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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Przez dtugi okres apoptoza uwazana byta za gléwny rodzaj programowanej §mierci komorki.
Wyniki prowadzonych w ostatnich latach eksperymentéw dowodza jednak, ze stosowane che-
mioterapeutyki, a takze wiele innych czynnikéw, indukowa¢ moga inne od apoptozy typy Smierci
komorki. Zalicza si¢ do nich autofagie, katastrofg mitotyczna oraz nekroze, a w kontekscie tera-
pii przeciwnowotworowej, rowniez starzenie. Niniejsza praca ma na celu ogélng charakterysty-
ke wymienionych proceséw.

apoptoza ° nekroza ° katastrofa mitotyczna ¢ autofagia * starzenie

Summary

Apoptosis was long considered the major mechanism of programmed cell death. However, re-
sults obtained during the last years have proved that chemotherapeuticals as well as a number of
other factors may induce modes of cell death different from apoptosis. The identified mechani-
sms include mitotic catastrophe, autophagy, necrosis and, in the context of cancer therapy, sene-
scence. The purpose of the following review is a general description of these processes.
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Wstep

Najlepiej dotad poznang postacia programowanej Smier-
ci komorki byta apoptoza, zjawisko niezbgdne do prawi-
dltowego przebiegu wielu proceséw fizjologicznych, m.in.
rozwoju embrionalnego, funkcjonowania systemu immu-
nologicznego oraz utrzymania homeostazy organizmu.
Za nieapoptotyczne rodzaje Smierci komérek uznano ka-
tastrofe mitotyczna, nekroze oraz autofagie. Autofagia
wraz z apoptoza sa zaliczane do mechanizméw ,,progra-
mowanych”, podczas gdy katastrofa mitotyczna i nekro-
za uwazane byty dotychczas za procesy pasywne [63,72].
W kontekscie terapii przeciwnowotworowej, do nieapop-
totycznych rodzajéw $mierci zalicza si¢ rowniez starzenie
[72,73]. W pracy skoncentrowano si¢ na ogélnej charak-
terystyce apoptozy, autofagii, katastrofy mitotycznej, ne-
krozy oraz starzenia. Klasyfikacje wymienionych rodza-
jOw $mierci oparto na réznicach w morfologii oraz cechach
biochemicznych umierajacych komdérek (tabela 1).

AropToZA

Apoptoza, nazywana programowana Smiercig komorki, jest
procesem fizjologicznym warunkujacym prawidtowe funk-
cjonowanie organizmu, zar6wno na etapie embrionalnym,
jak i w péZniejszym okresie. Juz w potowie XIX w. Rudolf
Virchow zaobserwowat destrukcyjne zmiany na poziomie
komérkowym, jednakze nazwat je degeneracja [23,92].
Wprowadzenie stosowanego obecnie terminu przypisuje
si¢ Kerrowi oraz jego wspdtpracownikom Wyllie i Currie,
ktérzy opisali przebieg procesu programowanej Smierci
oraz zaproponowali obecna nazwe, pochodzaca od grec-
kiego stowa apoptosis [35]. W latach 80. i 90. poprzednie-
go stulecia badania nad apoptoza przezywaty swoj rozkwit,
a ztozonos$¢ tego procesu oraz duze znaczenie W NOWOtwo-
rzeniu spowodowaty, ze obecnie Smiercig komérki zajmu-
je si¢ wiele grup badawczych na §wiecie.

Proces apoptozy przebiega zawsze wedlug okreslonego
schematu. Pierwszym morfologicznym objawem $wiad-
czacym O rozpoczeciu procesu samobdjczej $mierci ko-
morki sa zmiany na poziomie jadra. Chromatyna ulega
kondensacji i umiejscowieniu tuz pod btona komoérko-
wa, nastgpnie dochodzi do obkurczenia catego jadra oraz
jego fragmentacji. Kolejny etap ,,umierania” to konden-
sacja cytoplazmy oraz tworzenie charakterystycznych pg-
cherzykéw na powierzchni komérki. Z uwypuklent btony
komdrkowej tworza sig ciatka apoptotyczne, ktére sg struk-
turami zawierajacymi chromatyne, cytoplazme oraz orga-
nelle komdrkowe. Ostatecznym etapem jest fagocytoza po-
wstatych ciatek [84].

Jak juz wczesniej wspomniano, programowana $mier¢
komorki jest procesem czynnym, wymagajacym akty-
wacji wielu genéw oraz nakladu energii. W zaleznosci
od rodzaju komérki oraz czynnika indukujacego, proces
ten moze przebiega¢ w rézny sposéb, angazujac odmien-
ne organelle komoérkowe. Dwie najlepiej poznane $ciezki
to szlak zewnetrzny (receptorowy), zwigzany z btona ko-
morkowa oraz wewngtrzny przebiegajacy z udzialem mi-
tochondrium. Wsrdd innych drég sygnatowych apoptozy,
wymienia si¢ rowniez zaobserwowany w cytotoksycznych
limfocytach T oraz komérkach NK — szlak pseudorecep-
torowy angazujacy perforyny i granzym B, szlak sfingo-

mielinowo-ceramidowy oraz opisany w 2000 r. — zwigzany
z reticulum endoplazmatycznym szlak indukowany stresem
[8,10,57,72]. Niezaleznie od rodzaju przebiegu apoptozy,
elementem taczacym wszystkie te szlaki sa kaspazy (pro-
teazy cysteinowe), ktére w zaleznosci od etapu apoptozy,
w ktérym biorg udzial, dzielimy na inicjatorowe (induku-
jace) oraz wykonawcze (efektorowe) [36,81].

ZEWNETRZNY SZLAK APOPTOZY

Zewngtrzny szlak programowanej Smierci opiera si¢ gtéwnie
na receptorach btonowych oraz ich ligandach. Do recepto-
réw $§mierci zaliczamy biatka nadrodziny receptoréw czyn-
nika nekrozy TNF (tumor necrosis factor), m.in. TNFR1,
TNFR2, Fas/CD95/Apol lub tez TRAIL/Apo2, ktére sa
zbudowane z zewnatrzkomoérkowych, transbtonowych i cy-
toplazmatycznych domen [42,47,68]. Po zwigzaniu odpo-
wiedniego liganda z receptorem btonowym (TNF-q, FasL,
TRIAL/Apo2L) sygnatl §mierci jest przekazywany do bial-
ka adaptorowego FADD, ktére dzigki obecnosci C-konco-
wej domeny DD (death domain) taczy si¢ z domena DD
receptora. Na N-koricu taiicucha polipeptydowego biatka
FADD znajduje si¢ domena DED (death effector doma-
in), ktéra umozliwia potaczenie z odcinkiem DED proka-
spazy 8 lub 10 (biatko efektorowe) [15,37]. Aktywowane
kaspazy zapoczatkowuja dziatanie kaskady kaspaz wyko-
nawczych prowadzacych do Smierci komorki. Szlak recep-
torowy moze si¢ taczy¢ z opisywanym ponizej szlakiem
wewngetrznym poprzez biatko Bid, ktére ulega proteolizie
z powstaniem postaci tBid (truncated Bid). Skrécona postaé
peptydu przemieszcza sig¢ do powierzchni mitochondrium
i wplywa na uwalnianie cytochromu c, a tym samym akty-
wuje szlak wewnetrzny apoptozy [43,91] (ryc. 1A).

WEWNETRZNY SZLAK APOPTOZY

Szlak mitochondrialny jest aktywowany w wyniku wzro-
stu stezenia reaktywnych form tlenu (ROS-reactive oxy-
gen species), stresu oksydacyjnego, uszkodzein DNA, za-
burzer transportu elektrolitéw oraz wzrostu st¢zenia jonéw
wapnia w cytoplazmie [18,62]. Najwazniejszym elemen-
tem tego szlaku sa oczywiscie mitochondria, a doktadnie;j
megakanaly (PTP — permeability transition pore) tych or-
ganelli, ktére sa umiejscowione na styku dwéch bton.
Hipotetycznych modeli budowy oraz powstawania poréw
mitochondrialnych jest wiele. Pierwszy z nich to PTP zbu-
dowane z ANT (translokaza nukleotydéw adeninowych)
obecnych w btonie wewnetrznej mitochondrium oraz po-
ryny VDAC i BRP (obwodowy receptor benzodiazepiny)
umiejscowionych w btonie zewngtrznej. W odpowiedzi
na stresogenne czynniki, kanaty mitochondrialne ulegaja
otwarciu, dzigki czemu zostaje uwolniony do cytoplazmy
cytochrom ¢ (Apaf 2) [28,40]. Kolejna z hipotez przedsta-
wia model oparty wytacznie na dzialaniu ANT btony we-
wnetrznej z pgczniejacym matriks, co w konsekwencji po-
woduje przerwanie btony zewngtrznej. Proapoptotycznymi
czynnikami w przedstawionej hipotezie sa jony wapnia
oraz palmityniany. Wplyw na powstawanie poréw mito-
chondrialnych maja réwniez czynniki oddzialujace bez-
posrednio z ANT, m.in. biatka Bax, Bak oraz Bcl-2 [55].
Nastgpny model opiera si¢ na selektywnej permeabiliza-
cji zewnetrznej blony mitochondrium, powiazanej z wza-
jemnym oddzialywaniem VDAC i biatka Bax [79]. Jeszcze
jedna teoria przedstawia dziatanie samego oligomeryczne-
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Tabela 1. Cechy charakterystyczne rdznych rodzajow smierci komdrek (wg [57, 64])

Jadro Cytoplazma Btona komérkowa  Cechy biochemiczne Wybrdane mstody
etekgji
kondensacja depolimeryzacja zaburzenie zalezna od kaspaz mikroskopia
chromatyny, cytoszkieletu, integralnosdi, elektronowa, metoda
fragmentacja DNA, fragmentacja tworzenie paczkéw TUNEL, metoda
Apoptoza rozpad jadra (formowanie ciatek apoptotycznych z zastosowaniem
apoptotycznych) aneksynyV, detekgja
spadku potencjatu
mitochondrialnego
mikrojadra, - - na wzesnym etapie mikroskopia
Katastrofa fragmentacja jadra niezalezna od kaspaz, elektronowa, metoda
. anormalna aktywacja TUNEL, ocena markerdw
mitotyczna kompleksu mitotycznych
(DK1/cyklina B
skupienia zwiekszona spfaszczenie, aktywnos¢ mikroskopia
heterochromatyny granularnos¢ zwigkszenie rozmiarow  B-galaktozydazy elektronowa,
. komorki ocena aktywnosci
Starzenie B-galaktozydazy,
oznaczanie ekspresji
metaloproteinazy
czesciowa kondensacja  zwiekszona liczba  tworzenie pecherzykéw niezalezna od mikroskopia
chromatyny, brak  wakuol autofagowych, kaspaz, podwyzszona  elektronowa, ocena
fragmentacji DNA degradacja: aktywnosc lizosoméw  poziomu degradacji
Autofagia polirybosoméw, biatek, ocena
apratatu Golgiego, translokacji biatek
reticulum markerowych do bton
endoplazmatycznego autofagosomalnych
agregaty chromatyny,  pecznienie organelli rozpad organelli, - mikroskopia
Nekroza przypadkowa pecznienie elektronowa, detekcja
degradacja DNA mitochondriéw, stanu zapalnego

wakuolizacja
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go biatka Bax, ktére niezaleznie od VDAC tworzy autono-
miczny kanal, ktéry prawdopodobnie moze by¢ regulowa-
ny jedynie przez biatko Bid oraz jego krétsza forme tBid

Ryc. 1. Szlaki apoptozy; 1A — szlak zewnetrzny,

1B — szlak wewnetrzny, 1C — szlak
pseudoreceptorowy, 1D — szlak
sfingomielinowo-ceramidowy, 1E — szlak
indukowany stresem

[25]. Niezaleznie od modelu budowy kanatu, z wnetrza mi-
tochondrium zostaje uwolniony cytochrom c. Zwiazek ten
po wyptynigciu z organelli, z udziatem energii, moze si¢
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potaczy¢ z cytoplazmatycznym czynnikiem Apaf 1 oraz
nieaktywna kaspaza 9. Powstaty kompleks zwany apop-
tosomem lub kotem $mierci aktywuje kaspazg 9 [28,40].
Aktywna proteaza cysteinowa wptywa na dziatanie kaspaz
wykonawczych prowadzacych do proteolizy bialek i zmian
morfologicznych komérki charakterystycznych dla proce-
su programowanej Smierci.

Jak wszystkie szlaki apoptozy, takze i wewngtrzny jest re-
gulowany przez wiele czynnikéw. Oprécz cytochromu c
z mitochondrium wyptywa okoto 40 innych bialek, a nie-
ktdre z nich maja wplyw na dalsze etapy tego procesu [90].
Endonukleaza G oraz flawoproteina AIF s umiejscowio-
ne w opisywanej organelli, jednak pod wptywem czynni-
kéw indukujacych programowana Smieré, przemieszcza-
ja si¢ do jadra komérkowego i wptywaja na apoptotyczne
zmiany jadrowe [20,90,94]. Najliczniejszymi i najbar-
dziej poznanymi regulatorami apoptozy sa biatka z rodzi-
ny Bcl-2. Zaliczamy do nich zaréwno inhibitory apoptozy
(m.in. Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1), jak i biatka promuja-
ce programowang $Smier¢ komorki (m.in. Bid, Bad, Bak,
Bax, Noxa) [7,48]. Czynnikami antyapoptotycznymi wpty-
wajacymi hamujaco na dziatanie kaspaz 3, 71 9 sa biatka
IAP, natomiast biatko p53 wykazuje wtasciwosci proapop-
tyczne [41,53,56]. W odpowiedzi na stresogenne czynniki
biatkowy produkt genu p53 przemieszcza si¢ do mitochon-
drium i wplywa na zwigkszenie przepuszczalnosci btony
oraz uwolnienie cytochromu c, poprzez indukcje ekspresji
gendw proapoptotycznych biatek zaleznych od p53, takich
jak, Puma, Bax, Apaf-lczy Noxa [93]. Biatko p53 moze
rowniez wplywaé na zahamowanie ekspresji biatek anty-
apoptotycznych do ktérych naleza m.in. Bel-2 i surwiwi-
na [32,96,97] (ryc. 1B).

SZLAK PSEUDORECEPTOROWY

Szlak pseudoreceptorowy zaobserwowano w cytotoksycz-
nych limfocytach T (CTL) oraz w komérkach NK (natu-
ral killer), stanowiacych istotny element uktadu immuno-
logicznego cztowieka [6,27]. Sa kwestie sporne dotyczace
zaliczenia tej Sciezki do klasycznej apoptozy w pojeciu
programowanej genetycznie §mierci komorki, jednakze
wiadomo, ze w szlak pseudoreceptorowy sa zaangazowane
dwa biatka — perforyna oraz granzym B (GrB). Poczatkowo
naukowcy twierdzili, ze uwalniana z NK lub limfocytéw T
perforyna tworzy w btonie komoérek docelowych kanaty,
ktérymi przedostaje si¢ GrB i aktywujac kaspazy, wywo-
tuje apoptoze [85]. Juz w latach 90 ub.w. okazalo sig, ze
pseudoreceptorowa droga $mierci wcale nie jest taka pro-
sta. Owszem, opisywane komoérki wytwarzaja ww. biatka,
jednakze udzial perforyn we wnikaniu GrB do komorki
nie jest taki oczywisty. Badania naukowcow ujawnity, ze
GrB dostaje si¢ do komérki za posrednictwem endocyto-
zy lub przenika przez blong komérkowa dzigki obecnosci
w jej strukturze receptora mannozo-6-fosforanu [50,69,77].
Powstate w komérce endosomy zawieraja granzym B, kt6-
ry uwalniany tnie biatko Bid do postaci tBid, wiazacej si¢
z biatkiem Bax. Nast¢pnym etapem aktywacji §mierci ko-
morki jest przytaczenie biatka Bax do powierzchni mito-
chondrium i uruchomienie $ciezki apoptozy z udziatem tej
organelli [50] (ryc. 1C). W apoptotycznej Smierci komorki
bierze udziat takze granzym A (GrA). Jest on takze wytwa-
rzany przez cytotoksyczne limfocyty T oraz komoérki NK
i wnika do komérki poprzez nie do koiica jeszcze pozna-

ny mechanizm zwiazany z perforynami. Smieré komérki
z udzialem granzymu A i porfiryny jest zwiazana z jadrem
komoérkowym i nie angazuje kaspaz. Czynnikami induku-
jacymi ten rodzaj $§mierci sa przede wszystkim zaburzenia
w potencjale blonowym mitochondrium oraz wzrost re-
aktywnych form tlenu (ROS). Podwyzszony poziom ROS
prawdopodobne wptywa na translokacj¢ kompleksu SET
(kompleks powiazany z reticulum endoplazmatycznym)
do jadra komdrkowego. Wspomniany kompleks zawiera
zwiazki bedace substratami dla GrA — biatko SET, HMG-
2 oraz endonukleaz¢ Apel. Przenoszony do jadra komor-
kowego granzym A tnie laminy, histon H1, konce rdze-
nia histonéw oraz wspomniany wczesniej kompleks SET.
Na tak ,,przygotowana” chromatyng dziata DNA-za, uak-
tywniana dzigki jednemu ze sktadnikow kompleksu SET.
Pocigcie DNA powoduje zmiany w jadrze komérkowym,
a tym samym jest pierwszym objawem morfologicznym
apoptozy [45].

SZLAK SFINGOMIELINOWO-CERAMIDOWY

W wyniku narazenia komoérek na dziatanie gtéwnie pro-
mieniowania jonizujacego, a takze przy braku czynni-
kéw wzrostu czy infekcjach wirusowych, moze dojs¢ do
aktywowania szlaku sfingomielinowo-ceramidowego.
Opisywany szlak apoptozy wiaze si¢ ze wzrostem stgze-
nia ceramidéw w komorce, co jest wynikiem potaczenia
odpowiedniego liganda z receptorem rodziny TNF, m.in.
FAS, IL-1, a nastgpnie aktywacji kwasniej lub obojetne;j
sfingomielinazy [46,88,89]. Enzym ten tnie jeden z lipi-
doéw btonowych — sfingomieling na ceramid i fosfocholi-
ne¢ [5]. Pierwszy ze sktadnikéw hydrolizy sfingomieliny,
pod wptywem dziatania czynnikéw apoptotycznych, syn-
tetyzowany jest takze de novo. Ceramid peini rolg lipido-
wego, wtérnego przekaznika §mierci, ktéry moze aktywo-
wac kinazy CAPK (ceramide-activated protein kinases),
MAPK (mitogen-activated protein kinases), kaskady kinaz
SAPK/INK (stress associated protein kinase/Jun N-termi-
nal kinase) oraz fosfatazy CAPP (ceramide-activated pro-
tein phosphatase) i fosfolipaze A, [66,67,75]. ,,Wybor”
adaptera przez ceramid jest zalezny od czynnika induku-
jacego ten proces oraz rodzaju sfingomielinazy (kwasna
lub obojetna). Ceramidy moga aktywowac takze inne pro-
cesy komorkowe, oraz wptywac na aktywacje wewngetrz-
nej Sciezki apoptozy poprzez zwigkszenie przepuszczal-
nosci blony mitochondrialnej i uwolnienie cytochromu c.
Badania przeprowadzone w 2001 r. na komérkach Hela
ujawnily rowniez, ze wszystkie czynniki obnizajace st¢ze-
nie wapnia w reticulum endoplazmatycznym chronia ko-
morki przed dzialaniem ceramidu, natomiast wzrost jonéw
CA* w ER dziata odwrotnie [70] (ryc.1D).

SZLAK INDUKOWANY STRESEM

W 2000 r. przedstawiony zostat nowy mechanizm apopto-
zy [58]. W ten rodzaj §mierci zaangazowane sg reticulum
endoplazmatyczne i kaspaza 12, zlokalizowana w btonach
ER. Powodem aktywacji programowanej $§mierci komor-
ki z udziatem tej organelli jest zaburzenie homeostazy jo-
néw wapnia oraz nagromadzenie w niej nieprawidtowo
zmodyfikowanych lub niewtasciwie sfaldowanych biatek,
ktére z powodu tych bledéow nie sa eksportowane z ER.
Poczatkowo badania przeprowadzone na myszach z wy-
taczeniem kaspazy 12 ujawnity, ze aktywacja tej proteazy
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cysteinowej nie jest zalezna od pozostatych ww. rodzajéw
Smierci komérkowej, a uaktywniona kaspaza 12 prawdo-
podobnie bezposrednio wptywa na kaspazy wykonawcze,
ktére ostatecznie ,.realizuja” proces apoptozy. W 2006 r.
Shiraishi i wsp. [80] wykazali jednak, ze biatko Apaf-1
oraz $ciezka mitochondrialna odgrywaja wazng rolg¢ w in-
dukcji apoptozy z udziatem ER. Badania tych naukowcéw
ujawnity, ze w mysich fibroblastach Apaf-1-- stwierdzono
mniejsza podatnos¢ na czynniki indukujace apoptoze za-
lezna od kaspazy 12 [80].

Szlak indukowany stresem jest stosunkowo niedawno
odkryty, jednak juz wiadomo, ze w przypadku choroby
Alzheimera apoptoza neuronéw przebiega wtasnie ta dro-
ga [58] (ryc. 1E).

NEkrozaA

W odréznieniu od programowanej Smierci komorki, czy-
li apoptozy nekroza jest procesem biernym i patologicz-
nym. Ten rodzaj Smierci zachodzi pod wptywem zaréwno
czynnikéw fizycznych, chemicznych jak i biologicznych,
m.in. wywolywany jest przez niska i wysoka temperature,
promieniowanie UV i v, a takze toksyny bakteryjne. Aby
doszto do tego typu $mierci czas dziatania oraz natezenie
szkodliwych czynnikéw musi przekroczy¢ prég odporno-
$ci tych komorek. Nekroza dotyczy grupy komorek, kto-
re pgeznieja i traca ciagltosé btony komoérkowej [52,87].
W komérkach, ktére maja ulec $mierci nekrotycznej dra-
stycznie spada poziom ATP, ktéry jest niezbgdny do pra-
widltowego przebiegu wielu proceséw. Deficyt ATP na-
stgpuje w wyniku depolaryzacji btony mitochondrium,
czego konsekwencja sa zaburzenia w transporcie elektro-
néw [86,87]. Nie tylko funkcja i budowa mitochondrium
ulegaja zmianom. Destrukcja dotyczy takze innych orga-
nelli, m.in. reticulum endoplazmatycznego, polisomoéw,
jadra komoérkowego oraz lizosoméw. W wyniku zaburzen
w strukturze btony komérkowej dochodzi do biernego na-
ptywu wody i jonéw (gtéwnie wapnia i sodu) do wnetrza
komorki. Pojawienie si¢ duzej ilosci jonéw CA** w cyto-
solu (naptyw z zewnatrz oraz wyplyw z ER), jest uwazane
za typowy objaw nekrozy [4]. Wzrost stgzenia ww. jonow
wplywa na aktywacj¢ nukleaz, ktére tna DNA, a jadro ko-
morkowe ulega dezintegracji. Zaburzeniu ulegaja réwniez
inne struktury komorki, poniewaz zostaja uwolnione en-
zymy hydrolityczne z pekajacych lizosoméw. Napgczniata
coraz bardziej komorka i jej organella ulegaja rozpadowi,
a cata zawartos¢ jest uwalniana do przestrzeni mi¢dzyko-
moérkowej. Rozlane sktadniki komérkowe wywotuja odczyn
zapalny, ktérego brak w przypadku apoptozy [72].

KATASTROFA MITOTYCZNA

Definicja katastrofy mitotycznej (§mierci mitotycznej) jest
wciagz przedmiotem intensywnej dyskusji. Jedna z ostat-
nio zaproponowanych jest ,,Smier¢ komorki zachodza-
ca podczas mitozy w rezultacie potaczenia niesprawnego
funkcjonowania punktéw kontrolnych cyklu komérkowe-
go 1 uszkodzenia komérki” [12]. W trakcie takiej mitozy
nie zachodzi prawidtowa segregacja chromosoméw oraz
podzial. Formowane sa natomiast komorki tetraploidal-
ne (w konsekwencji pojedynczego cyklu komérkowego),
badz o wyzszej ploidalnosci (kilka cykléw komérkowych)
[2,34,54]. Czes¢ badaczy sugeruje, ze katastrofa mitotycz-

na nie powinna by¢ definiowana jako odrgbny rodzaj §mier-
ci, ale jako nieprawidlowa mitoza, ktéra prowadzi do niej
poprzez nekroze badz apoptoze [16,72].

Smieré mitotyczna charakteryzuje brak badZ opéznienie
wejscia komorki w G /S — punkt kontrolny cyklu komor-
kowego, brak apoptozy zwigzanej z G /S, zatrzymanie ko-
morek w fazie G, cyklu. Objawami $mierci mitotycznej jest
réwniez pasmo aberracji chromosomowych, fragmentacja
jadra oraz formowanie duzych komérek zawierajacych jed-
no duze jadro (mono-nucleated giant cells MONGC) badz
kilka mniejszych jader (multi-nucleated giant cells MNOC)
[22-24,63,72]. Komorki ulegajace katastrofie mitotycznej
nie wykazuja fragmentacji DNA typowej dla apoptozy, czy
peknie¢ DNA wykrywanych metoda TUNEL (terminal de-
oxynucleotidyl transferaze biotin-dUTP nick end labeling)
[14,21,31,59,73]. Kaspazy oraz szlaki sygnatlowe indukowa-
ne stresem, takie jak JNK, p38, NF-kB, charakterystyczne
dla apoptozy, pozostaja nieaktywne podczas katastrofy mi-
totycznej [21]. Czgs¢ badaczy sugeruje jednak, ze apopto-
za moze zachodzi¢ bez aktywacji kaspaz, a inhibicja tych
biatek, ktéra nie zapobiega Smierci komorki, nie stanowi
argumentu, ktéry pozwalatby na postrzeganie tego rodza-
ju $mierci jako nieapoptotycznej [12].

Komoérki eukariotyczne maja kompleksowy mechanizm
monitorujacy struktur¢ chromosomoéw, aktywujacy w od-
powiedzi na uszkodzenia DNA wiele szlakéw sygnato-
wych. Prowadzi to do zatrzymania cyklu komérkowego
w okreslonych punktach kontrolnych i zahamowania jego
progresji do czasu az uszkodzenia DNA zostang napra-
wione [72]. Wyodre¢bnia si¢ nastgpujace punkty kontrol-
ne: G /S (decydujace o wejsciu komorki w fazg S), intra-S
lub replikacji, G,/M (wejscie w fazg M) oraz punkt kontro-
Iny orientacji wrzeciona podziatowego [73,74,82]. Punkt
G,/S pozwala na naprawg DNA w okresie poprzedzaja-
cym replikacjg, natomiast G,/M przed segregacja chro-
mosomoéw. Gen supresorowy nowotworzenia p53 petni
integralng funkcj¢ w mechanizmie regulujacym funkcjo-
nowanie punktéw kontrolnych G /S i G,/M. Indukuje trans-
krypcje wielu biatek regulujacych progresje cyklu komor-
kowego. Wsréd nich wyodrebnia sig p21™AF! oraz 14-3-3 9,
ktdre sa aktywowane w odpowiedzi na uszkodzenia geno-
mu. P21VAF! jest niezbedny do zatrzymania cyklu w fazie
G,. Inhibicja progresji cyklu w fazie G, wymaga zaréwno
p21WVAF! jak i 14-3-3 § [12,22].

Wigkszos$¢ komérek nowotworowych ma nieaktywny punkt
kontrolny na pograniczu faz G /S, co uniemozliwia zatrzy-
manie cyklu w fazie G, po zadzialaniu czynnikéw uszka-
dzajacych DNA 1 prowadzi do przejSciowej akumulacji
komérek w fazie G,. Ze wzgledu na to, ze komérki nowo-
tworowe maja réwniez czgsto nieaktywny G, /M, stajq sig
niezdolne do zatrzymania cyklu w fazie G,, co prowadzi
do wejsScia komoérek na droge mitozy, a w konsekwencji
do $mierci mitotycznej [13,73]. W ostatnich latach kilka
grup badawczych zwrdcito uwage na istnienie zaleznosci
migdzy uszkodzeniem punktu kontrolnego orientacji wrze-
ciona podzialowego a opornoscia komoérek na stosowane
chemioterapeutyki skierowane przeciwko mikrotubulom
[1,83]. Wskazuje sig, ze brak aktywnego genu p53, wyste-
pujacy wraz z jednoczesnym uszkodzeniem punktu kontro-
Inego orientacji wrzeciona podzialowego, moze powodo-
waé opornos¢ komoérek na cytostatyki. Punkt ten wydaje

424



Stepien A. i wsp. - Rodzaje Smierci komorki

si¢ niezbedny do zatrzymania komorek podczas metafazy,
a ostatecznie do przebiegu katastrofy mitotycznej [61].

Najnowsze rezultaty kolejnych badari dowodza, ze niepra-
widtowa mitoza zachodzaca w odpowiedzi na uszkodze-
nia DNA moze by¢ powiazana z nieprawidtowa duplika-
cja centrosomow, struktur bedacych osrodkiem formowania
mikrotubul wrzeciona podziatowego. Takie czynniki jak
hipertermia czy promieniowanie moga indukowaé wielo-
krotna duplikacj¢ centrosoméw, a w konsekwencji wielo-
biegunowa mitoz¢ oraz formowanie komoérek zawieraja-
cych kilka mikrojader [59,73].

Uszkodzenia prowadzace do §mierci mitotycznej to w szcze-
g6Inosci czynniki powodujace hiperpolaryzacje mikrotubul
(takie jak taksany, epotilony) badZ powodujace ich depoli-
meryzacje (takie jak alkaloidy vinca, kolchicyna) [12]. Do
induktoréw katastrofy mitotycznej zalicza si¢ réwniez hi-
pertermig oraz promieniowanie jonizujace [33,51,59,73].
Moze ona zostaé¢ ponadto wywotana przez supresj¢ pew-
nych genéw punktu kontrolnego G,/M, m.in.: ATR, ATM,
Chkl1, Chk2, kinazy Plk 1, Plk 2, Plk 3, Pin 1, Mlh1 oraz
14-3-3 8 [12,63] a takze przez zastosowanie chemicznych
inhibitoréow G,/M, takich jak kofeina, UCN-01 oraz kwas
okadaikowy [73]. Dowiedziono ponadto, ze inaktywacja
surwiwiny, biatka zaangazowanego m.in. w regulacje prze-
biegu podziatu komérki, prowadzi do katastrofy mitotycz-
nej niezaleznie od Bcl-2 oraz p53, dzigki czemu stanowi
obiecujacy cel w terapii przeciwnowotworowej [63].

Sugerowane sa dwa niezalezne mechanizmy prowadzace
do katastrofy mitotycznej w komoérkach nowotworowych.
Pierwszy z nich, tzw. ,,wczesna” posta¢ katastrofy mito-
tycznej zachodzi w komoérkach, ktére wchodza w proces po-
dziatu zaraz po zadziataniu czynnika uszkadzajacego DNA,
zanim zakonczony zostanie proces replikacji materiatu ge-
netycznego oraz synteza biatek kontrolujacych prawidtowy
przebieg mitozy. Potggowana jest dzialaniem czynnikéw
ostabiajacych dziatanie punktu kontrolnego G,/M cyklu ko-
morkowego (m.in. Kofeina, UCN-01). Drugim z zapropono-
wanych mechanizmoéw jest ,,opdZniona’ katastrofa, wyste-
pujaca w komoérkach nowotworowych wehodzacych w cykl
podziatowy, ktdry zostat poprzedzony zatrzymaniem wzro-
stu komorek po zadziataniu okreslonych czynnikéw (m.in
taksolu). Uwaza sig, ze zatrzymanie wzrostu komorek jest
SciSle zwiazane z ekspresja p21PVAF! [73].

Autoracia

W prawidlowych komoérkach zbgdne biatka ulegaja de-
gradacji z udzialem dwoch niezaleznych mechanizméw.
Jednym z nich jest proteoliza zalezna od ubikwityny za-
chodzaca w proteasomach, drugim — autofagia okreslana
réwniez jako II typ programowanej Smierci komérki (PCD)
[78], mniej selektywny mechanizm kierujacy biatka o dtu-
gim okresie péttrwania oraz inne komponenty organelli do
lizosomoéw, gdzie ulegaja degradacji [9,63].

Autofagia, bedaca ewolucyjnie konserwatywnym procesem
wystepujacym we wszystkich komérkach eukariotycznych,
aktywowana jest m.in. w odpowiedzi na niedob6r czynni-
kéw odzywczych, uszkodzenia powodowane przez toksyny
komorkowe oraz na skutek dziatania czynnikéw indukuja-
cych rozwdj i réznicowanie [63,72]. W warunkach fizjolo-

gicznych wystepuje ona w niewielkim stopniu w wigkszosci
tkanek. Przyczynia si¢ do adaptacji komérek do warunkéw
stresowych i tym samym do ich przezycia [72].

Do gtéwnych typéw autofagii zalicza si¢ makroautofagie
oraz mikroautofagi¢. Makroautofagia zachodzi z formo-
waniem autofagosomu, ktory to, ulegajac fuzji z pierwot-
nym lizosomem, tworzy autofagolizosom. Mikroautofagia
jest definiowana natomiast jako proces inkorporacji kom-
ponentéw cytoplazmatycznych poprzez inwaginacje blo-
ny lizosomalnej [39].

Makroautofagia przez usuwanie zbednych czy nieprawidto-
wych struktur komérkowych petni znaczaca rolg w utrzy-
maniu homeostazy komorki. Istnieja dowody $wiadcza-
ce 0 powigzaniu tego procesu ze stanami chorobowymi.
Zanotowano podwyzszony poziom autofagii w neurodege-
neracyjnej chorobie Parkinsona [3]. Spadek intensywno-
Sci tego procesu dowiedziono natomiast w pewnych rodza-
jach nowotworéw, czy chorobie serca (choroba Danone’a)
[60,76]. Wyniki innych badan sugeruja natomiast, ze pro-
ces autofagii przyczynia si¢ do wzrostu przezywalnosci
komérek nowotworowych w warunkach stresowych (pro-
mieniowanie jonizujace) poprzez eliminowanie uszkodzo-
nych organelli [17,54].

Wigkszos¢ poznanych dotychczas genéw kontrolujacych
proces autofagii (ATGs) zostalo zidentyfikowanych podczas
genetycznych analiz komoérek drozdzy. Wyodrebniono 16 ge-
néw regulujacych autofagie u drozdzy, z ktérych duza czgsé
jest konserwatywna u innych organizmoéw [63]. Giéwna
rolg autofagii w regulacji niekontrolowanego podziatu ko-
morek, charakterystycznego dla komdérek nowotworowych
wiaze si¢ z genem supresorowym nowotworéw beklina 1,
niezbednym w procesie formowania autofagosomu [44,72].
Dowiedziono, ze beklina 1, bedaca homologiem drozdzo-
wego biatka ATG6 oddziatuje z biatkiem antyapoptotycz-
nym Bcl-2, ktére zapobiega zaleznemu od Bax uwolnieniu
mitochondrialnego cytochromu c [38,65,78]. Wykazano,
ze zaburzenie funkcji genu beklina 1 prowadzi do podwyz-
szonej karcenogezy w komoérkach myszy [71,98], a spadek
poziomu kodowanego przez ten gen biatka jest skorelowa-
ny z rozwojem nowotwordw piersi [38].

STARZENIE

Hayflick i Moorehead wykazali, ze komérki w hodow-
li ulegaja ograniczonej liczbie podziatéw, po ktérych na-
stgpuje trwale zatrzymanie cyklu komérkowego [30].
Zasugerowano, ze opisany proces, nazwany starzeniem
replikacyjnym, zachodzi réwniez in vivo, w ciagu calego
zycia organizmu. Obecnie uwaza sig, ze starzenie repli-
kacyjne jest wynikiem stopniowego skracania telomeréw
umiejscowionych na koricach chromosomoéw. Zjawisko to
moze ulec zahamowaniu, m.in. dzigki aktywnosci rybonu-
kleoproteiny — telomerazy, co prowadzi do powstania ,,nie-
Smiertelnych” komorek nowotworowych [63,73]. Po kazdym
podziale telomery ulegaja stopniowemu skracaniu, ktére
zachodzi na skutek utraty sekwencji nukleotydéw powta-
rzajacych si¢ w telomerach (TTAGGG). Wigkszos¢ doj-
rzatych komérek somatycznych ma niewystarczajaca ilos¢
enzymu telomerazy, a co si¢ z tym wiaze brak mozliwosci
syntezy de novo powtdrzen telomerowych i przytaczania
ich do koricow chromosoméw [29,72]. Uwaza sie, ze skro-
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cenie telomeréw wykraczajace poza okreslona krytyczna
wartos¢, prowadzi do uszkodzenia DNA i tym samym ak-
tywuje punkt kontrolny regulowany przez biatko p53 oraz
zatrzymanie cyklu komérkowego [19,72].

Drugi rodzaj starzenia, nazywany ,,przedwczesnym”, ,,przy-
spieszonym”, badZ ,,starzeniem indukowanym stresem”,
wywotywany jest przez wiele czynnikéw, m.in. nieodpo-
wiednie warunki prowadzenia kultur komdérkowych czy
chemioterapeutyki, i zachodzi niezaleznie od skracania
sekwencji telomerowych [19,72,73]. Uwaza sig, ze przed-
wczesne starzenie, stanowi — podobnie jak apoptoza —
programowany mechanizm obronny komoérek zdrowych,
uruchamiany w odpowiedzi na dziatanie czynnikéw in-
dukujacych powstawanie mutacji, a tym samym zapobie-
ga rozwojowi nowotworu [11,49,73,95].

Pomimo znacznych réznic migdzy starzeniem ,,replika-
cyjnym” a ,,przyspieszonym”, oba typy maja charaktery-
styczne cechy fenotypowe, takie jak: sptaszczenie komor-
ki, zwigkszenie jej rozmiaréw, podwyzszona aktywnos¢
[B-galaktozydazy [63,72,73].

Proces starzenia wymaga aktywacji wielu inhibitoréw cy-
klu komoérkowego, a komérka powinna zawieraé funkcjo-
nalne p53, P21VAF! oraz p16™K4* oraz biatka retinoblasto-
ma (Rb) [63]. Udzial wymienionych supresoréw procesu
nowotworzenia w procesie starzenia potwierdza jego role
jako mechanizmu majacego na celu powstrzymanie roz-
woju nowotworu. Ze wzgledu na czgsto wystepujace bra-
ki aktywnej postaci genéw p53, p16 oraz nadekspresje¢ te-
lomerazy w komorkach nowotworowych, nie ulegaja one
procesowi starzenia. Rezultaty wielu badan dowiodty jed-
nak, ze moze on zosta¢ wywolany w wielu nowotworo-
wych liniach komérkowych przez traktowanie komoérek

PismiennicTwo

takimi czynnikami jak wywotujace zmiany w DNA: do-
ksorubicyna, cisplatyna, promieniowanie jonizacyjne czy
etopozyd. Czynniki oddziatujace na mikrotubule, m.in.
winkrystyna i taksol indukuja podobne zmiany, jednak
w mniejszym stopniu [73]. Otrzymane rezultaty sa zalez-
ne od dawek stosowanych terapeutykéw. Dowiedziono np,
ze Smier¢ komorek raka watroby zachodzaca po ich trakto-
waniu doksorubicyna o matym st¢zeniu, poprzedzona byta
wystgpowaniem komorek starzejacych si¢ (podwyzszona
ekspresja B-galaktozydazy), ktére ostatecznie ulegty ka-
tastrofie mitotycznej. Zastosowanie duzej dawki tego sa-
mego cytostatyku prowadzito do §mierci komorki w wy-
niku apoptozy [21].

PobsumowaNIE

Informacje przedstawione w pracy dowodza, ze apoptoza
stanowi jedynie jeden z mechanizméw $mierci komorki,
a wiele komorek, w tym wigkszo$¢ nowotworowych, umie-
ra takze w wyniku nekrozy, katastrofy mitotycznej czy au-
tofagii. Co interesujace, doswiadczenia przeprowadzone
na kilku liniach nowotworowych wykazaly, ze inhibicja
procesu apoptozy przy jednoczesnej indukcji nieapopto-
tycznych rodzajéw Smierci, nie zwigkszyta przezywalno-
Sci komérek [73]. Wydaje si¢ zatem, ze strategia majaca
na celu indukowanie innych rodzajéw $mierci, moze sta-
nowi¢ istotne uzupeinienie standardowo stosowanych te-
rapii. Trzeba jednak podkresli¢, ze wiedza na ten temat
pozostaje niekompletna. Istnieje szansa, ze prowadzone
szczegblowe analizy majace na celu poznanie molekular-
nych podstaw opisanych proceséw oraz stopnia, w jakim
pozostaja one zalezne, przyczynia si¢ nie tylko do opra-
cowania wydajnych metod leczenia nowotworéw, ale row-
niez pozwola zminimalizowa¢ dziatania nieporzadane, sto-
sowanych dotychczas.
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