslacyjne, a takze
zaburzenia w dynamice syntezy i rozktadu tych elemen-
téw uniemozliwiaja Smier¢ komoérek. Wéwczas unikaja
one apoptozy nawet wtedy, gdy niosa defekty i sa zagro-
zeniem dla calego organizmu. Brak biatka efektorowego
Apaf-1 byt obserwowany m.in. w chorobach nowotworo-
wych, takich jak czerniak [4,11,13,17,32,47,48,51,61], bia-
faczka [16], chtoniak czy tez rak jader [3].

Przyczyna zmniejszenia st¢zenia lub catkowitej utra-
ty biatka Apaf-1 w komérkach nowotworowych jest naj-
prawdopodobniej metylacja wysp CpG regionu promoto-
rowego, wskutek ktérej nie dochodzi do transkrypcji genu
apaf-1[17,47,48]. Zastosowanie inhibitoréw metylacji np.
Saza’2deoksycytydyny, powoduje przywrécenie wrazliwo-
$ci na indukcj¢ apoptozy promieniowaniem UV [16].

Powstaly apoptosom wptywa na aktywacje kaspazy 9, kt6-
ra okresla si¢ kaspaza inicjujaca szlak mitochondrialny.
Aktywna kaspaza 9 moze aktywowac kaspazy wykonaw-
cze, ktére uruchamiajq caty taricuch kolejnych kaspaz pro-
wadzacych do proteolizy biatek, zmian morfologicznych
w komorcee i ostatecznie do Smierci komérki (ryc. 2).

3. BiatKA MITOCHONDRIALNE UCZESTNICZACE W PROCESIE
APOPTOZY

Poza cytochromem c z mitochondrium podczas inicjacji
apoptozy uwalnianych jest ponad 40 biatek. Czg$¢ z nich
nie jest doktadnie zbadana i nie znamy ich roli w regula-
cji apoptozy [52]. AIF (apoptosis inducing factor) jest fla-
woproteing proapoptotyczna i w prawidtowej komorce jest
umiejscowiona w mitochondrium. W odpowiedzi na inicja-
cj¢ apoptozy czynnik ten jest przenoszony do jadra komor-
kowego. Translokacja AIF nastepuje najczgsciej w odpo-
wiedzi na zniszczenie DNA i aktywacje polimerazy PARP
(poly(ADP-ribose) polimerase 1) [60]. Nadekspresja czyn-
nika AIF sprzyja procesom kondensacji chromatyny ob-
wodowej w jadrze, fragmentacji DNA na odcinki dtugosci
50 kb, translokacji fosfatydyloseryny w btonie komoérko-
wej, jak réwniez spadkowi potencjatu btonowego mito-
chondrium [14,52].

Endonukleaza G jest réwniez czynnikiem mitochondrial-
nym. Enzym ten odpowiada prawdopodobnie za naprawe
i replikacje wlasnego DNA tego organellum [37]. Podczas
apoptozy endonukleaza G jest uwalniana z mitochondriéw
i przenoszona do jadra komérkowego, gdzie uczestniczy
w trawieniu DNA. Wedtug niektérych badaczy endonuklea-
za G trawi DNA jadrowe w odcinkach migedzynukleosomal-
nych, dajac charakterystyczny dla apoptozy obraz drabinki
podczas elektroforezy [57]. Van Loo i wsp. [53] wykaza-
li jednak zdolnos¢ endonukleazy G do trawienia DNA na
wigksze fragmenty. Zatem mozna przypuszczaé, ze razem

z egzonukleazami i DNA-zami enzym ten prowadzi do po-
wstawania krétkich fragmentéw DNA [52].

4. REGULATORY SZLAKU MITOCHONDRIALNEGO APOPTOZY

Biatka rodziny Bcl-2

Oprocz biatek enzymatycznych, ktére biora udziat w de-
gradacji sktadnikéw budulcowych komoérki w proces apo-
ptozy sa zaangazowane rowniez liczne regulatory. Naleza
do nich zaréwno inhibitory, jak i czynniki promujace prze-
bieg $mierci komoérki. Wptywaja one najczesciej na prze-
puszczalnos$¢ blon mitochondrialnych, dziataja hamujaco
na enzymy wykonawcze (kaspazy) lub oddziatuja z biat-
kami szoku cieplnego (chaperonami). Najliczniejszymi
oraz najlepiej poznanymi regulatorami apoptozy sa biat-
ka z rodziny Bcl-2.

Nazwa rodziny biatek pochodzi od linii komérkowej, z kt6-
rej po raz pierwszy wyizolowano te czynniki (B cell leuke-
mia/lymphoma-2). Bcl-2 wptywaja na transport regulatoréw
apoptozy z przestrzeni mi¢dzybtonowej mitochondrium,
m.in. cytochromu c, AIF, biatka Smac/DIABLO oraz
Omi/Htr 2. Biatka rodziny Bcl-2 charakteryzuja si¢ obec-
noscia w ich strukturze domeny BH. Wsréd homologicz-
nych domen BH wyrézniamy 4 typy: BH1, BH2, BH3, BH4.
Na podstawie rodzaju i ilosci tych domen w czasteczkach,
biatka Bcl-2 zalicza si¢ do jednej z trzech grup. Pierwsza
z nich stanowia antyapoptotyczne biatka, do ktérych na-
leza: Bcl-2, Bel-XL, Bel-w, Mcl-1 oraz A1/Bfl-1. Oprécz
domeny BH1 zawieraja one takze domeng transblonowa.
Niektore biatka rodziny Bcl-2 maja réwniez C-terminalny,
hydrofobowy region, ktéry umozliwia zakotwiczenie sig
ich w btonach wewnatrzkomérkowych. Druga grupa, do
ktérej zaliczamy Bak, Bok/Mtd, Bax oraz Bcl-XS dziata
proapoptotycznie i nie zawiera domen BH4. Trzecia gru-
pa biatek promujacych apoptoze, to biatka majace dome-
ny BH3. Naleza do niej Bid, Bim/Bod, Bad, MAP-1, Bmf,
Bik/Nbk, Blk, Noxa, Puma/Bbc3 albo Hrk/DP5 [6,26,41].
Bcl-2 i Bel-XL sa najczesciej badanymi biatkami antyapo-
ptotycznymi calej rodziny zawierajacej domeny BH. Ich
dziatanie polega na tworzeniu heterodimeréw z biatkami
proapoptotycznymi, poprzez wiazanie domen BH3, co za-
pobiega homooligomeryzacji i uniemozliwia prawidtowy
przebieg apoptozy [2].

Istnieje mozliwos¢ interakcji miedzy Bcel-2, Bel-XL a Apaf-
1. Takie potaczenie zapobiega sktadaniu apoptosomu, a to
z kolei hamuje aktywacje kaspazy 9. W badaniach przepro-
wadzonych in vitro oraz na liniach komérkowych brak do-
wodo6w na bezposrednia interakcje migdzy Bel-2 a Apaf-1.
Mozliwe, ze do wspétdziatania tych dwéch biatek sg wyma-
gane dodatkowe czynniki. Chau i wsp. [9] w 2000 r. opisali
biatko Aven, ktérego duza ekspresj¢ zaobserwowano m.in.
w sercu, migsniach szkieletowych i watrobie. Proteina ta
taczy si¢ z Apaf-1, Bcl-2 lub Bel-XL hamujac oddziatywa-
nie Apaf-1z pozostatymi elementami kota Smierci.

Bialtka IAP

Biatka IAP tworza najbardziej znana grupeg inhibitoréw
apoptozy. Wszystkie one zawieraja od jednej do trzech do-
men BIR (baculovirus IAP repeat-BIR), ktére sq 70-ami-
nokwasowymi motywami wiazacymi cynk i charaktery-
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zuja inhibitory $mierci komérkowej. Niektore IAP oprdcz
wiazacej cynk domeny BIR maja takze domeng RING (re-
ally interesting new gene). W komoérkach ssakéw wykryto
8 roznych biatek IAP [25]. Jak dotad stwierdzono, Ze ssa-
cze biatka IAP hamuja dziatanie kaspazy 3, 7 1 9. Moga
one dziata¢ na zasadzie dwéch mechanizméw — wiagzac sie
z kaspazami bezposrednio i hamujac ich aktywnos¢ lub tez
posredniczac w proteasomalnej degradacji tych enzymdéw.
Biatka XIAP, c-IAP-1, c-IAP-2, NAIP za posrednictwem
swoich domen BIR, a takze regionéw linkerowych wystg-
pujacych miedzy tymi domenami, faczg si¢ z kaspazami
i blokuja ich dziatanie [25].

Livina, cIAP-2, c-IAP-1, XIAP, ILP-2 maja za§ w swojej
strukturze C-terminalny motyw palca cynkowego RING.
Jest to sekwencja charakterystyczna dla ligaz ubikwityno-
wych. Suzuki i wsp. [50] wykazali, ze biatko XIAP kieruje
na drogg proteasomalnej degradacji wykonawcza kaspaze
3. Biatka IAP moga jednak posredniczy¢ nie tylko w degra-
dacji aktywnych kaspaz, lecz takze nieaktywnych proenzy-
mow przeprowadzajac ich monoubikwitynacje [25].

Innym biatkiem dziatajacym takze antyapoptotycznie jest
proteina K7, ktéra faczy aktywna kaspaze 3 z Bcl-2 i w re-
zultacie hamuje dziatanie kaspazy efektorowej [25,55].

Biatko p53

Jak juz wczesniej wspomniano, biatko p53 bierze udziat
w odpowiedzi komoérki na stresogenne warunki. Istnieja do-
wody wskazujace na bezposrednie proapoptotyczne funk-
cje biatka p53, skutkujace §miercia komérki na drodze mi-
tochondrialnej. W warunkach stresu komérkowego moze
wystapi¢ przemieszczenie biatka pS3 do mitochondrium,
gdzie przyczynia si¢ do permeabilizacji blony zewnetrz-
nej. W efekcie utworzony zostaje kompleks z biatkami Bcl-
XL i Bcl-2, co z kolei powoduje uwolnienie cytochromu ¢
z przestrzeni migdzybtonowej mitochondrium i aktywacje
kaspaz [28,29]. Tego typu aktywno$ci nie zaobserwowano
w przypadku mutacji genu p53, ktdra jest charakterystycz-
na dla niektérych nowotworéw [29]. Jednak nadekspresja
biatek antyapoptotycznych Bcl-2 i Bel-XL zapobiega mi-
tochondrialnej akumulacji biatka p53, co sugeruje istnienie
sprz¢zenia zwrotnego migdzy wymienionymi czynnikami.
W zaleznosci od specyfiki Srodowiska komorki, biatko p53
moze oddziatywaé z wieloma biatkami proapoptotycznymi,
m.in. z Bax, Puma i Noxa, ktérych szczegdlna aktywnosé
zaobserwowano podczas apoptozy zwiazanej z tym biat-
kiem [34]. Dziatanie biatka p53 niezaleznie, jak i zaleznie
od transkrypcji wywiera prawdopodobnie efekt synergicz-
ny w procesie apoptotycznej Smierci komorki.

Biatka szoku cieplngo

Bialtka szoku cieplnego (HSP — heat shock protein) moga
w rézny sposéb wptywaé na zewngtrzny, jak i wewngtrz-
ny szlak programowanej §mierci. HSP sa molekularnymi
chaperonami, czyli czasteczkami opiekuriczymi. Katalizuja
procesy rozktadu nieodwracalnie zniszczonych biatek,
albo utatwiaja poprawne faldowanie biatek o nieprawidto-
wej konformacji przestrzennej [10,39,40]. Ze wzgledu na
masg czasteczkowa dzielimy je na cztery gléwne rodziny:
HSP 60, 70, 90 oraz niskoczasteczkowe sHSP. Najlepiej
poznana grupa sa umiejscowione w cytosolu, jadrze ko-

morkowym, mitochondriach i siateczce wewnatrzplazma-
tycznej HSP 70, wsréd ktérych wyrézniamy HSP 70, HSC
70, mHSP 70 oraz GRP 78. Odpowiadaja one nie tylko za
fatdowanie natywnych biatek i ponowne fatldowanie cza-
stek o nieprawidtowej strukturze, ale réwniez za transport
protein z cytosolu do organelli komérkowych [18]. Biatka
szoku cieplnego sa wytwarzane w komorce konstytutyw-
nie (niektére HSP 60, 70 i 90), badZ w wyniku indukcji
warunkami stresowymi (HSP 70 i 27) [18,39,40]. HSP
moga dziata¢ na dwa sposoby: pro- albo antyapoptotycz-
nie. Niejednokrotnie umiejscowienie w komorce determi-
nuje funkcje¢ danego biatka. Przyktadem moze by¢ mito-
chondrialne HSP60 (zwane inaczej chaperonin), ktére po
uwolnieniu do cytoplazmy promuje aktywacje prokaspa-
zy 3, natomiast cytosolowe HSP60 ma funkcje antyapo-
ptotyczna [39].

Biatka szoku cieplnego wplywaja protekcyjnie na struk-
turg cytoszkieletu, a konkretnie chronig filamenty aktyno-
we. Pivovarova i wsp. [40] wskazuja na rol¢ HSP 27 oraz
a-B-krystaliny w reakcji cytoszkieletu na szok termiczny.
Wprawdzie te mate HSP nie hamuja denaturacji aktyny, ale
zapobiegaja agregacji juz zdenaturowanych czastek, ktére
moglyby by¢ zabdjcze dla komérek. W ten sposéb hamu-
ja apoptoze¢ indukowana podwyzszona temperatura [39].
Biatko HSP 27, nalezace do grupy matych HSP, odgry-
wa istotng role¢ w zachowywaniu integralnosci mitochon-
driéw, a tym samym w regulacji wyptywu cytochromu c
z komorki. Dodatkowo HSP 27 moze bezposrednio wia-
zaé sig z cytochromem c i hamowa¢ jego zdolnos¢ przy-
laczania prokaspazy 9, a takze taczy¢ si¢ z prokaspaza 3
i blokowac jej aktywnos¢. Nadekspresja HSP 27 obser-
wowana jest rowniez w raku piersi, nerki i pecherza mo-
czowego. Podwyzszony poziom bialek szoku cieplnego
podaje si¢ jako jedna z przyczyn rozwoju tych nowotwo-
row [22]. Yasuda i wsp. [58] wskazuja takze na rolg¢ HSP
27 w progresji raka watroby. Wyniki ich badan wykaza-
ty odwrotna korelacj¢ migdzy poziomem HSP 27 a roz-
miarem guza, inwazja mikronaczynek oraz faza zaawan-
sowania raka. Prawdopodobnie wazna rol¢ w progresji
zmian nowotworowych odgrywa stan ufosforylowania tego
biatka [58]. Opisane wyzej wyniki potwierdzone zostaty
przez Joo i wsp. [22], ktérzy prowadzili prace nad biatka-
mi HSP 70 oraz HSP 27 w tym samym typie raka watroby.
Podwyzszony poziom obu bialek, okreslany metoda im-
munohistochemiczna, korelowal z obecnoscia inwazyjnych
naczyi krwionosnych oraz rozmiarem i stopniem progresji
guza. Zdaniem autoréw podwyzszony poziom HSP moze
promowac proliferacj¢ komorek guza, a wigc powstawanie
i progresje raka dzigki hamowaniu apoptozy [22].

Biatko Smac/DIABLO oraz Omi/HtrA 2 jako
czynniki proapoptotyczne

W roku 2000 dwa niezalezne zespoty Verhagena i wsp. [54]
oraz Du i wsp. [15] zidentyfikowaty nieznane wczesniej
biatko Smac/DIABLO. Pierwsza grupa badaczy wyizolo-
wata z komérek HelLa i oczyScita biatko Smac (second mi-
tochondria derived activator of caspase), ktére okazato sie
drugim po cytochromie ¢ aktywatorem kaspaz uwalnianym
z mitochondrium. W tym samym czasie australijski zesp6t
Du i wsp. [15] opisat biatko DIABLO (direct IAP binding
protein with low PI) uzyskane z komérek nerczaka ptodo-
wego (linia 293T) [15,54]. Dalszym etapem badain nad tymi
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biatkami byto sklonowanie genu Smac/DIABLO, ktérego
ekspresja okazala si¢ powszechna w tkankach ludzkich.
Stwierdzono, ze ekspresja mRNA Smac/DIABLO wyste-
puje na najwyzszym poziomie w tkance jader, a takze na
nieco nizszym w sercu, watrobie, nerkach, §ledzionie, pro-
stacie i jajnikach. Mala zawarto§¢ Smac/DIABLO obser-
wowano w komoérkach mézgu, pluc, grasicy oraz w leu-
kocytach krwi obwodowej [54]. Biatko Smac/DIABLO
zwigksza wrazliwos¢ komorek na apoptoze indukowana
promieniowaniem UV. Molekularny mechanizm dziata-
nia tego czynnika polega na kompetycyjnym hamowaniu
dziatania ihibitoréw kaspaz (np. XIAP, c-IAP-1, c-IAP-2,
surwiwiny) poprzez przytaczenie si¢ do domeny BIR 3.
Dodatkowo Smac/DIABLO zmienia strukturg przestrzen-
na domeny BIR 2 inhibitoréw tak, Ze nie moze ona faczy¢
si¢ i blokowac¢ aktywnosci kaspaz wykonawczych (3 1 7).
W ten spos6b omawiany czynnik mitochondrialny dziata
na komorki proapoptotycznie [15,25,30,52].

Ssaczym czynnikiem dziatajacym proapototycznie jest biat-
ko Omi/HtrA 2 o masie 49 kDa. Biatko to jest homologiem
bakteryjnej endoproteazy Htr A (high temperature requi-
rement). U bakterii bierze ono udziat w reakcji komoérek
na wysoka temperature, stres oksydacyjny i osmotyczny.
U ssakéw Omi/HtrA 2 podlega regulacji przez czynniki
Srodowiskowe, takie jak szok termiczny czy stres chemicz-
ny. Biatko Omi/HtrA 2 podobnie jak Smac/DIABLO jest
umiejscowione w przestrzeni migdzybtonowej mitochon-
drium. W czesci N-koricowej ma ono sekwencje sygnalna
umozliwiajacg transport do mitochondrium. Po odcigciu
peptydu sygnalnego powstaje krotsze funkcjonalne biatko
o masie 37 kDa. Podczas apoptozy zachodzacej zaréwno
Sciezka mitochondrialna, jak i receptorowa Omi/HtrA 2 jest
uwalniany do cytoplazmy, gdzie za posrednictwem dome-
ny IBM wptywa na IAP. W odréznieniu od Smac/DIABLO
czynnik Omi/HtrA 2 nie oddziatuje jednak z surwiwing
i ma inny wzor ekspresji w tkankach. Analiza Northern
blotting wykazata, ze Omi/HtrA 2 jest bardziej powszech-
nym biatkiem organizmu ludzkiego, natomiast wystgpowa-
nie Smac/DIABLO jest ograniczone do wybranych tkanek.
Biatko Omi/HtrA 2 jest wysoce konserwatywnym czynni-
kiem, ktérego homologi sa identyfikowane réwniez w ko-
moérkach E. coli, rzodkiewnika, muszki owocowej, koma-
ra widliszka [52].

5. POLACZENIE ZEWNETRZNEGO | WEWNETRZNEGO SZLAKU
APOPTOZY

Chociaz szlaki wewnetrzny i zewngtrzny apoptozy prze-
biegaja niezaleznie, istnieje biatkowy czynnik mogacy je
potaczy¢. Gdy sygnal z receptoréw btonowych jest staby
i nie wystarczy do uruchomienia kaskady kaspaz, zacho-
dzi amplifikacja sygnatu §mierci za posrednictwem biatka
Bid [19,42]. Czastka ta nalezaca do rodziny Bcl-2 ulega
proteolizie pod wptywem kaspazy 8 (miejsce to w szla-
ku apoptozy nazywamy cross-talk, czyli skrzyzowaniem
Sciezek), ktéra musi zostaé uprzednio aktywowana przez
kompleks DISC, bgdacy elementem Sciezki receptorowe;.
Przecigte przez kaspaze 8 biatko Bid przybiera postac tBid
(truncated Bid) i taczy si¢ z biatkiem Bax, indukujac w nim
zmiany konformacyjne. Przestrzennie zmodyfikowane biat-
ko Bax ma zdolnos$¢ przytaczenia si¢ do blony mitochon-
drialnej i zwigkszenia przepuszczalnosci poréw, co z kolei

Tabela 1. Czynniki hamujace i aktywujace droge mitochondrialng
apoptozy (skréty wyjasniono w tekscie)

Czynniki hamujace apoptoze Czynniki aktywujace apoptoze

Biatka z rodziny Bcl-2 Biatka z rodziny Bcl-2

(Bdl-2, Bdl-, Bcl- , Mcl-1,A1/Bfl-1)  (Bak, Bok/Mtd, Bax, Bcl-XS)
Bid, Bim/Bod, Bad, MAP-1, Bmf,
Bik/Nbk, Blk, Noxa, Puma/Bbc3,
Hrk/DP5)
Biatka IAP Biatko Smac/DIABLO, Omi/HtrA
(XIAP, c-IAP-1, c-IAP-2, NAIP, ILP-2,

livina)

Biatka szoku cieplnego (HSP)
— cytosolowe HSP60, HSP27

Biatka szoku cieplnego (HSP)
— mitochondrialne HSP60

powoduje wzrost intensywnosci wyptywu cytochromu c.
Wykazano, ze dziatanie biatka tBid powoduje 100-krotnie
efektywniejsze uwalnianie cytochromu c¢ z mitochondrium
w poréwnaniu z nieobecnoscia tego czynnika w cytopla-
zmie [19]. Przepuszczalnosé bton mitochondrialnych za-
lezy nie tylko od biatek, ale takze od ulegajacym czestym
przearanzowaniom lipidéw. Na catkowity wyptyw cyto-
chromu ¢ z mitochondriéw ma wptyw peroksydacja kar-
diolipiny. Wydaje si¢, ze do interakcji biatka tBid z bto-
na mitochondrium jest potrzebna obecnos¢ wtasnie tego
fosfolipidu [19,35,38]. Biatko tBid dziata na dwa sposo-
by. Po pierwsze indukuje ono oligomeryzacj¢ Bax i Bak,
a po drugie asocjuje z kardioliping i w ten sposéb umoz-
liwia uwolnienie z wnetrza mitochondrium wigkszej puli
cytochromu c [19].

6. ZAKONCZENIE

Mitochondrialna Sciezka apoptozy jest kontrolowana i re-
gulowana przez wiele réznych czynnikéw (tabela 1).

Modulowanie poziomu biatek regulatorowych moze by¢
przyczyna zaburzefi w przebiegu apoptozy. Z taka sytuacja
mamy do czynienia w przypadkach licznych choréb m.in.
nowotworowych i autoimmunoagresywnych. Jednoczesnie
czynniki wplywajace na programowana Smier¢ moga si¢
sta¢ celem lekow nowej generacji i dlatego pozostaja na-
dal interesujacym i aktualnym tematem badan licznych ze-
spotéw naukowych na swiecie. Wigkszos¢ obecnie stoso-
wanych lekéw przeciwnowotworowych indukuje apoptoze
przez uszkodzenia DNA (np. Etopozyd) lub tez wpltywa
na zahamowanie dziatania gtéwnych enzyméw w systemie
zwigzanym z przekazywaniem sygnatu przezycia komorki
(inhibitory transferaz). Do lekéw indukujacych mitochon-
drialng droge $mierci nalezy m.in. Genasense TM, ktéry
jest oligonukleotydem antysensownym Bcl-2. Wpltywa
on na zmniejszenie poziomu mRNA i biatka Bcl-2 w ko-
morkach szpiczakowych. W terapiach przeciwnowotworo-
wych stosuje si¢ takze czynniki wzrostu, ktére stymuluja
powstawanie prawidlowych komérek. Poznawanie mecha-
nizmu zaburzen w procesie apoptozy jest przedmiotem ba-
dan wielu naukowcow na Swiecie, co umozliwia stwarzanie
coraz to nowszych i bardziej skutecznych terapii przeciw-
nowotworowych.
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