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Streszczenie: Molekularny mechanizm apoptozy zale¿y od obecno�ci w komórce  okre�lonych czynni-
ków apoptotycznych, które obecne s¹ g³ównie w mitochondriach i j¹drze. Dojrza³e erytrocyty cz³owieka
nie maj¹ organelli komórkowych. Przez d³ugi czas uwa¿ano, ¿e nie mog¹ one wchodziæ na drogê apop-
tozy. Badania ostatnich lat zakwestionowa³y to twierdzenie. Punktem zwrotnym w tych badaniach by³o
wykrycie w dojrza³ych erytrocytach cz³owieka kaspaz � proteinaz cysteinowych, które odgrywaj¹
kluczow¹ rolê w efektorowej fazie programowanej �mierci komórki. W niniejszej pracy przedstawiono
przebieg apoptozy na ró¿nych etapach rozwoju erytrocytów cz³owieka oraz w wybranych stanach
patologicznych. Dokonano równie¿ omówienia programowanej �mierci komórki w erytrocytach w ujêciu
ewolucyjnym na przyk³adzie erytrocytów p³azów, gadów, ptaków i ssaków.

S³owa kluczowe: apoptoza, erytrocyty, komórki bezj¹drzaste.

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. WSTÊP

Erytrocyty ssaków uwa¿ane s¹ za p³ywaj¹ce w osoczu pêcherzyki zawieraj¹ce
hemoglobinê. Rzeczywi�cie nie maj¹ one j¹dra i mitochondrium, a wiêc nie mog¹ byæ
traktowane jak komórki zawieraj¹ce organella. Niemniej jednak erytrocyty od dawna
by³y przedmiotem zainteresowania naukowców zajmuj¹cych siê apoptoz¹, procesem
przypisywanym pierwotnie tylko komórkom j¹drzastym.
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Apoptoza, czyli programowana �mieræ komórki (ang. Programmed Cell Death,
PCD) ma miejsce podczas ca³ego rozwoju organizmu. W jej wyniku organizm pozbywa
siê nadmiaru niepotrzebnych komórek podczas ró¿nicowania tkanek i narz¹dów, a tak¿e
eliminuje zainfekowane, uszkodzone czy te¿ zmutowane komórki. Ró¿ne aspekty
apoptozy omawiane by³y w polskich czasopismach [4, 24, 28, 29, 35, 42, 68, 71].
Dotyczy³y one jednak komórek j¹drzastych. Niniejszy artyku³ przedstawia procesy PCD
w erytrocytach ssaków, specyficznych komórkach pozbawionych j¹dra i innych organelli
komórkowych.

Zainteresowanie problemem apoptozy w erytrocytach wynika³o z obserwacji, ¿e
komórki te, których czas ¿ycia wynosi u cz³owieka oko³o 120 dni, s¹ po tym czasie
usuwane z krwioobiegu, a �mieræ erytrocytów poprzedzona jest zmianami charakte-
rystycznymi dla apoptozy. Nastêpuje obkurczenie komórki, uwypuklenie b³ony
plazmatycznej, utrata peryferycznych bia³ek b³onowych i asymetrii lipidów prowadz¹c
do przemieszczania siê fosfatydyloseryny z wewnêtrznej do zewnêtrznej monowarstwy.
Zmiany te powoduj¹, ¿e erytrocyty s¹ wychwytywane przez komórki fagocytuj¹ce i
niszczone. Dodatkowo ju¿ podczas erytropoezy usuwana jest w drodze apoptozy pewna
frakcja prekursorów erytrocytów [41].

2. OGÓLNY MECHANIZM APOPTOZY

Proces prowadz¹cy do apoptozy mo¿na podzieliæ na trzy fazy: pocz¹tkow¹,
efektorow¹ i degradacyjn¹. Pocz¹tkowa faza indukowana jest przez wiele czynników
zewnêtrznych,  np. szok termiczny, stres oksydacyjny, aktywacja okre�lonych receptorów
b³onowych i inne. Dalsze fazy apoptozy polegaj¹ na aktywacji w komórkach okre�lonych
procesów biochemicznych prowadz¹cych w efekcie do �mierci komórki.

Kluczowe znaczenie dla przebiegu efektorowej fazy apoptozy przypisuje siê
proteinazom cysteinowym (kaspazom, ang. caspase-cysteine-dependent aspartate
specific protease) [1, 35]. S¹ one syntetyzowane jako nieaktywne proenzymy (zymogeny)
sk³adaj¹ce siê z czterech podjednostek: NH2-terminalnej prodomeny, o ró¿nej wielko�ci,
dwóch domen o masach cz¹steczkowych ~10 kDa i ~20 kDa, po³¹czonych krótkim
fragmentem ³¹cznikowym. Prodomena, która utrzymuje kaspazy w formie nieaktywnej,
podczas aktywacji zostaje odszczepiona [57, 70]. Pocz¹tkowo obecno�æ tych enzymów
stwierdzono tylko w komórkach j¹drzastych, st¹d te¿ zjawisko apoptozy przypisywane
by³o tylko takim komórkom. Doniesienia Bratosin i wsp. [9] oraz Berga i wsp. [3],
którzy wykazali w dojrza³ych erytrocytach cz³owieka obecno�æ kaspaz i innych
czynników apoptotycznych, zmieni³y pogl¹d na tê sprawê. Wykazali oni, ¿e erytrocyty
zawieraj¹ prokaspazê 3 i prokaspazê 8 w ilo�ciach porównywalnych z poziomem tych
enzymów w komórkach Jurkat.

Na  rycinie 1 przedstawiono dwie drogi,  którymi mo¿e przebiegaæ apoptoza [10].
Szlak zewnêtrzny (ang. extrinsic) rozpoczyna siê od  pobudzenia  receptorów  Fas  lub
TNF-R nale¿¹cych do nadrodziny TNF-R (ang. Tumour necrosis factor receptor).
Nale¿¹ do nich miêdzy innymi receptory CD95, które wykryto na niedojrza³ych
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erytroblastach. Cech¹ charakterystyczn¹ receptorów �mierci jest obecno�æ wewn¹trz-
komórkowej domeny zwanej domen¹ �mierci (ang. death domain, DD) [39, 65]. Na
skutek zwi¹zania liganda z receptorem dochodzi do oligomeryzacji receptora, a nastêpnie
do utworzenia kompleksu DISC (ang. death-inducing signaling complex) poprzez
po³¹czenie domen �mierci z bia³kiem adaptorowym FADD (ang. fas associated death
domain protein) oraz z prokaspaz¹ 8 [36]. Konsekwencj¹ tego jest aktywacja przez
autoproteolizê prokaspazy 8, która bezpo�rednio aktywuje kaspazê 3 [69]. Drugi szlak
wymaga udzia³u mitochondriów. Szereg reakcji z udzia³em bia³ek z rodziny Bcl-2
(BH3only oraz Bak) prowadzi do utworzenia kana³ów uwalniaj¹cych cytochrom c z
przestrzeni miêdzyb³onowej mitochondrium [37]. Wyp³yw cytochromu c inicjuje
utworzenie kompleksu zwanego apoptosomem [63], w sk³ad którego wchodzi cytochrom
c, prokaspaza 9, ATP oraz cytozolowe bia³ko Apaf 1 (ang. apoptotic protease activating
factor-1). Utworzenie tego kompleksu jest niezbêdne do oligomeryzacji, a nastêpnie
autoproteolizy prokaspazy 9, która jest bezpo�rednim aktywatorem prokaspazy 3 [25].

3. POWSTAWANIE KRWINEK CZERWONYCH

Z uwagi na fakt, ¿e podczas rozwoju erytrocytów nastêpuj¹ zmiany w zawarto�ci
organelli komórkowych, procesy apoptozy nale¿y �ledziæ w �cis³ym powi¹zaniu z  cyklem

RYCINA 1. Schematyczne przedstawienie dwóch g³ównych dróg apoptozy [wg 10  za zgod¹  Elsevier]
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¿ycia krwinek czerwonych. Cykl ten mo¿na podzieliæ na dwie fazy: pierwsza to
erytropoeza, polegaj¹ca na tworzeniu dojrza³ych erytrocytów w organach hemato-
poetycznych, druga ma za zadanie utrzymywanie sta³ej liczby dojrza³ych erytrocytów
w osoczu.

Krwinki czerwone w ¿yciu pozap³odowym powstaj¹ z pierwotnych komórek szpiku (ryc.
2). Ich prekursor � proerytroblast jest typow¹ komórk¹ j¹drzast¹, w której zachodzi wiele
ró¿norodnych procesów biochemicznych. W procesie dojrzewania erytroblast ró¿nicuje siê i
rozpoczyna aktywne wychwytywanie ¿elaza, w cytoplazmie nastêpuje zanik RNA i wzrost
ilo�ci bia³ka � globiny. Erytroblast polichromatofilny zawiera niewielkie ilo�ci mitochondriów
i RNA w cytoplazmie, w której pojawia siê hemoglobina. Nastêpne stadium � erytroblast
ortochromatofilny � cechuje siê znacznym zwiêkszeniem zawarto�ci hemoglobiny. Komórka
praktycznie nie zawiera ju¿ mitochondriów i RNA, traci j¹dro i przechodzi w retikulocyt.
Stanowi on ostatnie stadium dojrzewania i ró¿nicowania komórek szpiku w kierunku
erytrocytów. Okres ten trwa  7�10 dni [15].

Obecnie wiadomo, ¿e za stymulacjê erytopoezy odpowiada hormon erytropoetyna (EPO).
Przyspiesza ona proliferacjê komórek szeregu erytroidalnego (BFU-E, CFU-E) oraz

RYCINA 2. Schemat erytropoezy [wg 15  w zmienionej postaci]: Stem cell � komórka macierzysta
szpiku, CFU-Blast (colony forming unit) � komórka formuj¹ca kolonie komórek blastycznych, CFU-
GEMM � komórka formuj¹ca kolonie dla szeregów czerwonokrwinkowego, granulocytarnego, p³ytowego,
monocytarnego, BFU-E (base forming unit) � inna forma komórki tworz¹cej kolonie dla szeregu
erytrocytarnego, CFU-E � komórka CFU dla szeregu erytrocytarnego. Czynniki wzrostu dla
poszczególnych lini: CSF (colony stimulating factor), IL � interleukiny, EPO � erytropoetyna
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zapobiega zjawisku apoptozy komórek znajduj¹cych siê w koñcowych etapach ró¿nicowania
i dojrzewania (CFU-E i proerytroblastów) z udzia³em bia³ka antyapoptotycznego Bcl-XL
[43]. Faktycznie, zablokowanie Bcl-XL powoduje zatrzymanie w pó�nym stadium procesu
erytropoezy, czego nastêpstwem  jest anemia hemolityczna. Natomiast usuniêcie
erytropoetyny powoduje aktywacjê kaspaz i �mieræ erytroblastów [26].

4. APOPTOZA W NIEDOJRZA£YCH ERYTROCYTACH

Prekursory erytrocytów, które s¹ komórkami zawieraj¹cymi organelle, podlegaj¹
pe³nemu procesowi apoptozy. Pe³ny proces apoptozy obserwuje siê równie¿ w stadiach
patologicznych, takich jak ß-talasemia czy idiomatycznie nabywana anemia sidero-
blastyczna. Ortochromatyczne erytroblasty eksprymuj¹c ligand CD95 stymuluj¹ receptor
�mierci CD95, nale¿¹cy do rodziny receptorów �mierci Fas. Tworzy siê w ten sposób
pêtla sprzê¿enia zwrotnego kontroluj¹ca erytropoezê. W procesie dojrzewania erytro-
blastów dochodzi do pozbawienia komórek j¹dra, który to proces wymaga obecno�ci
makrofagów z ekspresj¹ DNAzy II [14] (ryc. 3A).

Aktywacja kaspaz jest niezbêdna do wytworzenia czerwonych krwinek. Inhibitor
kaspazowy Z-VAD.fmk powoduje zahamowanie erytropoezy. Podczas dynamicznego
podzia³u erytoblastów kaspazy-3, -6 i -7 ulegaj¹ wprawdzie proteolitycznej aktywacji
i rozszczepiaj¹ bia³ka j¹drowe (lamina B i  acinus), ale pozostawiaj¹ nienaruszony
czynnik transkrypcyjny GATA-1 rozpoznaj¹cy sekwencjê nukleotydow¹ GATA. Nie
dochodzi tak¿e do eksponowania fosfatydyloseryny na powierzchni komórki. Mo¿na
wiêc przypuszczaæ, ¿e pewne procesy programu apoptozy bior¹ udzia³ w procesie
podzia³u i pozbawiania j¹dra komórek erytroidalnych. Jednak kaspaza 3 nie powoduje
¿adnych widocznych skutków ubocznych w procesie erytropoezy, a nadekspresja bia³ka
antyapoptotycznego � Bcl-2 nie powoduje zaburzeñ w procesie erytropoezy [14].

5. APOPTOZA W DOJRZA£YCH ERYTROCYTACH SSAKÓW

Dojrza³e erytrocyty ssaków s¹ pozbawione j¹dra i innych organelli komórkowych i
w przeciwieñstwie do wiêkszo�ci innych komórek nie zawieraj¹ czynnika Apaf-1,
cytochromu c i kaspazy 2, 6, 7 i 9. Mog³yby wiêc ulegaæ apoptozie tylko w obecno�ci
receptorów �mierci bez udzia³u mitochondriów. Pocz¹tkowo Berg i wsp. [3] zaobser-
wowali, ¿e choæ prokaspazy, które s¹ obecne w erytrocytach, mog¹  byæ aktywowane
in vitro poprzez dodanie egzogennej kaspazy 6, nie ulegaj¹ jednak aktywacji w
nieuszkodzonych erytrocytach zarówno podczas ich przechowywania, jak i w odpowiedzi
na czynniki apoptotyczne. Nie zaobserwowano równie¿ w dojrza³ych erytrocytach
endogennych inhibitorów kaspaz, czyli XIAP, C-IAP1, C-IAP2 [73]. Przypuszczano,
¿e brak aktywacji kaspaz w erytrocytach w warunkach in vivo jest spowodowana
obecno�ci¹ jakiego� innego inhibitora apoptozy lub brakiem Apaf-1 i cytochromu c.
Konsekwencj¹  tego jest niezdolno�æ do tworzenia aktywnych apoptosomów. Mandal
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RYCINA 3. Zjawiska  apoptotyczne w erytrocytach  na  ró¿nych etapach  ró¿nicowania  siê  komórki:
Z-VAD.fmk � inhibitor kaspaz; PS � fosfatydyloseryna (wg [14] za zgod¹)
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i wsp. [51] natomiast wykazali, ¿e prokaspaza 3 (32KDa) jest hydrolizowana do formy
aktywnej (20 kDa) w odpowiedzi na stres oksydacyjny. Obecno�æ aktywnej kaspazy 3
zosta³a potwierdzona poprzez obserwacjê, ¿e lizat komórek erytrocytarnych powodowa³
proteolizê jej substratu Ac-DEVD-pNA. Ponadto zastosowanie inhibitora kaspazy 3,
Z-DEV-fmk, powodowa³o zablokowanie przemieszczania siê fosfatydyloseryny z
wewnêtrznej monowarstwy b³ony na powierzchniê komórki. Prawdopodobnie aktywacja
kaspazy 3 powoduje hamowanie aktywno�ci translokazy aminofosfolipidowej (flipazy)
zarówno poprzez bezpo�rednie rozszczepienie proteolityczne translokazy, jak i, co jest
bardziej prawdopodobne, poprzez po�redni wp³yw na regulatory flipaz [51]. Translokaza
aminofosfolipidowa odpowiedzialna jest za transport fosfatydyloseryny (PS) do wew-
nêtrznej monowarstwy. Zaburzenia w funkcjonowaniu tego enzymu powoduj¹ ekspo-
nowanie tego fosfolipidu na powierzchni komórki, co jest jednym z oznak apoptozy.

Nale¿y sobie jednak zdawaæ sprawê, ¿e równie¿ inne proteazy komórkowe, na
przyk³ad kalpainy, mog¹ aktywnie uczestniczyæ w procesie apoptozy. Kalpainy to
proteazy cysteinowe aktywowane jonami wapnia. Bior¹ one udzia³ w wielu procesach
komórkowych, w tym proliferacji, migracji i �mierci komórki  w drodze zarówno
apoptozy, jak i nekrozy [60, 74]. Kalpaina wystêpuje w postaci dwóch izoenzymów:
kalpainy I (µ-kalpainy), aktywnej w obecno�ci jonów wapniowych w stê¿eniu µM i
kalpainy II (m-kalpainy), dzia³aj¹cej w obecno�ci tego kationu w stê¿eniu mM. Ka¿da
z izoform jest zbudowana z 28 kDa podjednostki, która jest identyczna dla ka¿dej izoformy
i unikatowej o masie 80 kDa [58]. Wed³ug licznych badañ kalpainy zwi¹zane s¹ równie¿
z apoptoz¹ w komórkach j¹drzastych. Na przyk³ad farmakologiczne zahamowanie
aktywno�ci kalpain mo¿e zapobiec �mierci ró¿nych typów komórek, w tym komórek
nerwowych [5,48,67].

W erytrocytach stwierdzono obecno�æ µ-kalpainy [14].  Pod wp³ywem Ca2+ jest ona
przekszta³cana do aktywnej postaci, która odpowiedzialna jest za degradacjê licznych bia³ek
komórkowych m.in. spektryny. Rozszczepia ona wi¹zania peptydowe wewn¹trz ³añcucha
bia³kowego, nie wykazuj¹c przy tym specyficzno�ci wobec aminokwasów [74]. Kalpainy
po aktywacji wywo³uj¹ proces apoptozy poprzez proteolityczn¹ aktywacjê kaspaz (w
szczególno�ci kaspaz 3, 9 i 12) [56] b¹d� inaktywacjê bia³ek antyapopto-tycznych z rodziny
Bcl-2 [11,23,76].  W wielu badaniach podkre�lano istnienie wzajemnego wspó³dzia³ania
miêdzy kaspazami i kalpainami. Rosn¹ce dowody wskazuj¹ na to, ¿e wszystkie rodzaje
proteaz mog¹ zastêpowaæ siebie nawzajem w procesie apoptotycznym [74].

Dojrza³e erytrocyty, pozbawione ju¿ j¹dra i innych organelli komórkowych, mog¹
byæ in vitro pobudzane do starzenia siê poprzez dodanie zewn¹trzkomórkowego Ca2+

lub jonoforu Ca2+. Czynniki te wywo³uj¹ aktywacjê µ-kalpainy i wyzwalaj¹ zale¿ne od
µ-kalpainy zmiany kszta³tu komórki i zmiany w strukturze b³ony plazmatycznej. W
szczególno�ci obserwowane jest eksponowanie PS na powierzchni komórki podobne
jak podczas apoptozy w komórkach j¹drzastych [14]. Proces ten koñczy siê rozpadem
erytrocytów i fagocytoz¹ w obecno�ci makrofagów (ryc. 3C).

Ciekawe jest, ¿e w procesie starzenia siê erytrocytów in vitro wystêpuje zaburzenie
homeostazy jonowej. Dochodzi do aktywacji enzymów proteolitycznych. Inhibitory proteaz
cysteinowych, takie jak Ac-DEVD-CHO czy leupeptyna, zapobiegaj¹ wszystkim
w³a�ciwo�ciom procesu starzenia siê erytrocytów wywo³anymi jonoforami Ca2+ [14].
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6. ROLA B£ONY KOMÓRKOWEJ W APOPTOZIE

Kaskadê zdarzeñ apoptotycznych mog¹ inicjowaæ uszkodzenia bia³kowo-lipidowej
b³ony komórkowej. W erytrocytach, które s¹ pêcherzykami wype³nionymi hemoglobin¹,
b³ona komórkowa ma szczególne znaczenie w inicjowaniu apoptozy. Wykazano, ¿e
komórki j¹drzaste w stadium apoptozy cechuje zwiêkszona peroksydacja lipidów [59],
a stymulacja receptorów powierzchniowych b³ony aktywuje sfingomielinazê, która
hydrolizuje sfingomielinê do ceramidu i choliny. Ceramid, aktywuj¹cy zale¿n¹ od niego
serynowo-treoninow¹ kinazê bia³kow¹, jest uwa¿any za wtórny przeka�nik sygna³ów
apoptotycznych [31, 38, 61].

B³ona komórkowa erytrocytów jest z³o¿on¹ struktur¹, w której mo¿na wyró¿niæ
trzy obszary: matrycê bia³kowo-lipidow¹, która stanowi centraln¹ warstwê b³ony, szkielet
b³ony, czyli zespó³ bia³ek peryferyjnych znajduj¹cy siê po wewnêtrznej stronie
dwuwarstwy lipidowej i glikokaliks, który ogranicza b³onê od �rodowiska zewnêtrznego.

Lipidy w b³onach biologicznych rozmieszczone s¹ w sposób asymetryczny. Fosfoli-
pidy zawieraj¹ce cholinê, a wiêc fosfatydylocholina (PC) i prawie ca³a sfingomielina
(SM) wystêpuj¹ na ogó³ w zewnêtrznej monowarstwie. Fosfolipidy zawieraj¹ce
terminaln¹ grupê aminow¹, fosfatydyloseryna (PS) i fosfatydylo-etanolo-amina (PE),
wystêpuj¹ preferencyjnie w wewnêtrznej, kontaktuj¹cej siê z cytoplazm¹, monowarstwie
b³ony [40] (ryc.4A).

Utrzymanie asymetrii jest mo¿liwe dziêki powolnej poprzecznej dyfuzji lipidów miêdzy
warstwami b³ony, interakcji bia³ko-lipid i transportowi z udzia³em bia³ek. Wyró¿nia siê
trzy klasy transporterów fosfolipidów: flipazy, w tym translokazê aminofosfolipidow¹,
które transportuj¹ aktywnie lipidy z zewnêtrznej monowarstwy do wewnêtrznej, flopazy

RYCINA 4. Schematyczne rozmieszczenie podstawowych fosfolipidów w dwuwarstwie lipidowej (A)
oraz transportery wewn¹trzb³onowe fosfolipidów w komórkach eukariotycznych (B) (B  wg [13] za
zezwoleniem), fosfatydylocholina (PC) i sfingomielina (SM) umiejscowione s¹ g³ównie w zewnêtrznej
monowarstwie, podczas gdy fosfatydyloetanoloamina (PE) i fosfatydyloseryna (PS) lokuj¹ siê w
monowarstwie wewnêtrznej. Ta asymetria jest utrzymywana dziêki (a) flipazie fosfatydyloseryny. W
niektórych tkankach wymagana jest obecno�æ flopazy PC (b). Za przypadkowe rozmieszczenie
fosfolipidów odpowiadaj¹ niespecyficzne skramblazy, aktywowane jonami Ca2+
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� aktywnie transportuj¹ce lipidy w kierunku odwrotnym oraz aktywowane przez jony
wapnia skramblazy, transportuj¹ce lipidy biernie w obie strony [13] (ryc. 4B).
Nagromadzenie lipidów po jednej stronie b³ony mo¿e indukowaæ zagiêcia i w
konsekwencji zmianê kszta³tu komórki [22].

Lipidy pozostaj¹ w �cis³ym powi¹zaniu z bia³kami b³ony. Interakcja ta równie¿
umo¿liwia utrzymanie asymetrycznego rozmieszczenia lipidów. Podstawowym bia³kiem
szkieletu b³onowego jest spektryna, która stanowi oko³o 25% masy bia³ek b³onowych.
Sk³ada siê ona z dwóch przeplataj¹cych siê ³añcuchów (α-220 kDa i β-240 kDa)
tworz¹cych dimer. Wykazano, ¿e spektryna mo¿e ³¹czyæ siê z fosfatydyloseryn¹,
sk³adnikiem dwuwarstwy lipidowej zlokalizowanym w warstwie wewnêtrznej b³ony.
Badania z wykorzystaniem liposomów zbudowanych z fosfatydyloseryny (PS) wykaza³y,
¿e w wi¹zaniu tym uczestnicz¹ ³añcuchy zarówno α spektryny, jak i β. Miejscami o
wysokim powinowactwie do PS okaza³y siê:  α8, α9�10, β12, β13, β14. Wykazano
równie¿ powinowactwo do PS w niehomologicznej N-terminalnej domenie ³añcucha
β. Godne uwagi jest te¿ fakt, ¿e miejsca wi¹zania PS s¹ skupione w pobli¿u miejsc
przy³¹czania ankiryny i bia³ka pasma 4.1, czyli bia³ek, które uczestnicz¹ w przy³¹czaniu
spektryny do b³ony komórkowej. Spektryna bowiem po³¹czona jest z dwuwarstw¹
lipidow¹ poprzez bia³ko ankirynê, która tworzy most miêdzy tetramerem spektryny a
bia³kiem transb³onowym pasma 3 oraz poprzez po³¹czenie miêdzy bia³kiem pasma 4.1
a glikoforyn¹ C [16].

Liczne doniesienia wskazuj¹, ¿e interakcja spektryny i PS wp³ywa na stabilno�æ
b³ony. Bezpo�rednie oddzia³ywanie spektryny z PS w b³onie mo¿e modulowaæ jej
interakcje z bia³kami i wynikiem tego mog¹ byæ lipidowe domeny bogate w PS,
obserwowane w b³onie erytrocytarnej. Przej�cie PS do warstwy powierzchniowej jest
sygna³em dla usuwania komórki przez makrofagi [20, 27].

Eksternalizacja PS ma miejsce w pocz¹tkowych etapach apoptozy [19]. Zaburzenia
te prowadz¹ do zmian w³a�ciwo�ci powierzchniowych komórki. W b³onie, w której
lipidy rozmieszczone s¹ asymetrycznie, monowarstwa cytoplazmatyczna ma bardziej
ujemny wypadkowy ³adunek elektryczny ni¿ ekstracytoplazmatyczna strona b³ony.
Kwasy t³uszczowe fosfatydylocholiny i sfingomieliny s¹ bardziej nasycone ni¿ kwasy
t³uszczowe wchodz¹ce w sk³ad fosfatydyloetanoloaminy i fosfatydyloseryny, st¹d
asymetrii rozmieszczenia g³ów polarnych fosfolipidów towarzyszy asymetria rozmiesz-
czenia kwasów t³uszczowych, która powoduje, ¿e wewnêtrzna monowarstwa jest nieco
bardziej p³ynna. Utrata tych w³a�ciwo�ci powoduje przej�cie komórek w stan proko-
agulacyjny [49], obserwuje siê wzrost adhezyjno�ci [64] i w³a�ciwo�ci agregacyjnych
[72]. Komórki takie staj¹ siê rozpoznawalne przez komórki fagocytuj¹ce � makrofagi
[7,20,21]. W warunkach fizjologicznych procesy apoptozy s¹ podstaw¹ rozwoju
organizmu i homeostazy.
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7. ROLA KANA£ÓW KATIONOWYCH W INICJOWANIU
APOPTOZY

Komórka ulegaj¹ca apoptozie uruchamia kaskadê zdarzeñ biochemicznych, które w
ostateczno�ci prowadz¹ do jej �mierci. W pocz¹tkowym etapie procesu apoptozy w
wiêkszo�ci komórek jest obserwowany wzrost wewn¹trzkomórkowego, cytozolowego
stê¿enia wapnia. Wapñ jest uniwersalnym wewn¹trzkomórkowym przeka�nikiem
kontroluj¹cym ró¿ne procesy w komórce [6].  Jony wapnia odgrywaj¹ wa¿n¹ rolê w
przekazywaniu sygna³u do apoptozy w odpowiedzi na ró¿ne czynniki patologiczne [32].

Kana³y kationowe w b³onach erytrocytarnych s¹ otwierane w wyniku szoku
osmotycznego i stresu oksydacyjnego [17,34,45]. Mog¹ byæ równie¿ aktywowane
poprzez usuniêcie wewn¹trzkomórkowego i zewn¹trzkomórkowego Cl� [17, 34]. Wzrost
wewn¹trzkomórkowego stê¿enia Ca2+ stymuluje skramblazy, prowadzi do zaburzeñ
asymetrii lipidów b³onowych i stymuluje wra¿liwe na jony wapnia kana³y K+, w wyniku
czego dochodzi do utraty K+ i w nastêpstwie do obkurczenia komórki [45, 46, 55].
Interesuj¹ce jest, ¿e traktowanie erytrocytów jonoforem jonomycyny czy A23187, które
wywo³uj¹ zmiany w stê¿eniu Ca2+ wewn¹trz komórki, powoduje szybk¹ zmianê kszta³tu
komórki, tworzenie wypustek b³onowych, eksternalizacjê fosfatydyloseryny, czyli typowe
zjawiska wystêpuj¹ce podczas apoptozy w komórkach j¹drzastych [3,9,14]. Prowadzi
to równie¿ do aktywacji kalpain, ale nie aktywuje kaspaz.

Erytrocyty inkubowane z A23187 by³y szybko wychwytywane przez makrofagi.
Preinkubacja z inhibitorami proteaz zapobiega³a wychwytywaniu erytrocytów przez
makrofagi zarówno in vitro,  jak i in vivo [33].

Lang i wsp. [46] wykazali, ¿e szok osmotyczny i stres oksydacyjny, które
wywo³ywa³y apoptozê w komórkach j¹drzastych [30, 54], powodowa³y równie¿
przemieszczenie fosfatydyloseryny na powierzchniê komórki w erytrocytach
cz³owieka, co przejawia³o siê w wi¹zaniu aneksyny do b³ony komórkowej. Wykonane
pó�niej eksperymenty w celu wyja�nienia komórkowych mechanizmów tego zjawiska
wykaza³y, ¿e obydwa czynniki powoduj¹ otwarcie kana³ów wapniowych i wzrost
stê¿enia cytozolowego Ca2+. Zastosowanie amiloridu, inhibitora kana³ów kationowych
[17, 34] hamuje ca³kowicie ten proces.

W komórkach apoptotycznych obserwuje siê zmniejszenie warto�ci komórkowego
pH, które mo¿e byæ zwi¹zane z aktywacj¹ wymiennika jonowego, antyportu Ca2+/H+

[18, 53] i zmian¹ zawarto�ci Ca2+ w komórce.

8. APOPTOZA W DOJRZA£YCH ERYTROCYTACH
J¥DRZASTYCH

Erytrocyty z p³odu ssaków [66], podobnie jak erytrocyty p³azów, gadów i ptaków
[62, 75] zawieraj¹ j¹dro i te komórki mog¹ przechodziæ typowy proces apoptozy.
Erytrocyty z ludzkiego p³odu kr¹¿¹ce we krwi matki przechodz¹ proces apoptozy in
situ [62].
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Bratosin i wsp. [8, 9] wykazali, ¿e programowana �mieræ komórki mo¿e byæ
indukowana w dojrza³ych erytrocytach ¿aby poprzez zwiêkszenie nap³ywu Ca2+ do
komórki dziêki zastosowaniu jonoforu A 23178. Proces ten jest hamowany przez
inhibitory proteaz cysteinowych (kaspaz i kalpain) � Ac-DEVD-cmk i leupeptyny.
Obserwowano przy tym obni¿enie potencja³u b³ony mitochondrialnej (∆Ψm), aktywacjê
kaspazy 3 oraz kondensacjê i fragmentacjê chromatyny. Obserwacje mikroskopowe
wykaza³y ponadto zmiany morfologiczne komórki, utratê dwuwklês³ego kszta³tu,
pojawienie siê pêcherzyków i utworzenie cia³ek apoptotycznych. Mia³o miejsce równie¿
przemieszczenie PS na powierzchniê komórki.

Weil i wsp. [74] zaobserwowali apoptozê w erytrocytach kurcz¹t wywo³an¹
dzia³aniem staurosporyny i cykloheksimidu zarówno w obecno�ci, jak i przy braku osocza.
Obserwowano zmianê kszta³tu komórki, przemieszczenie PS na powierzchniê komórki,
kondensacjê i fragmentacjê chromatyny. W przeciwieñstwie natomiast do komórek
¿aby (Rana) nie notowano aktywacji kaspaz. Proces apoptozy nie by³ tu hamowany
przez inhibitor kaspaz  Z-VAD-fmk.

Analizuj¹c proces apoptozy w ujêciu ewolucyjnym mo¿na zauwa¿yæ, ¿e erytrocyty
p³azów maj¹ wszystkie g³ówne sk³adniki procesu apoptotycznego, jakie obserwuje siê
w komórkach j¹drzastych. W procesie ewolucji w erytrocytach ptaków nast¹pi³a
inaktywacja kaspaz [75], podczas gdy u ssaków w procesie ró¿nicowania erytrocytów
dochodzi do zaniku zarówno j¹dra, jak i mitochondriów. W procesie ewolucji erytrocyty
nara¿one by³y na zwiêkszaj¹cy siê stres oksydacyjny, który przyspiesza proces starzenia
siê komórek. Cen¹, jak¹ musia³y zap³aciæ za prze¿ycie, by³o pozbawienie erytrocytów
mitochondriów, co  spowodowa³o uproszczenie procesu apoptozy z uwagi na brak
aktywnych apoptosomów. Poci¹gnê³o to jednak za sob¹ równie¿ skrócenie ¿ycia
erytrocytów. Mitochondria bowiem, chocia¿ uczestnicz¹ w procesie programowanej
�mierci komórki, s¹ te¿ kluczowe dla procesów uzyskiwania energii i tym samym dla
¿ycia komórek [8].

9. APOPTOZA W WYBRANYCH SCHORZENIACH
GENETYCZNYCH ZWI¥ZANYCH Z ERYTROCYTAMI

Choroby o pod³o¿u genetycznym, takie jak anemia sierpowata [44], talasemia [50],
upo�ledzenie przemian glukozo-6-fosforanu [52], powoduj¹ skrócenie czasu ¿ycia
erytrocytów. Skrócenie to jest do�æ drastyczne. Okres pó³trwania krwinek osób chorych
na anemiê sierpowat¹ wynosi 6 dni [2], talasemiê � 15 dni [77], u osób z upo�ledzon¹
przemian¹ glukozo-6-fosforanu � 22 dni [12].

Erytrocyty pochodz¹ce od osób chorych na wszystkie trzy schorzenia genetyczne
s¹ w porównaniu z komórkami osób zdrowych bardziej wra¿liwe na takie czynniki, jak
stres oksydacyjny i niedobór glukozy. Dodatkowo erytrocyty sierpowate i wykazuj¹ce
upo�ledzenie przemian glukozy s¹ bardziej wra¿liwe na szok osmotyczny. Ta zwiêkszona
wra¿liwo�æ na stres jest powodem skrócenia czasu ¿ycia erytrocytów osób cierpi¹cych
na te schorzenia genetyczne [44, 47].
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Stres oksydacyjny i szok osmotyczny uszkadzaj¹ erytrocyty przynajmniej czê�ciowo
poprzez te same mechanizmy, to jest aktywacjê kana³ów kationowych. Wzrost wra¿li-
wo�ci komórek z defektami genetycznymi mo¿e byæ wtórnym efektem uwra¿liwienia
kana³ów kationowych b¹d� wzrostu aktywno�ci skramblaz i pó�niejszej kaskady zdarzeñ
biochemicznych i molekularnych. Nie jest to jednak wy³¹cznie ta przyczyna. Badania z
u¿yciem jonomycyny wykaza³y bowiem ró¿nice we wra¿liwo�ci  ró¿nych typów
komórek na ten czynnik. Erytrocyty osób z upo�ledzeniem przemian glukozo-6-fosforanu
wykazywa³y zwiêkszon¹ wra¿liwo�æ na ten czynnik.

10. PODSUMOWANIE

Programowana �mieræ komórki to z³o¿ony proces, w wyniku którego organizm
eliminuje uszkodzone komórki.  W przypadku erytrocytów cz³owieka powstaje seman-
tyczny problem zastosowania nazwy apoptoza na okre�lenie procesów prowadz¹cych
do �mierci tych komórek. Nale¿a³oby wyró¿niæ dwa nastêpuj¹ce po sobie procesy. Po
pierwsze dojrza³e erytrocyty, bêd¹ce pozbawionymi organelli pêcherzykami wype³-
nionymi hemoglobin¹ powsta³y prawdopodobnie na skutek krótkotrwa³ej aktywacji
kaspaz w pocz¹tkowym etapie ró¿nicowania komórek. Poniewa¿ prekursor erytrocytów
� proerytroblast � jest typow¹ komórk¹ j¹drzast¹ zawieraj¹c¹ organella komórkowe,
nie wyklucza siê tu udzia³u mitochondrium.

Równie¿ podczas starzenia siê erytrocytów cz³owieka zakoñczonego ich �mierci¹
maj¹ miejsce zjawiska charakterystyczne dla procesu apoptozy. W dojrza³ych erytro-
cytach, tak jak w klasycznej apoptozie komórek j¹drzastych, �mierci zawsze towarzyszy
obecno�æ fosfatydyloseryny na powierzchni komórki, uwypuklenia b³ony plazmatycznej
i obkurczenie komórki. Zachodzi pytanie, czy procesy te s¹ na tyle podobne, aby mo¿na
by³o mówiæ o apoptozie w bezj¹drzastych erytrocytach cz³owieka. Wykrycie w
dojrza³ych erytrocytach cz³owieka kaspaz stanowi wa¿ny krok w tych rozwa¿aniach.
Podczas �mierci wywo³anej czynnikami apoptotycznymi, jak na przyk³ad stres
oksydacyjny czy szok osmotyczny, dochodzi do aktywacji tych enzymów w erytrocytach.
Fakt ten, jak równie¿ potwierdzony udzia³ jonów Ca2+, przemawia³yby za uznaniem
procesów zachodz¹cych w erytrocytach za apoptozê.  Ostateczne rozstrzygniêcie tego
problemu nie jest jednak jeszcze w tym momencie mo¿liwe.
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