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Streszczenie: Molekularny mechanizm apoptozy zalezy od obecno$ci w komorce okreslonych czynni-
kow apoptotycznych, ktore obecne sa gtownie w mitochondriach i jadrze. Dojrzate erytrocyty cztowieka
nie maja organelli komérkowych. Przez dlugi czas uwazano, ze nie moga one wchodzi¢ na drogg apop-
tozy. Badania ostatnich lat zakwestionowaty to twierdzenie. Punktem zwrotnym w tych badaniach byto
wykrycie w dojrzatych erytrocytach cztowieka kaspaz — proteinaz cysteinowych, ktére odgrywaja
kluczowa rolg w efektorowej fazie programowanej $§mierci komorki. W niniejszej pracy przedstawiono
przebieg apoptozy na roéznych etapach rozwoju erytrocytow cztowieka oraz w wybranych stanach
patologicznych. Dokonano rowniez omowienia programowanej Smierci komorki w erytrocytach w ujgciu
ewolucyjnym na przyktadzie erytrocytow ptazow, gadow, ptakow i ssakow.

Stowa kluczowe: apoptoza, erytrocyty, komorki bezjadrzaste.

Summary: Until very recently, erythrocytes have been considered unable to undergo apoptosis, as they
lack mitochondria and nuclei, key organelles in the apoptotic machinery of other cells. However, in
most recent observations it does not seem to be the truth.The major spinning point in this research was
finding caspases (cysteine proteases), that play the major role in programmed cell death, in humans
mature erythrocytes. This article shows the progress of apoptosis in different stadia of humans erythro-
cytes development as well as in several pathological stadia. With regard to the evolutionary aspect the
programmed cell death in erythrocytes of amphibians, reptiles, birds and mammals was also discussed.
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1. WSTEP

Erytrocyty ssakéw uwazane sa za ptywajace w osoczu pecherzyki zawierajace
hemoglobing. Rzeczywiscie nie maja one jadra i mitochondrium, a wigc nie moga by¢
traktowane jak komorki zawierajace organella. Niemniej jednak erytrocyty od dawna
byly przedmiotem zainteresowania naukowcoOw zajmujacych sig¢ apoptoza, procesem
przypisywanym pierwotnie tylko komérkom jadrzastym.
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Apoptoza, czyli programowana $mier¢ komorki (ang. Programmed Cell Death,
PCD) ma miejsce podczas catego rozwoju organizmu. W jej wyniku organizm pozbywa
si¢ nadmiaru niepotrzebnych komdrek podczas réznicowania tkanek i narzadow, a takze
eliminuje zainfekowane, uszkodzone czy tez zmutowane komodrki. Rdzne aspekty
apoptozy omawiane byly w polskich czasopismach [4, 24, 28, 29, 35, 42, 68, 71].
Dotyczyty one jednak komorek jadrzastych. Niniejszy artykut przedstawia procesy PCD
w erytrocytach ssakow, specyficznych komorkach pozbawionych jadra i innych organelli
komorkowych.

Zainteresowanie problemem apoptozy w erytrocytach wynikato z obserwacji, ze
komorki te, ktorych czas zycia wynosi u cztowieka okoto 120 dni, sa po tym czasie
usuwane z krwioobiegu, a $mier¢ erytrocytow poprzedzona jest zmianami charakte-
rystycznymi dla apoptozy. Nastgpuje obkurczenie komorki, uwypuklenie btony
plazmatycznej, utrata peryferycznych biatek blonowych i asymetrii lipidow prowadzac
do przemieszczania si¢ fosfatydyloseryny z wewngtrznej do zewnetrznej monowarstwy.
Zmiany te powoduja, ze erytrocyty sa wychwytywane przez komorki fagocytujace i
niszczone. Dodatkowo juz podczas erytropoezy usuwana jest w drodze apoptozy pewna
frakcja prekursorow erytrocytow [41].

2. OGOLNY MECHANIZM APOPTOZY

Proces prowadzacy do apoptozy mozna podzieli¢ na trzy fazy: poczatkowa,
efektorowa i degradacyjna. Poczatkowa faza indukowana jest przez wiele czynnikow
zewnetrznych, np. szok termiczny, stres oksydacyjny, aktywacja okreslonych receptorow
btonowych i inne. Dalsze fazy apoptozy polegaja na aktywacji w komorkach okreslonych
procesdéw biochemicznych prowadzacych w efekcie do §mierci komorki.

Kluczowe znaczenie dla przebiegu efektorowej fazy apoptozy przypisuje sie
proteinazom cysteinowym (kaspazom, ang. caspase-cysteine-dependent aspartate
specific protease) [1,35]. Sa one syntetyzowane jako nieaktywne proenzymy (zymogeny)
skfadajace sig z czterech podjednostek: NH,-terminalnej prodomeny, o réznej wielkosci,
dwodch domen o masach czasteczkowych ~10 kDa i1 ~20 kDa, potaczonych krotkim
fragmentem tacznikowym. Prodomena, ktora utrzymuje kaspazy w formie nieaktywnej,
podczas aktywacji zostaje odszczepiona [57, 70]. Poczatkowo obecnos¢ tych enzymow
stwierdzono tylko w komorkach jadrzastych, stad tez zjawisko apoptozy przypisywane
bylo tylko takim komorkom. Doniesienia Bratosin i wsp. [9] oraz Berga i wsp. [3],
ktorzy wykazali w dojrzatych erytrocytach cztowieka obecno$¢ kaspaz i1 innych
czynnikow apoptotycznych, zmienity poglad na t¢ sprawe. Wykazali oni, Ze erytrocyty
zawieraja prokaspaze 3 i prokaspaze 8 w ilosciach porownywalnych z poziomem tych
enzymow w komorkach Jurkat.

Na rycinie 1 przedstawiono dwie drogi, ktéorymi moze przebiega¢ apoptoza [10].
Szlak zewngtrzny (ang. extrinsic) rozpoczyna sig¢ od pobudzenia receptorow Fas lub
TNF-R nalezacych do nadrodziny TNF-R (ang. Tumour necrosis factor receptor).
Naleza do nich migdzy innymi receptory CD95, ktére wykryto na niedojrzatych
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RYCINA 1. Schematyczne przedstawienie dwoch glownych drog apoptozy [wg 10 za zgoda Elsevier]

erytroblastach. Cecha charakterystyczna receptorow Smierci jest obecno$¢ wewnatrz-
komoérkowej domeny zwanej domena $Smierci (ang. death domain, DD) [39, 65]. Na
skutek zwiagzania liganda z receptorem dochodzi do oligomeryzacji receptora, a nastgpnie
do utworzenia kompleksu DISC (ang. death-inducing signaling complex) poprzez
polaczenie domen $mierci z biatkiem adaptorowym FADD (ang. fas associated death
domain protein) oraz z prokaspaza 8 [36]. Konsekwencja tego jest aktywacja przez
autoproteolize prokaspazy 8, ktora bezposrednio aktywuje kaspaze 3 [69]. Drugi szlak
wymaga udzialu mitochondriow. Szereg reakcji z udzialem biatek z rodziny Bcl-2
(BH3only oraz Bak) prowadzi do utworzenia kanatéw uwalniajacych cytochrom c z
przestrzeni migdzybtonowej mitochondrium [37]. Wyptyw cytochromu c inicjuje
utworzenie kompleksu zwanego apoptosomem [63], w sktad ktdrego wchodzi cytochrom
¢, prokaspaza 9, ATP oraz cytozolowe biatko Apaf 1 (ang. apoptotic protease activating
factor-1). Utworzenie tego kompleksu jest niezbedne do oligomeryzacji, a nastgpnie
autoproteolizy prokaspazy 9, ktora jest bezposrednim aktywatorem prokaspazy 3 [25].

3. POWSTAWANIE KRWINEK CZERWONYCH

Z uwagi na fakt, ze podczas rozwoju erytrocytOw nastepuja zmiany w zawartosci
organelli komérkowych, procesy apoptozy nalezy sledzi¢ w Scistym powiazaniu z cyklem
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RYCINA 2. Schemat erytropoezy [wg 15 w zmienionej postaci]: Stem cell — komorka macierzysta
szpiku, CFU-Blast (colony forming unit) — komoérka formujaca kolonie komorek blastycznych, CFU-
GEMM - komoérka formujaca kolonie dla szeregdow czerwonokrwinkowego, granulocytarnego, ptytowego,
monocytarnego, BFU-E (base forming unit) — inna forma komorki tworzacej kolonie dla szeregu
erytrocytarnego, CFU-E — komoérka CFU dla szeregu erytrocytarnego. Czynniki wzrostu dla
poszczegdlnych lini: CSF (colony stimulating factor), IL — interleukiny, EPO — erytropoetyna

zycia krwinek czerwonych. Cykl ten mozna podzieli¢ na dwie fazy: pierwsza to
erytropoeza, polegajaca na tworzeniu dojrzalych erytrocytow w organach hemato-
poetycznych, druga ma za zadanie utrzymywanie statej liczby dojrzatych erytrocytow
W 0S0CZU.

Krwinki czerwone w zyciu pozaptodowym powstaja z pierwotnych komarek szpiku (ryc.
2). Ich prekursor — proerytroblast jest typowa komorka jadrzasta, w ktorej zachodzi wiele
réznorodnych procesdw biochemicznych. W procesie dojrzewania erytroblast réznicuje si¢ i
rozpoczyna aktywne wychwytywanie zelaza, w cytoplazmie nastepuje zanik RNA 1 wzrost
ilosci biatka— globiny. Erytroblast polichromatofilny zawiera niewielkie ilo§ci mitochondriow
1 RNA w cytoplazmie, w ktorej pojawia si¢ hemoglobina. Nastgpne stadium — erytroblast
ortochromatofilny —cechuje si¢ znacznym zwigkszeniem zawartosci hemoglobiny. Komoérka
praktycznie nie zawiera juz mitochondridw i RNA, traci jadro i przechodzi w retikulocyt.
Stanowi on ostatnie stadium dojrzewania i réznicowania komorek szpiku w kierunku
erytrocytow. Okres ten trwa 7—10 dni [15].

Obecnie wiadomo, ze za stymulacjg erytopoezy odpowiada hormon erytropoetyna (EPO).
Przyspiesza ona proliferacj¢ komodrek szeregu erytroidalnego (BFU-E, CFU-E) oraz
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zapobiega zjawisku apoptozy komorek znajdujacych si¢ w koncowych etapach réznicowania
i dojrzewania (CFU-E i proerytroblastow) z udziatem biatka antyapoptotycznego Bel-X|
[43]. Faktycznie, zablokowanie Bel-X; powoduje zatrzymanie w poznym stadium procesu
erytropoezy, czego nastgpstwem jest anemia hemolityczna. Natomiast usunigcie
erytropoetyny powoduje aktywacje kaspaz i $§mier¢ erytroblastow [26].

4. APOPTOZA W NIEDOJRZALYCH ERYTROCYTACH

Prekursory erytrocytow, ktore sa komorkami zawierajacymi organelle, podlegaja
petnemu procesowi apoptozy. Pelny proces apoptozy obserwuje si¢ rowniez w stadiach
patologicznych, takich jak B-talasemia czy idiomatycznie nabywana anemia sidero-
blastyczna. Ortochromatyczne erytroblasty eksprymujac ligand CD95 stymuluja receptor
smierci CD95, nalezacy do rodziny receptoréw smierci Fas. Tworzy si¢ w ten sposéb
petla sprzezenia zwrotnego kontrolujaca erytropoeze. W procesie dojrzewania erytro-
blastow dochodzi do pozbawienia komorek jadra, ktory to proces wymaga obecnosci
makrofagdéw z ekspresja DNAzy 11 [14] (ryc. 3A).

Aktywacja kaspaz jest niezbedna do wytworzenia czerwonych krwinek. Inhibitor
kaspazowy Z-VAD.fmk powoduje zahamowanie erytropoezy. Podczas dynamicznego
podziatu erytoblastow kaspazy-3, -6 1 -7 ulegaja wprawdzie proteolitycznej aktywacji
i rozszczepiaja biatka jadrowe (lamina B i acinus), ale pozostawiaja nienaruszony
czynnik transkrypcyjny GATA-1 rozpoznajacy sekwencje¢ nukleotydowa GATA. Nie
dochodzi takze do eksponowania fosfatydyloseryny na powierzchni komoérki. Mozna
wigc przypuszczaé, ze pewne procesy programu apoptozy biora udzial w procesie
podziatu i pozbawiania jadra komorek erytroidalnych. Jednak kaspaza 3 nie powoduje
zadnych widocznych skutkéw ubocznych w procesie erytropoezy, a nadekspresja biatka
antyapoptotycznego — Bcl-2 nie powoduje zaburzen w procesie erytropoezy [14].

5. APOPTOZA W DOJRZALYCH ERYTROCYTACH SSAKOW

Dojrzate erytrocyty ssakow sa pozbawione jadra i innych organelli komérkowych i
w przeciwienstwie do wigkszosci innych komorek nie zawieraja czynnika Apaf-1,
cytochromu c i kaspazy 2, 6, 71 9. Mogtyby wigc ulegac apoptozie tylko w obecnosci
receptorow $mierci bez udziatu mitochondriéow. Poczatkowo Berg i wsp. [3] zaobser-
wowali, ze cho¢ prokaspazy, ktore sa obecne w erytrocytach, moga by¢ aktywowane
in vitro poprzez dodanie egzogennej kaspazy 6, nie ulegaja jednak aktywacji w
nieuszkodzonych erytrocytach zarowno podczas ich przechowywania, jak i w odpowiedzi
na czynniki apoptotyczne. Nie zaobserwowano rowniez w dojrzalych erytrocytach
endogennych inhibitoréw kaspaz, czyli XIAP, C-IAP1, C-IAP2 [73]. Przypuszczano,
ze brak aktywacji kaspaz w erytrocytach w warunkach in vivo jest spowodowana
obecnoscia jakiego$ innego inhibitora apoptozy lub brakiem Apaf-1 i cytochromu c.
Konsekwencja tego jest niezdolnos$¢ do tworzenia aktywnych apoptosoméw. Mandal
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RYCINA 3. Zjawiska apoptotyczne w erytrocytach na réznych etapach réznicowania si¢ komorki:
Z-VAD.fmk — inhibitor kaspaz; PS — fosfatydyloseryna (wg [14] za zgoda)
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iwsp. [51] natomiast wykazali, ze prokaspaza 3 (32KDa) jest hydrolizowana do formy
aktywnej (20 kDa) w odpowiedzi na stres oksydacyjny. Obecnos¢ aktywnej kaspazy 3
zostata potwierdzona poprzez obserwacjg, ze lizat komorek erytrocytarnych powodowat
proteolizg jej substratu Ac-DEVD-pNA. Ponadto zastosowanie inhibitora kaspazy 3,
Z-DEV-fmk, powodowalo zablokowanie przemieszczania si¢ fosfatydyloseryny z
wewngetrznej monowarstwy blony na powierzchnig komorki. Prawdopodobnie aktywacja
kaspazy 3 powoduje hamowanie aktywnosci translokazy aminofosfolipidowej (flipazy)
zardwno poprzez bezposrednie rozszczepienie proteolityczne translokazy, jak i, co jest
bardziej prawdopodobne, poprzez posredni wptyw na regulatory flipaz [51]. Translokaza
aminofosfolipidowa odpowiedzialna jest za transport fosfatydyloseryny (PS) do wew-
ngtrznej monowarstwy. Zaburzenia w funkcjonowaniu tego enzymu powoduja ekspo-
nowanie tego fosfolipidu na powierzchni komorki, co jest jednym z oznak apoptozy.

Nalezy sobie jednak zdawac sprawe, ze rowniez inne proteazy komodrkowe, na
przyktad kalpainy, moga aktywnie uczestniczy¢ w procesie apoptozy. Kalpainy to
proteazy cysteinowe aktywowane jonami wapnia. Biora one udzial w wielu procesach
komoérkowych, w tym proliferacji, migracji i $§mierci komorki w drodze zaréwno
apoptozy, jak i nekrozy [60, 74]. Kalpaina wystepuje w postaci dwoch izoenzymow:
kalpainy I (u-kalpainy), aktywnej w obecnosci jondw wapniowych w st¢zeniu uM i
kalpainy II (m-kalpainy), dzialajacej w obecnosci tego kationu w stezeniu mM. Kazda
zizoform jest zbudowana z 28 kDa podjednostki, ktora jest identyczna dla kazdej izoformy
i unikatowej o masie 80 kDa [58]. Wedtug licznych badan kalpainy zwiazane sa rowniez
z apoptoza w komodrkach jadrzastych. Na przykiad farmakologiczne zahamowanie
aktywnosci kalpain moze zapobiec $mierci réznych typéw komorek, w tym komorek
nerwowych [5,48,67].

W erytrocytach stwierdzono obecno$é¢ p-kalpainy [14]. Pod wplywem Ca?" jest ona
przeksztatcana do aktywnej postaci, ktora odpowiedzialna jest za degradacje licznych biatek
komorkowych m.in. spektryny. Rozszczepia ona wigzania peptydowe wewnatrz tancucha
biatkowego, nie wykazujac przy tym specyficznosci wobec aminokwasow [74]. Kalpainy
po aktywacji wywotluja proces apoptozy poprzez proteolityczng aktywacje kaspaz (w
szczegolnosci kaspaz 3, 91 12) [56] badz inaktywacje biatek antyapopto-tycznych z rodziny
Bcl-2 [11,23,76]. W wielu badaniach podkreslano istnienie wzajemnego wspoldziatania
migdzy kaspazami i kalpainami. Rosnace dowody wskazuja na to, ze wszystkie rodzaje
proteaz moga zast¢gpowac siebie nawzajem w procesie apoptotycznym [74].

Dojrzate erytrocyty, pozbawione juz jadra i innych organelli komoérkowych, moga
by¢ in vitro pobudzane do starzenia sie poprzez dodanie zewnatrzkoméorkowego Ca®*
lub jonoforu Ca?". Czynniki te wywotuja aktywacje p-kalpainy i wyzwalaja zalezne od
p-kalpainy zmiany ksztattu komorki i zmiany w strukturze blony plazmatycznej. W
szczegolnosci obserwowane jest eksponowanie PS na powierzchni komorki podobne
jak podczas apoptozy w komodrkach jadrzastych [14]. Proces ten konczy si¢ rozpadem
erytrocytéw i fagocytoza w obecnosci makrofagow (ryc. 3C).

Ciekawe jest, ze w procesie starzenia si¢ erytrocytoOw in vitro wystepuje zaburzenie
homeostazy jonowej. Dochodzi do aktywacji enzymow proteolitycznych. Inhibitory proteaz
cysteinowych, takie jak Ac-DEVD-CHO czy leupeptyna, zapobiegaja wszystkim
wlasciwos$ciom procesu starzenia sig erytrocytow wywotanymi jonoforami Ca?" [14].
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6. ROLA BLONY KOMORKOWEJ W APOPTOZIE

Kaskadg zdarzen apoptotycznych moga inicjowa¢ uszkodzenia biatkowo-lipidowe;j
btony komdrkowej. W erytrocytach, ktore sa pecherzykami wypetnionymi hemoglobina,
btona komdrkowa ma szczegdlne znaczenie w inicjowaniu apoptozy. Wykazano, ze
komorki jadrzaste w stadium apoptozy cechuje zwigkszona peroksydacja lipidow [59],
a stymulacja receptorow powierzchniowych btony aktywuje sfingomielinazg, ktora
hydrolizuje sfingomieling do ceramidu i choliny. Ceramid, aktywujacy zalezna od niego
serynowo-treoninowa kinaze biatkowa, jest uwazany za wtorny przekaznik sygnatow
apoptotycznych [31, 38, 61].

Btona komodrkowa erytrocytéw jest ztozona struktura, w ktorej mozna wyrdznié
trzy obszary: matryce biatkowo-lipidowa, ktora stanowi centralng warstwe btony, szkielet
btony, czyli zespot bialek peryferyjnych znajdujacy si¢ po wewngtrznej stronie
dwuwarstwy lipidowe;j 1 glikokaliks, ktory ogranicza btong od srodowiska zewngtrznego.

Lipidy w blonach biologicznych rozmieszczone sa w sposob asymetryczny. Fosfoli-
pidy zawierajace choling, a wigc fosfatydylocholina (PC) i prawie cata sfingomielina
(SM) wystepuja na ogot w zewngtrznej monowarstwie. Fosfolipidy zawierajace
terminalng grupg aminowa, fosfatydyloseryna (PS) i fosfatydylo-etanolo-amina (PE),
wystepuja preferencyjnie w wewngtrznej, kontaktujacej si¢ z cytoplazma, monowarstwie
btony [40] (ryc.4A).

Utrzymanie asymetrii jest mozliwe dzigki powolnej poprzecznej dyfuzji lipidow migdzy
warstwami blony, interakcji biatko-lipid i transportowi z udziatem biatek. Wyroznia si¢
trzy klasy transporteréw fosfolipidow: flipazy, w tym translokazg¢ aminofosfolipidowa,
ktore transportuja aktywnie lipidy z zewnetrznej monowarstwy do wewnetrznej, flopazy
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RYCINA 4. Schematyczne rozmieszczenie podstawowych fosfolipidow w dwuwarstwie lipidowej (A)
oraz transportery wewnatrzbtonowe fosfolipidow w komorkach eukariotycznych (B) (B wg [13] za
zezwoleniem), fosfatydylocholina (PC) i sfingomielina (SM) umiejscowione sa glownie w zewngtrznej
monowarstwie, podczas gdy fosfatydyloetanoloamina (PE) i fosfatydyloseryna (PS) lokuja si¢ w
monowarstwie wewngtrznej. Ta asymetria jest utrzymywana dzigki (a) flipazie fosfatydyloseryny. W
niektorych tkankach wymagana jest obecnos¢ flopazy PC (b). Za przypadkowe rozmieszczenie
fosfolipidow odpowiadaja niespecyficzne skramblazy, aktywowane jonami Ca®*
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—aktywnie transportujace lipidy w kierunku odwrotnym oraz aktywowane przez jony
wapnia skramblazy, transportujace lipidy biernie w obie strony [13] (ryc. 4B).
Nagromadzenie lipidéw po jednej stronie blony moze indukowaé zagigcia i w
konsekwencji zmiang ksztaltu komorki [22].

Lipidy pozostaja w $cistym powiazaniu z biatkami btony. Interakcja ta rowniez
umozliwia utrzymanie asymetrycznego rozmieszczenia lipidow. Podstawowym biatkiem
szkieletu blonowego jest spektryna, ktora stanowi okoto 25% masy bialek btonowych.
Sktada si¢ ona z dwodch przeplatajacych si¢ tancuchow (a-220 kDa i [3-240 kDa)
tworzacych dimer. Wykazano, ze spektryna moze taczy¢ si¢ z fosfatydyloseryna,
sktadnikiem dwuwarstwy lipidowej zlokalizowanym w warstwie wewngtrznej btony.
Badania z wykorzystaniem liposoméw zbudowanych z fosfatydyloseryny (PS) wykazaty,
Ze W wiazaniu tym uczestnicza tancuchy zarowno a spektryny, jak i 3. Miejscami o
wysokim powinowactwie do PS okazaly si¢: a8, a9-10, 312, 313, f14. Wykazano
réwniez powinowactwo do PS w nichomologicznej N-terminalnej domenie tancucha
B. Godne uwagi jest tez fakt, ze miejsca wiazania PS sa skupione w poblizu miejsc
przytaczania ankiryny i biatka pasma 4.1, czyli biatek, ktore uczestnicza w przytaczaniu
spektryny do btony komoérkowej. Spektryna bowiem potaczona jest z dwuwarstwa
lipidowa poprzez biatko ankiryng, ktora tworzy most migdzy tetramerem spektryny a
biatkiem transbtonowym pasma 3 oraz poprzez potaczenie migdzy biatkiem pasma 4.1
a glikoforyna C [16].

Liczne doniesienia wskazuja, ze interakcja spektryny i PS wplywa na stabilnosc¢
btony. Bezposrednie oddziatywanie spektryny z PS w blonie moze modulowac¢ jej
interakcje z biatkami i wynikiem tego moga by¢ lipidowe domeny bogate w PS,
obserwowane w btonie erytrocytarnej. Przejscie PS do warstwy powierzchniowej jest
sygnatem dla usuwania komorki przez makrofagi [20, 27].

Eksternalizacja PS ma miejsce w poczatkowych etapach apoptozy [19]. Zaburzenia
te prowadza do zmian wtasciwosci powierzchniowych komorki. W btonie, w ktorej
lipidy rozmieszczone sa asymetrycznie, monowarstwa cytoplazmatyczna ma bardziej
ujemny wypadkowy tadunek elektryczny niz ekstracytoplazmatyczna strona btony.
Kwasy tluszczowe fosfatydylocholiny i sfingomieliny sa bardziej nasycone niz kwasy
thuszczowe wchodzace w sktad fosfatydyloetanoloaminy i fosfatydyloseryny, stad
asymetrii rozmieszczenia gtow polarnych fosfolipidow towarzyszy asymetria rozmiesz-
czenia kwasow ttuszczowych, ktora powoduje, ze wewngtrzna monowarstwa jest nieco
bardziej ptynna. Utrata tych wiasciwosci powoduje przejscie komorek w stan proko-
agulacyjny [49], obserwuje sig¢ wzrost adhezyjnosci [64] i wiasciwosci agregacyjnych
[72]. Komorki takie staja si¢ rozpoznawalne przez komorki fagocytujace — makrofagi
[7,20,21]. W warunkach fizjologicznych procesy apoptozy sa podstawa rozwoju
organizmu i homeostazy.
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7. ROLA KANALOW KATIONOWYCH W INICJOWANIU
APOPTOZY

Komorka ulegajaca apoptozie uruchamia kaskadg zdarzen biochemicznych, ktore w
ostateczno$ci prowadza do jej $mierci. W poczatkowym etapie procesu apoptozy w
wigkszosci komorek jest obserwowany wzrost wewnatrzkomorkowego, cytozolowego
stezenia wapnia. Wapn jest uniwersalnym wewnatrzkomorkowym przekaznikiem
kontrolujacym rézne procesy w komorce [6]. Jony wapnia odgrywaja wazna role w
przekazywaniu sygnatu do apoptozy w odpowiedzi na rézne czynniki patologiczne [32].

Kanaty kationowe w btonach erytrocytarnych sa otwierane w wyniku szoku
osmotycznego i stresu oksydacyjnego [17,34,45]. Moga by¢ rowniez aktywowane
poprzez usunigcie wewnatrzkomorkowego i zewnatrzkomorkowego Cl™[17, 34]. Wzrost
wewnatrzkomorkowego stezenia Ca?* stymuluje skramblazy, prowadzi do zaburzen
asymetrii lipidow blonowych i stymuluje wrazliwe na jony wapnia kanaty K*, w wyniku
czego dochodzi do utraty K* i w nastgpstwie do obkurczenia komorki [45, 46, 55].
Interesujace jest, ze traktowanie erytrocytow jonoforem jonomycyny czy A23187, ktore
wywoluja zmiany w stezeniu Ca?* wewnatrz komorki, powoduje szybka zmiang ksztattu
komorki, tworzenie wypustek blonowych, eksternalizacje fosfatydyloseryny, czyli typowe
zjawiska wystepujace podczas apoptozy w komoérkach jadrzastych [3,9,14]. Prowadzi
to rowniez do aktywacji kalpain, ale nie aktywuje kaspaz.

Erytrocyty inkubowane z A23187 byly szybko wychwytywane przez makrofagi.
Preinkubacja z inhibitorami proteaz zapobiegata wychwytywaniu erytrocytow przez
makrofagi zardwno in vitro, jak i in vivo [33].

Lang i wsp. [46] wykazali, ze szok osmotyczny i stres oksydacyjny, ktore
wywotywatly apoptoze w komorkach jadrzastych [30, 54], powodowaly rowniez
przemieszczenie fosfatydyloseryny na powierzchni¢ komoérki w erytrocytach
cztowieka, co przejawialo si¢ w wiazaniu aneksyny do btony komoérkowej. Wykonane
p6zniej eksperymenty w celu wyjasnienia komorkowych mechanizmow tego zjawiska
wykazaly, ze obydwa czynniki powoduja otwarcie kanatow wapniowych i wzrost
stezenia cytozolowego Ca?*. Zastosowanie amiloridu, inhibitora kanatéw kationowych
[17, 34] hamuje catkowicie ten proces.

W komorkach apoptotycznych obserwuje si¢ zmniejszenie wartosci komorkowego
pH, ktore moze by¢ zwiazane z aktywacja wymiennika jonowego, antyportu Ca>/H*
[18, 53] i zmiang zawarto$ci Ca?* w komorce.

8. APOPTOZA W DOJRZALYCH ERYTROCYTACH
JADRZASTYCH

Erytrocyty z plodu ssakow [66], podobnie jak erytrocyty ptazéw, gadoéw i ptakow
[62, 75] zawieraja jadro i te komorki moga przechodzi¢ typowy proces apoptozy.
Erytrocyty z ludzkiego ptodu krazace we krwi matki przechodza proces apoptozy in
situ [62].
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Bratosin i wsp. [8, 9] wykazali, Zze programowana $mier¢ komoérki moze by¢
indukowana w dojrzatych erytrocytach zaby poprzez zwigkszenie naptywu Ca?* do
komorki dzigki zastosowaniu jonoforu A 23178. Proces ten jest hamowany przez
inhibitory proteaz cysteinowych (kaspaz i kalpain) — Ac-DEVD-cmk i leupeptyny.
Obserwowano przy tym obnizenie potencjatu blony mitochondrialnej (AW ), aktywacje
kaspazy 3 oraz kondensacj¢ i fragmentacjg chromatyny. Obserwacje mikroskopowe
wykazaty ponadto zmiany morfologiczne komorki, utrate dwuwklestego ksztattu,
pojawienie si¢ pecherzykdw i1 utworzenie ciatek apoptotycznych. Miato miejsce rowniez
przemieszczenie PS na powierzchnig komorki.

Weil i wsp. [74] zaobserwowali apoptoze w erytrocytach kurczat wywotana
dziataniem staurosporyny i cykloheksimidu zardbwno w obecnosci, jak i przy braku osocza.
Obserwowano zmiang ksztattu komorki, przemieszczenie PS na powierzchnig komorki,
kondensacjg i fragmentacj¢ chromatyny. W przeciwienstwie natomiast do komorek
zaby (Rana) nie notowano aktywacji kaspaz. Proces apoptozy nie byt tu hamowany
przez inhibitor kaspaz Z-VAD-fmk.

Analizujac proces apoptozy w ujeciu ewolucyjnym mozna zauwazyc¢, ze erytrocyty
ptazéw maja wszystkie gtowne sktadniki procesu apoptotycznego, jakie obserwuje sig
w komorkach jadrzastych. W procesie ewolucji w erytrocytach ptakow nastapita
inaktywacja kaspaz [75], podczas gdy u ssakow w procesie roznicowania erytrocytow
dochodzi do zaniku zaréwno jadra, jak i mitochondriéw. W procesie ewolucji erytrocyty
narazone byly na zwigkszajacy sig stres oksydacyjny, ktory przyspiesza proces starzenia
si¢ komorek. Cena, jaka musiaty zaptaci¢ za przezycie, byto pozbawienie erytrocytow
mitochondriow, co spowodowato uproszczenie procesu apoptozy z uwagi na brak
aktywnych apoptosoméw. Pociagnglo to jednak za soba rowniez skrocenie zycia
erytrocytow. Mitochondria bowiem, chociaz uczestnicza w procesie programowangj
smierci komorki, sa tez kluczowe dla proceséw uzyskiwania energii i tym samym dla
zycia komorek [8].

9. APOPTOZA W WYBRANYCH SCHORZENIACH
GENETYCZNYCH ZWIAZANYCH Z ERYTROCYTAMI

Choroby o podtozu genetycznym, takie jak anemia sierpowata [44], talasemia [50],
uposledzenie przemian glukozo-6-fosforanu [52], powoduja skrocenie czasu zycia
erytrocytdw. Skrdocenie to jest dos¢ drastyczne. Okres péttrwania krwinek 0osob chorych
na anemig sierpowata wynosi 6 dni [2], talasemig — 15 dni [77], u 0s6b z uposledzona
przemiang glukozo-6-fosforanu — 22 dni [12].

Erytrocyty pochodzace od 0s6b chorych na wszystkie trzy schorzenia genetyczne
sa w poréwnaniu z komorkami osob zdrowych bardziej wrazliwe na takie czynniki, jak
stres oksydacyjny i niedobdr glukozy. Dodatkowo erytrocyty sierpowate i wykazujace
uposledzenie przemian glukozy sa bardziej wrazliwe na szok osmotyczny. Ta zwigkszona
wrazliwo$¢ na stres jest powodem skrocenia czasu zycia erytrocytow osob cierpiacych
na te schorzenia genetyczne [44, 47].



370 A. MARCZAK

Stres oksydacyjny i szok osmotyczny uszkadzaja erytrocyty przynajmniej czgsciowo
poprzez te same mechanizmy, to jest aktywacje¢ kanatow kationowych. Wzrost wrazli-
wosci komoérek z defektami genetycznymi moze by¢ wtornym efektem uwrazliwienia
kanatow kationowych badz wzrostu aktywnosci skramblaz i pozniejszej kaskady zdarzen
biochemicznych i molekularnych. Nie jest to jednak wytacznie ta przyczyna. Badania z
uzyciem jonomycyny wykazaty bowiem roznice we wrazliwosci réznych typow
komorek na ten czynnik. Erytrocyty 0sob z uposledzeniem przemian glukozo-6-fosforanu
wykazywaly zwigkszong wrazliwos$¢ na ten czynnik.

10. PODSUMOWANIE

Programowana $mier¢ komorki to ztozony proces, w wyniku ktérego organizm
eliminuje uszkodzone komorki. W przypadku erytrocytow cztowieka powstaje seman-
tyczny problem zastosowania nazwy apoptoza na okreslenie procesow prowadzacych
do $mierci tych komodrek. Nalezatoby wyrdzni¢ dwa nastgpujace po sobie procesy. Po
pierwsze dojrzate erytrocyty, bedace pozbawionymi organelli pecherzykami wypet-
nionymi hemoglobina powstaty prawdopodobnie na skutek krotkotrwatej aktywacji
kaspaz w poczatkowym etapie réznicowania komorek. Poniewaz prekursor erytrocytow
— proerytroblast — jest typowa komorka jadrzasta zawierajaca organella komorkowe,
nie wyklucza si¢ tu udziatu mitochondrium.

Rowniez podczas starzenia sig erytrocytow cztowieka zakonczonego ich $§miercia
maja miejsce zjawiska charakterystyczne dla procesu apoptozy. W dojrzatych erytro-
cytach, tak jak w klasycznej apoptozie komorek jadrzastych, Smierci zawsze towarzyszy
obecnosc¢ fosfatydyloseryny na powierzchni komorki, uwypuklenia btony plazmatycznej
1 obkurczenie komorki. Zachodzi pytanie, czy procesy te sa na tyle podobne, aby mozna
bylo mowi¢ o apoptozie w bezjadrzastych erytrocytach cztowieka. Wykrycie w
dojrzatych erytrocytach cztowieka kaspaz stanowi wazny krok w tych rozwazaniach.
Podczas $mierci wywolanej czynnikami apoptotycznymi, jak na przyktad stres
oksydacyjny czy szok osmotyczny, dochodzi do aktywacji tych enzymow w erytrocytach.
Fakt ten, jak rowniez potwierdzony udziat jonéw Ca?*, przemawiatyby za uznaniem
procesoéw zachodzacych w erytrocytach za apoptoze. Ostateczne rozstrzygnigcie tego
problemu nie jest jednak jeszcze w tym momencie mozliwe.
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