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Streszczenie: Nadliczbowe, stare lub uszkodzone komorki organizméw wielokomorkowych podlegaja
eliminacji w drodze apoptozy, czyli programowanej $mierci komorki. Apoptoza zachodzi w wyniku
typowych przemian morfologicznych i biochemicznych. Aktywowana jest kaskada proteaz cysteino-
wych — kaspaz, ktore tna docelowe biatka. Dochodzi takze do aktywacji nukleaz, co razem prowadzi do
degradacji biatek i DNA komorki w ciagu kilku godzin. Mitochondria sa organellami, w ktorych nastgpuje
integracja sygnatow apoptotycznych z réznych szlakéw, aktywowanych m.in. przez niedotlenienie,
szok cieplny, czy usunigcie czynnikéw wzrostowych. Odgrywaja one podstawowa rolg w koordynacji
i amplifikacji sygnatu do autodegradacji komorki. Reguluja apoptoze m.in. poprzez zatrzymanie czynni-
kow pro- i antyapoptotycznych. Zaburzenie aktywacji i/lub przebiegu apoptozy jest jedna z gtdwnych
cech komoérek nowotworowych.

Stowa kluczowe: mitochondria, apoptoza, nowotwor, pS3, mortalina, biatko szoku cieplnego.

Abstract: Supernumerary, old or damaged cells of multicellular organisms are eliminated by apoptosis —
programmed cell death. Apoptosis is accompanied by series of characteristic morphological and biochemi-
cal events. The cell activates a cascade of cysteine proteases — caspases, that digest target proteins.
Nucleases are also activated, which together leads to irreversible cell damage within few hours. Mitochon-
dria are the cell compartment that integrates signals from different apoptotic pathways activated by
ischemia, heat shock or growth hormones depletion. Mitochondria play the primary role in coordination
and amplification of cell autodegradation signals. They regulate apoptosis by sequestration of pro- and
antiapoptotic proteins. Perturbation of activation or execution of apoptosis is characteristic feature of
cancer cells.
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WSTEP

Apoptoza, czyli programowana $mier¢ komorki (ang. programmed cell death, PCD)
to proces, dzigki ktéremu nadliczbowe, stare lub uszkodzone komorki sa eliminowane z
organizmu. Stanowi ona kluczowy element homeostazy tkanki i prawidlowego rozwoju
organizmu [1,2,3]. W obrazie morfologii komoérki w czasie apoptozy obserwuje si¢
obkurczanie cytoplazmy, skupianie chromatyny w zbite masy pod otoczka jadrowa i
rozpad jadra na mniejsze fragmenty (tzw. karioreksja), a takze ggstnienie cytozolu. W
koncowej fazie komoérka rozpada si¢ na szereg obtonionych, kulistych fragmentow
zwanych ciatkami apoptotycznymi. Ciatka te sa szybko fagocytowane przez makrofagi
1 sasiadujace komorki [4,5,6].

Apoptoza podlega $cistej kontroli. Jest regulowana na wielu poziomach. Istnieje
mozliwo$¢ zahamowania apoptozy nawet po zapoczatkowaniu dziatania kaskady kaspaz
efektorowych [7,8,9]. Znaczaca role w hamowaniu apoptozy odgrywaja m.in.
mitochondria [2].

Zaburzenie mechanizmow regulujacych apoptoze moze prowadzi¢ do niekontrolo-
wanego rozplemu tak zmienionych komorek. Nadliczbowe komorki, ktére nie sa
eliminowane, rywalizuja z sasiadami o przestrzen i sktadniki odzywcze. W przypadku
organizmu wielokomodrkowego, jakim jest cztowiek, moéwimy, iz powstaje nowotwor
[10]. Nowotwor (ang. neoplasm) to masa komorek powstata z komoérek prawidtowych
w wyniku proceséw patologicznych tzw. transformacji. Czynnikami sprawczymi
transformacji sg zaburzenia genetyczne i epigenetyczne [11].

PRZEBIEG APOPTOZY

Apoptoza przebiega dwoma gtéwnymi §ciezkami: wewnatrzpochodna (mitochon-
drialna) lub zewnatrzpochodna (receptorowa). Bezposrednim czynnikiem odpowiedzial-
nym za degradacje komorki jest aktywacja kaspaz. Kaspazy to rodzina proteaz cysteino-
wych tnacych substrat po rozpoznaniu odpowiedniego motywu w biatku, np. motyw
GELE dla kaspazy-7 [12]. Cigcie przez wszystkie kaspazy nast¢puje po kwasie
asparaginowym. Kaspazy sa syntetyzowane jako zymogeny (pro-kaspazy) z N-
koncowa prekursorowa oraz C-terminalna koncowa domena katalityczna zbudowana
z dwoch peptydow o masie ok. 20 kDa (p20) oraz ok. 10 kDa (p10). Kaspazy mozemy
podzieli¢ na aktywatorowe (sygnalowe, gorne; ang. upstream, apical, signaling
caspases), do ktorych zaliczamy kaspazy 2, 8, 9, 10, i 12 oraz efektorowe (ang.
downstream, effector, executioner), do ktorych zaliczamy kaspazy 3, 6, 1 7. Kaspazy
aktywatorowe sa funkcjonalne jako dimery, natomiast efektorowe, ktore wystepuja w
cytozolu jako preformowane dimery, sa aktywowane poprzez cigcie proteolityczne
przez kaspazy aktywatorowe. Aktywne kaspazy efektorowe tna biatka docelowe [13].
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Sciezka zewnatrzpochodna apoptozy jest uruchamiana w odpowiedzi na brak
czynnikéw wzrostowych, brak substancji odzywczych, po napromieniowaniu lub pod
wptywem substancji chemicznych (np. lekéw, ceramidow, neurotoksyn,
disialogangliozydow, substancji toksycznych, cytostatykow) i czynnikow fizycznych
(rézne rodzaje promieniowania, wysoka temperatura). Sciezke zewnatrzpochodna
wyzwalaja takze hormony, cytokiny (m.in. FasL, TNF, Apo3L, Apo2L), wirusy, wolne
rodniki (ROS). Czynniki te pobudzaja receptory rodziny TNF-R (Fas/APO-1/CD95,
TNFR1, DR-3, DR-4/TRAIL-R1, DR5/TRAIL-R2), ktore przekazuja sygnat do
kaspazy-8 [1,3,14,15,16]. Z kolei $Sciezke wewnatrzpochodna wyzwalaja zmiany
integralnosci bton mitochondrialnych, fluktuacje wartosci potencjalu btonowego
mitochondriow czy wzrost produkcji wolnych rodnikéw. Sciezke wewnatrzpochodna
aktywuja tez stres oksydacyjny, uszkodzenia DNA i nagromadzenie Zle sfatldowanych
biatek [3,13]. Rolg receptoréw uszkodzen petnig biatka z domenami BH-3, co w
konsekwencji prowadzi do uczynnienia kaspazy 9 [1,3,14,15,16].

Sciezka zewnatrzpochodna uruchamiana jest, gdy do receptora $mierci (ang. death
receptor) przytaczany jest ligand. Wywotuje to aktywacje szlaku sygnatowego, co w
efekcie prowadzi do degradacji komorki. Pierwszym opisanym modelem apoptozy
indukowanej potaczeniem liganda z receptorem $mierci jest uktad receptora z rodziny
TNF. Opisano receptor-1 TNFR1 oraz Fas (CD95, Apo-1), gdzie poprzez domeng
$mierci (ang. death domain, DD) biatko FADD (ang. Fas-associated death domain)
aktywuje kaspaze-8 [3]. Dzi§ wiemy, ze receptory Smierci naleza do duzej rodziny
bialek spokrewnionych z receptorem TNF (ang. TNF receptor-related members),
obejmujacej receptory TNFR1 (ang. tumour necrosis factor receptor-1), Fas i receptor
$mierci-5 (DRS, TRAILR2). Receptory te sa aktywne jako trimery. Trimeryzacja
zachodzi po zwiazaniu liganda (odpowiednio TNF, FasL i TRAIL). Zwigzanie liganda
Fas (FasL) z receptorem Fas prowadzi do zmiany konformacyjnej receptora, co
powoduje z kolei przylaczenie biatka adaptorowego FADD do domeny cytoplazma-
tycznej receptora Fas. Biatko FADD z kolei laczy si¢ z pro-kaspaza-8 poprzez domeny
efektorowe $§mierci (ang. Death Effector Domains, DED). Dochodzi do wiaczenia
prokaspazy-8 w DISC (ang. Death-Inducing Signaling Complex), co prowadzi do
jej aktywacji [13]. Przekazywanie sygnatu przez szlak TNFR1 wymaga zwiazania
biatka RIP do kompleksu receptorowego poprzez domeng TRADD (ang. TNFR-
associated death domain) [3]. W przebiegu §ciezki wewnatrzpochodnej uczestnicza
mitochondria oraz biatka uwalniane z mitochondriow (patrzryc. 1) [3,13].

Sciezka wewnatrzpochodna charakteryzuje si¢ wzrostem przepuszczalno$ci
zewngtrznej blony mitochondrialnej (ang. mitochondrial outer membrane permeabi-
lization MOMP), uwolnieniem cytochromu c z przestrzeni migdzybtonowej mitochon-
drium (ang. mitochondrial intermembrane space, IMS), utworzeniem apoptosomu i
aktywacja kaspaz [3,13]. Wiele typow czasteczek uwolnionych przez mitochondria
wplywa na aktywacje apoptozy sa to m.in. cytochrom ¢, wolne rodniki (ROS) i Ca?*oraz
czynnik inicjujacy apoptoze (ang. apoptosis inducing factor — AIF), [3]. Tak jak w
Sciezce zewnatrzpochodnej gléwna role odgrywata kaspaza 8, tak w $ciezce
wewnatrzpochodnej jest to kaspaza 9, ktora aktywuje kaspazy efektorowe [4,17,18].
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RYCINA 1. Udziat mitochondriow w apoptozie. Pokazano $ciezke apoptozy zewnatrzpochodna zalezna
od receptoréw $mierci FasR (receptor death domains — DD; the death effector domains DED) oraz
wewnatrzpochodna indukowana przez translokacje Bax lub Bad (pro-apoptotycznych biatek rodziny
Bcl-2) do mitochondrium. Bad jest fosforylowane (P) w odpowiedzi na czynniki wzrostowe, w apoptozie
Bad jest defosforylowane przez kalcyneuryng i przemieszczane do mitochondrium, gdzie wiaze Bcel-xL
tworzac PTP (permeability transition pore). Kaspaza 8 tnie biatko Bid, ktoérego C-terminalny fragment
(tBid) przemieszcza si¢ do mitochondrium, aktywuje Bax i pobudza uwolnienie cytochromu ¢ (cyt ¢). W
cytozolu, cyt ¢ aktywuje kaspaze 9 przez wiazanie z Apaf-1 i dATP

Ostatnio udowodniono, iz organellum komorkowym zaangazowanym w proces
apoptozy sa takze lizosomy. W blonie lizosomdw, analogicznie jak w blonie zewngtrznej
mitochondrium powstaja kanaly (LMP — lysosomal-membrane permeabilization)
przepuszczajace substancje zgromadzone w lizosomach. Do cytoplazmy uwalniane sa
wigc katepsyny oraz inne hydrolazy i duza ilo$¢ protonow (H"). Dochodzi do
zakwaszenia $rodowiska komorki, co wtornie aktywuje mitochondrialng $ciezke
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apoptozy i sprzyja powstawaniu MOMP. LMP moze by¢ indukowane przez klasyczne
induktory apoptozy, przekazniki Il rzedu czy toksyny. Do powstania LMP dochodzi
zatem pod wptywem aktywacji receptorow $mierci (przekazywanie sygnatu do lizosomu
przez biatka FAN i RIP), receptorow sigma-2, uszkodzen DNA (p53), stresu
oksydacyjnego (PLA2), staurosporyny, wzrostu stgzenia jonow wapnia w komorce,
czy dziatania sfingozyny [19].

MITOCHONDRIA SA INTEGRATORAMI APOPTOZY

Silne przestanki wskazujace na rolg mitochondridéw w apoptozie pojawily sig, gdy grupa
Newmeyera [20] udowodnita nieodzowno$¢ mitochondriéw w ekstrakcie komorkowym
indukujacym zmiany charakterystyczne dla apoptozy w jadrach komorkowych izolowanych
zkomorek Xenopus. Kolejne prace pokazaty, ze to cytochrom c uwalniany z mitochondriow
byt konieczny dla aktywacji kaspaz [11]. W kolejnych latach zidentyfikowano cata grupg
biatek bioracych udzial w programowanej $mierci komorki. Wyodrgbniono czynnik
inicjujacy apoptoze AlF (ang. apoptosis inducing factor), czynnik aktywujacy kaspazy
Apaf-1 (ang. apoptosis protease activating factor), a takze liczna rodzing bialek pro- i
anty-apoptotycznych Bcl-2 (ang. B-cell lymphoma protein 2) 1w koncu opisano rowniez
kolejnos¢ aktywacji kaspaz [16,21].

Mitochondria sa miejscem dziatania biatek rodziny Bcl-2/Bcl-X , do ktorej naleza
zardwno biatka pro-, jak i antyapoptotyczne. Do probiatek stymulujacych programowana
$mier¢ komorki naleza Bax (ang. Bcl-2—associated X protein), Bak (ang. Bcl-2-
antagonist/killer), Bad (ang. Bcl-2-antagonist of cell death), Bid (ang. BH3 [B
cell leukemia/lymphoma-2 {Bcl-2} homology domain 3] interacting domain death
agonist), Bim (ang. Bcl-2 interacting mediator of cell death), Bmf (ang. Bcl-2
modifying factor), Noxa, Puma (ang. p53 upregulated modulator of apoptosis),
BNip3 (ang. Bcl-2/adenovirus E1B nineteen kDa-interacting protein 3), 1 Nix (Nip3-
like protein X)/BNip3L (ang. BNip3-like protein). Z kolei do biatek antyapoptotycznych
naleza biatka Bel-2 i Bel-X| (Bcl-x protein long isoform) [13,22,23,24,25]. W blonie
zewngetrznej mitochondrium zakotwiczone jest biatko Bcl-2, a biatka Bid, Bax, Bad,
Bim facza si¢ z blona w czasie apoptozy. Doktadna funkcja proapoptotycznych biatek
nie jest jeszcze wystarczajaco poznana. Wiadomo, iz bialko Bax, nalezace do pierwszej
grupy, tworzy w btonach mitochondrialnych kanaty, przez ktére cytochrom ¢ wyplywa
do cytoplazmy, czemu przeciwdziataja Bcl-2, Bel-X, . Natomiast biatko Bim
najprawdopodobniej promuje uwalnianie cyt ¢ 1 EndoG i przyspiesza apoptoze. Z kolei
funkcja antyapoptotycznych biatek Bel-2 1 Bel-X| jest wiazanie czynnika Apaf-1, co
uniemozliwia jego oddziatywanie z prokaspaza 9. Biatka rodziny Bcl-2/Bcl-X
funkcjonujq zatem jako system przetacznikowy uwalniania cyt ¢ [4,6,14].

Ponadto mitochondria sa organellami, w ktorych nastgpuje integracja sygnatow
apoptotycznych z réznych szlakow (patrz ryc. 2). Klasyczny opis apoptozy przedstawia
dwie mozliwosci aktywacji apoptozy — zewnatrzpochodna oraz wewnatrzpochodna
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RYCINA 2. Integracja sygnalow proapoptotycznych w mitochondrium. Uszkodzenia mikrotubul, kinaza
biatkowa C typu gamma (PKC gamma), kaspaza 8, kaspaza 7, ceramidy, alkalizacja, promlemowame
kmazy Akt (kinaza bialkowa B), Rsks (rybosomalna kinaza S6), uszkodzenia DNA, jony wapnia (Ca )
i pochodne retinoidow oddziatuja na biatka z rodziny Bcl-2. Integracja sygnatdw proapoptotycznych w
mitochondrium prowadzi do uwolnienia biatek z przestrzeni mitochondrialnej (cyt ¢, EndoG, Smac/
DIABLO, HtrA2/Omi, AIF). Bialka te, wraz z wolnymi rodnikami tlenowymi (ROS) aktywuja apoptoz¢

(patrz. wyzej). Niezaleznie od tego, jaki czynnik wywotuje apoptoze, mitochondria
odgrywaja podstawowa rolg w koordynacji i amplifikacji sygnatu auto-degradacji komorki
[4,17]. W wigkszosci komorek kaspaza 8 jest aktywowana poprzez szlak kaspazy 9, a
aktywno$¢ kaspazy 8 prowadzi do wyrzutu cytochromu ¢ z mitochondriow. Kaspaza 8
najczesciej aktywuje pro-kaspaze 3 i biatko Bid (ang. BH3 [B cell leukemia/lymphoma-
2 {Bcl-2} homology domain 3] interacting domain death agonist), proapoptotyczne
biatko zrodziny Bcl-2, co taczy szlak wewnatrz- i zewnatrzpochodny [3,13,18]. Pokazuje
to, iz szlaki czgsto uwazane za dwa odrgbne wzajemnie si¢ zazgbiaja i poteguja swoje
dziatanie. Miejscem w komorce, gdzie fizycznie biatka Sciezki zewnatrz- i wewnatrzpo-
chodnej oddziatuja ze soba, sa wiasnie mitochondria [3,26].

MITOCHONDRIA SEKWESTRUJA BIALKA
PROAPOPTOTYCZNE

Mitochondria reguluja apoptoze na wiele sposobow. Jednym z nich jest akumulacja
czynnikow apoptotycznych i ich uwolnienie, po otrzymaniu sygnatu $mierci. Kilka
proapoptotycznych biatek, takich jak: cytochrom c, AIF, endonukleaza G, HtrA2/Omi,
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Smac/DIABLO jest zlokalizowanych w przestrzeni migdzybtonowej mitochondrium.
Kiedy sa z niej uwalniane, dochodzi do aktywacji kaskad sygnatowych inicjujacych
szlak apoptozy (kaspaza 8 1 9), a takze neutralizacji cytoplazmatycznych inhibitorow
kaspaza i pobudzenia nukleaz [2,16,18,25,27,28,29].

Sposroéd mitochondrialnych biatek proapoptotycznych wiele uwagi poswigcono
cytochromowi c (cyt ¢). Najlepiej poznana jest aktywacja kaspaz przez kompleks cyt
¢ - Apaf-1 w obecnosci ATP. Cytochrom ¢ w cytozolu oddziatuje z biatkiem Apaf-1, co
prowadzi do oligomeryzacji Apaf-1. Oligomery Apaf-1 wiaza si¢ z prokaspaza 9 i
powstaje apoptosom, czyli kompleks aktywujacy prokaspaze 9. Kaspaza 9 aktywuje z
kolei prokaspaze¢ 3, uruchamiajac kaskade kaspaz odpowiedzialng za apoptozg. Po
uwolnieniu cytochromu c sa aktywowane kaspazy: -2, -3, -6, -7, -8, 1 -10 [18,30]. Z
kolei AIF przemieszcza si¢ do jadra, gdzie aktywuje kondensacjg i cigcie chromatyny
przez towarzyszaca mu nukleaze EndoG. AIF przyczynia si¢ takze do rozbicia
kompleksow Apaf-1z Bcl-X| idzigki temu promuje tworzenie apoptosomu [1,29,31].

Kolejnymi biatkami uwalnianymi z przestrzeni migdzybtonowej mitochondriéw po
indukcji apoptozy sa Smac/DIABLO i HtrA2/Omi. Sa to biatka, ktére unieczynniaja
inhibitory kaspaz (IAP, ang. inhibitory apoptotic proteins). W zdrowej komorce biatka
[AP umozliwiaja kontrolg przypadkowego przeciekania kaspaz, gdyz je dezaktywuja i
kieruja do proteasomu [2,16,28,32].

Ponadto z uwolnieniem cytochromu c jest czgsto zwiazane rozprzegnigeie fosforylacji
oksydacyjnej i spadek potencjatu btonowego (AWmt), ktoérego regulacja nalezy takze
do biatek Bcl-2. Eksperymentalnie pokazano, iz niska wartos¢ AWmt jest jednym z
gtéwnych czynnikéw decydujacych o podatnosci komoérek na apoptoze, a komorki
nowotworow czesto charakteryzuje znacznie wyzszy AWmt [16,25,27].

Nalezy pamigtac, iz dla genow wymienionych biatek oddziatujacych z mitochondriami
wykazano liczne mutacje i zmiany ekspresji w komorkach nowotworowych. Przyktado-
wo Apaf-1 czgsto ma zmniejszong ekspresj¢ w czerniakach, a w wypadku kaspazy 8
odnotowano utrate funkcji w nerwiakach niedojrzatych. Bcl-2 z kolei jest czgstokro¢
wyrazany na zbyt wysokim poziomie w chtoniaku grudkowym (chorobie Brilla i
Symmersa), podczas gdy gen biatka Bax jest zmutowany w gruczolakorakach przewodu
pokarmowego, ostrej biataczce limfatycznej, chtoniaku Burkitta i nowotworze trzonu
macicy, a z kolei mutacje genu biatka Bad opisano w nowotworach prostaty, mézgu i
czerniakach [16,31,32,33].

MITOCHONDRIA DECYDUJA O KOMORKOWEJ PULI
WAPNIA

Kolejnym czynnikiem zwiazanym z mitochondriami, a regulujacym proces apoptozy
sa jony wapnia. Ca* jest kluczowym regulatorem zycia komoérki. W odpowiedzi na
czynniki patologiczne nastgpuja zmiany st¢zenia Ca>* w r6znych kompartmentach
komorki, co moze indukowaé apoptoze. Przedtuzone zmiany w stezeniu Ca* w
cytoplazmie, mitochondrium i jadrze wywotuja kaskade zdarzen prowadzacych do
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$mierci komorki. Po zadziataniu bodzZca uwolnione z ER Ca*" wiaza sie z wieloma
czynnikami, m.in. z kalpaina, lub kalcyneuryna. Kalpaina to proteaza cysteinowa, ktora
aktywuje Bax i Bid, co z kolei promuje ich przej$cie do mitochondrium. Efektem tej
translokacji biatek Bax i Bid jest uwolnienie cytochromu ¢ z mitochondrium. Réwniez
nadmiar Ca?>* w mitochondrium stymuluje uwolnienie biatek zlokalizowanych w
przestrzeni migdzyblonowej: cyt ¢, Smac/Diablo, Omi/HtrA2, pro-kaspaz. Aby
skomplikowac sprawg, dynamika rozmieszczenia Ca** w organellach jest regulowana
m.in. przez opisane wczesniej biatka z rodziny Bel-2 [3,5,15,34].
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RYCINA 3. Rola jonéw wapnia i cyklofilina D w apoptozie. W zaleznej od wapnia apoptozie
podstawowa rola przypada PTP (ang. permeability transition pore). ROS uszkadzaja blonowe biatka
mitochondrialne. Jesli ilos¢ uszkodzen jest njewielka, cyklofilina D zamyka pory tworzac kompleks ze
zle sfaldowanyml biatkami. Kiedy poziom Ca’ w mitochondrium wzrasta na skutek nadmierne;j aktywaql
cyklofilina D wiaze si¢ wowczas z naplywajacymi jonami wapnia, a wigc nie wiaze biatek, a kanat si¢
otwiera
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Jedna z hipotez mowi, iz gtdéwna rol¢ w zaleznej od wapnia apoptozie wywolanej
przez mitochondria odgrywaja PTP (ang. permeability transition pore) i ich
podjednostka — cyklofilina D (patrz ryc. 3). ROS uszkadzaja btonowe biatka
mitochondrialne. Biatka te ulegaja rozfaldowaniu, co powoduje ekspozycje¢ hydrofilowych
reszt aminokwasowych do btony lipidowej. W konsekwencji uszkodzone biatka agreguja
powierzchniami hydrofilowymi i moga tworzy¢ pory przepuszczajace niewielkie
czasteczki, np. cyt c. Jesli ilo$¢ uszkodzen jest niewielka, mitochondrialne biatka
opiekuncze reguluja przepuszczalno$¢ powstatych porow. Jednym z bioracych w tym
udziat biatek opiekunczych jest wiasnie cyklofilina D —izomeraza prolylowa zlokalizowana
od strony macierzy mitochondrialnej. W warunkach fizjologicznych kompleks cyklofiliny
ibialek Zle sfaldowanych zamyka por. Tak jest tylko do czasu, dopoki poziom Ca* nie
wzros$nie w mitochondrium na skutek nadmiernej aktywacji, jak np. po uszkodzeniu
komorki przez patogen. Cyklofilina D wiaze si¢ wowczas z naptywajacymi jonami
wapnia, w zwiazku z czym nie wiaze juz biatek i kanat si¢ otwiera. Alternatywnie,
niezaleznie od ilosci jondw wapnia w mitochondrium, biatka blonowe sa niszczone przez
ROS. Kiedy liczba Zle sfatdowanych biatek w blonie przewyzszy liczbg dostepnych
biatek opiekunczych, pory otwieraja sig, tak jak ma to miejsce przy mutacjach biatek
OXPHOS. Wydaje sig jednak, iz jony wapnia wptywaja na mitochondria takze w innych
mechanizmach [15,34,35,36,37].

MITOCHONDRIA SA MIEJSCEM DZIAYLANIA p53

Dotychczas udato si¢ opisac kilka wzajemnie zazebiajacych si¢ szlakow prowa-
dzacych do nieodwracalnej degradacji komorki [3]. Jeden z podstawowych szlakow
apoptozy przebiega w sposob zalezny od aktywnosci biatka p53 [22,38]. p53-zalezna
Sciezka apoptozy polega na dziataniu p53 jako czynnika transkrypcyjnego, ale takze
jego aktywnosci w funkcjach innych niz regulacja ekspresji genu na poziomie inicjacji
transkrypcji. Procesy te nie sa jednak doktadnie poznane [22,39]. Wiemy, iz apoptoza
wywotana przez p53 obejmuje aktywacj¢ kompleksu Apaf-1-kaspaza-9 [22]. Udato
si¢ pokazacé, iz cze$¢ cytoplazmatycznego biatka p53 na poczatku procesu apoptozy
przemieszcza si¢ do mitochondrium i jest tam akumulowana na jego powierzchni.
Gromadzenie p53 w mitochondrium zachodzi w ciagu godziny od aktywacji p53
nastgpujacej po zadzialaniu czynnikow toksycznych [40]. Po transporcie pS3 w okolice
mitochondrium dochodzi do spadku AWm, uwolnienia cyt c i aktywacji pro-kaspazy-3
[39]. W dalszym etapie odpowiedzi komorki dochodzi do zwigkszenia ekspresji biatka
PUMA (w ciagu 2 godzin), NOXA (w 4 godziny) i Bax (w 8 godzin) [41]. Wida¢
zatem, iz dla zajScia apoptozy, p53 dziala zard6wno w jadrze — wiazac si¢ z DNA
(promotory genow) oraz jako biatko cytoplazmatyczne taczac si¢ z blona mitochondrialng
(patrz ryc. 4) lub po przemieszczeniu do mitochondrium. W odpowiedzi na uszkodzenie
komorki p53 przemieszczane jest do mitochondrium. Czg$¢ pS3 pozostaje zwigzana z
zewngetrzna btona mitochondrialna, natomiast czg$¢ jest przemieszczana do matriks
mitochondrium. Dotychczas udato si¢ zlokalizowac p53 w potaczeniu z Hsp70 i Hsp60
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RYCINA 4. Udziat pS3 w apoptozie. Biatko pS3 w czasie apoptozy pobudza uwalnianie cytochromu ¢
z mitochondrium. p53, ktore lokalizuje si¢ w btonie zewngtrznej mitochondrium, wiaze si¢ z biatkami z
rodziny Bel-2 tworzac kompleksy p53/BelX  ip53/Bel2. W matriks mitochondrialnej wiaze si¢ z mtHsp70,
co moze prowadzié¢ do utraty funkcji cZynnika transkrypcyjnego. W jadrze p53 jest czynnikiem
transkrypcyjnym dla biatek proapoptotycznych (Bax, Apaf-1, PUMA, Noxa)

nalezacymi do kompleksu transportujacego biatka poprzez btong mitochondrium [42,43].
Ponadto w cytoplazmie, w wyniku proteolitycznego cigcia p53 przez kaspazy powstaja
cztery polipeptydy, z ktorych dwa pozbawione sa sygnatu lokalizacji jadrowej i pozostaja w
cytoplazmie. Polipeptydy te przemieszczane sa do mitochondrium, co prowadzi do
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depolaryzacji i obnizenia potencjatu mitochondrialnego [44]. W koncu przemieszczenie pS3
do mitochondrium powoduje uwolnienie cytochromu ¢ do cytoplazmy. Jednak szczegoty
mechanizmu, w ktorym p53 wptywa na uwalnianie cyt ¢ zmitochondrium, sa wciaz nieznane
[22]. p53, ktore lokalizuje sig¢ w blonie zewngetrznej mitochondrium, wiaze si¢ z biatkami z
rodziny Bcl-2, ktore tworza w blonie mitochondrium kanat umozliwiajacy wyptyw cyt c.
Dotychczas udalo sig zlokalizowa¢ kompleksy p53/BclX, ip53/Bcl2 [40]. Wiazanie Bel2 z
p53, ktdre nastgpuje w odpowiedzi na uszkodzenia DNA, zachodzi dzigki rozrywaniu
kompleksow Bcel2-Bax. Jest to mozliwe, poniewaz p53 wiaze si¢ z domena FLD biatka
Bcl2 (ang. flexible loop regulatory domain, FLD). Biatko p53 wplywa na wiazanie Bel2
z Bax wigzac sig z regionem od 32 do 68 aminokwasu w regionie regulatorowym domeny
FLD (ang. negative regulatory region of the FLD) [45].

Z kolei jako czynnik transkrypcyjny p53 podnosi ekspresje biatek mitochondrialnych
bioracych udziat w apoptozie. Naleza do nich aktywator pro-kaspazy-9 — Apafl, kilka
bialek pro-apoptotycznych rodziny Bcl-2 [23,24], a takze inne biatka proapoptotyczne:
Bax, Bid, Asc, Apaf-1,Kaspaza-6, Fas [46,47,48], Noxa [49] i Puma [24]. Do repertuaru
tego dotaczaja takze biatka receptorowe CD95 (Fas/APO-1) i Killer/DRS5 oraz biatko
rozprzegajace potencjat mitochondrialny — PS3AIP1 [22,50]. Ostatnio wykazano rowniez
interakcje p53 z mitochondrialnym czynnikiem transkrypcyjnym A (mtTFA) [51] oraz
polimeraza y[52], ktore takze wydaja si¢ mie¢ znaczenie dla homeostazy komorki i jej
potencjalnego wejscia na $ciezkg apoptozy. p53 wiaze mtTFA, co 10-20-krotnie
podwyzsza jego wydajnos¢ w naprawianiu uszkodzenia mtDNA [51], a wiazac
mitochondrialna polimerazg DNA (Poly) wspomaga replikacje [52]. Oba te oddziatywa-
nia zdaja si¢ zmniejsza¢ ilo§¢ uszkodzen mtDNA i co za tym idzie zmniejszac
prawdopodobienstwo transformacji lub wejscia w apoptozg. Ponadto wykazano, iz
p53 zlokalizowane w wewngtrznej blonie mitochondrium oddziatuje z biatkami bioracymi
udzial w naprawie mtDNA przez wycinanie (ang. mitochondrial base excision repair
complex — mtBER), co zwigksza ich aktywnos$¢ [53].

MITOCHONDRIALNE BIALKO MORTALINA MOZE
PRZYCZYNIAC SIE DO TRANSFORMACIJI

Od dawna wskazywano na rolg biatek opiekunczych, w tym biatek szoku cieplnego,
w procesie nowotworzenia. W wielu liniach nowotworowych wykazano nadekspresj¢
biatek szoku cieplnego. Do biatek tych nalezy mortalina (mtHsp70, Pbp74, p66mot,
Grp75). Molekularne podstawy nadekspresji biatek opiekunczych w nowotworach nie
sa poznane. Pytanie o etiologig tego stanu pozostaje w duzej mierze bez odpowiedzi, a
iprzyczyna nadekspresji mortaliny pozostaje do ustalenia [54,55,56,57].

mtHsp70 ulega ekspresji konstytutywnej, ale moze by¢ dodatkowo nasilona przez
brak glukozy, jonofory, analogi aminokwasdw, ozon, promieniowanie jonizacyjne,
nadczynnos$¢ tarczycy, niedokrwienie, ale nie przez szok cieplny. Mortalina jest
eksprymowana w kazdej z 60 analizowanych pod tym katem tkanek zdrowych i
nowotworowych. Cecha charakterystyczna jest inna lokalizacja mortaliny w zdrowych
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komorkach, a inna w komoérkach immortalizowanych lub nowotworowych. W obrgbie
calej cytoplazmy jest opisywana w zdrowych liniach komérkowych zwierzecych i
ludzkich, natomiast okotojadrowe rozmieszczenie zostato zaobserwowane w materiatach
z biopsji guzow nowotworowych i w immortalizowanych in vitro komoérkach.
Przesunigcie mortaliny w obszar okotojadrowy obserwowano wraz z postgpujacym
zeztosliwieniem guza, natomiast rewersj¢ tej lokalizacji do rozmieszczenia w calej
cytoplazmie, podczas gdy komorki tracity nie§miertelny fenotyp. Ponadto w wielu liniach
komodrkowych oraz materiale z biopsji guzéw nowotworowych wykazano wysoki poziom
ekspresji mortaliny, co moze razem sugerowac udzial mortaliny w transformacji
nowotworowej [2,54,58,59,60,61].

Nadekspresja mortaliny daje takze przewage we wzroscie, co pokazano na
komorkach HL60 (biataczka), gdzie udowodniono, iz jest ona przyczyna blokady ich
roznicowania. Nadeksprymowana mortalina zapewnia wydluzony czas zycia komorek
1 powoduje immortalizacjg, co pokazano na przyktadzie komorek HFFS (ang. human
foreskin fibroblasts), w ktorych mortalina ulegata wysokiej ekspresji [54,60,61,62].

cDNA mortaliny izolowane ze zdrowych, jak i immortalizowanych komorek ludzkich
ma takg sama sekwencjg, co wskazuje, iz za r6zna dystrybucje tego biatka w komorkach
ludzkich sa odpowiedzialne modyfikacje potranslacyjne lub oddzialywania z innymi
biatkami. Dynamiczna lokalizacja mortaliny 1 jej przynaleznos¢ do grupy bialek szoku
cieplnego pozwala na spekulacje co do jej funkcji i mechanizmu dziatania. Proponowana
jest rola opiekuncza dla biatek mitochondrialnych oraz udzial w homeostazie Ca*" w
mitochondriach. Ze wzgledu na homologi¢ do DnaK (Hsp70 E. coli) proponuje sig, iz
moze ona by¢ zaangazowana w replikacje mtDNA, gdyz dla DnaK udowodniono rolg
w replikacji DNA E. coli [63]. Wiadomo na pewno, ze inaktywacja mtHsp70 u drozdzy
powoduje agregacje mitochondridw. Wysunigto wigc hipoteze, ze mtHsp70 jest konieczne
dla optymalizacji funkcji niezidentyfikowanych jeszcze termo-labilnych biatek mitochon-
drialnych [64].

Istotny wydaje si¢ by¢ fakt, iz mortalina oddziatuje w komorkach ludzkich transformo-
wanych nowotworowo z niezmutowanym p53, cho¢ bialka te nie sa wykrywane razem
w zdrowych komorkach (patrz ryc. 4). Dodatkowo przykuwa uwage fakt, iz
mitochondria, w ktérych zlokalizowano p53, sa potozone blisko jader komérkowych.
Kolokalizacjg p53 i mortaliny w rejonie okotojadrowym wykazano m.in. w komorkach:
HeLa (rak szyjki macicy), A2182 (rak pecherza), U20S (kostniako-migsak), A172
(glejak), NT-2 (potworniak ztosliwy), SY-5Y 1 YKG-1 (nerwiak niedojrzaty) czy MCF7
(rak piersi), natomiast jej brak w zdrowych mysich fibroblastach (linia CMEF), zdrowych
ludzkich fibroblastach TIG-3 czy MRC-5. Wydaje si¢ wysoce prawdopodobne, iz
mortalina funkcjonuje analogicznie do swego cytoplazmatycznego homologa. W ludzkich
komorkach Hsp70 moze wiazac pS3 w cytoplazmie i przyczyniac sig¢ do jego sekwestracji
poza jadrem, co funkcjonalnie prowadzi do utraty funkcji supresora nowotworu, gdyz
zapobiega translokacji p53 do jadra, jako ze C-koncowa domena lokalizacji
cytoplazmatycznej p53 (ang. cytoplasmatic sequestration domain) jest wiazany przez
mot-2 (mysi homolog mortaliny) [54,65,66]. Efektem inaktywacji p53 przez mot-2 jest
obnizenie transkrypcji genow zaleznych od p53, jak p21VA*! i Mdm-2. W opisanym
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mechanizmie mortalina moze przyczyniac si¢ do transformacji komorek. Warto pamigtac,
iz wezesniej sekwestracja pS3 w cytoplazmie zostata udowodniona m.in. w nowotworach
piersi, nerwiaku niedojrzatym, raku jelita grubego, glejaku siatkowki — i mozliwe jest, iz
to wlasnie oddziatywanie mot-p53 miato istotna role w transformacji nowotworowej
tych komorek [54,57,59,60,61].

Dane wskazuja tez na to, iz mot-2 w pewnym stopniu jest dodatkowo odpowiedzialna
za obnizenie stabilnego poziomu p53. Mot-2 miataby by¢ zaangazowana w represj¢
transkrypcji mRNA dla p53 lub degradacje biatka p53. Ponadto ekspresja p53 w
komorkach transfekowanych o duzej ekspresji mortaliny jest opdzniona, a p53 zlokalizo-
wane jest przyjadrowo w stopniu wzrastajacym proporcjonalnie do nasilenia ekspresji
mortaliny. W testach aktywnosci wykazano natomiast rozfaldowanie i inaktywacj¢
p53 przez mortaling. Wydaje si¢ zatem, iz mortalina reguluje aktywnos¢ p53 na wielu
poziomach ekspresji jego genu [58].

Poza opisanym dziataniem na czynniki transkrypcyjne wykazano, iz mortalina wiaze
takze inne typy biatek. Nalezy do nich m.in. MPD (ang. mevalonate pyrophosphate
decarboxylase). MPD przenosi grupy prenylowe w modyfikacji biatek koniecznej dla
ich aktywnosci, m.in. dla p21** (Ras). Z tego wzgledu mortalina w sposob posredni
wplywa na poziom stabilnego Ras — kontrolujac jego prenylacj¢. Nadekspresja mot-2
jest przyczyna stabilizacji MPD, a co za tym idzie obnizonego poziomu Ras [61].

PODSUMOWANIE

Procesem, w ktorym nadliczbowe, stare, lub uszkodzone komorki sa eliminowane z
organizmu, jest apoptoza. Wlasciwy przebieg tego procesu to podstawowy element
homeostazy tkanki, i a co za tym idzie catego organizmu. Mitochondria sa organellami,
w ktorych nastgpuje integracja sygnatow apoptotycznych z réznych szlakow.
Mitochondria w apoptozie, niezaleznie od tego, jaka stymulacja ja wywotuje, odgrywaja
podstawowa role w koordynacji sygnatow autodegradacji komorki. Kazdy z elementow
regulacji apoptozy moze ulec zaburzeniu promujac niekontrolowane podziatly i
immortalizacjg komorki, a w efekcie na poziomie organizmu rozwoj nowotworu [4,5,6].

Mitochondria to organella kluczowe w fizjologii i homeostazie komorki. W ich obrebie
przebiega i krzyzuje si¢ ze soba wiele fundamentalnych szlakow metabolicznych.
Produkty reakcji przebiegajacych w macierzy mitochondrialnej sa czgstokro¢ konieczne
dla przezycia i/lub podziatléw komorki. Integralno$é tancucha transportu elektrondéw i
jego pochodna, jaka jest wydajnos¢ fosforylacji oksydacyjnej, decyduja o stanie
energetycznym komorki. Ten z kolei stanowi klucz do regulacji ekspresji genow w
odpowiedzi na biezace zapotrzebowanie komorki w kontekscie zmian w jej sSrodowisku,
a wigc tkance czy calym organizmie. Z drugiej strony to przeciez odpowiednia ekspresja
genow odpowiada za modulacjg przemian energetycznych. Oczywiste jest, iz procesy
przebiegajace w komorce stanowig nierozerwalna calos¢, a niebuforowalne zmiany
musza prowadzi¢ do rozerwania tej spdjnej sieci zalezno$ci. Mitochondria to wlasnie
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organellum integrujace lwia czg$¢ procesow podstawowych dla przezycia komorki.
Niosa one swoj wlasny niewielki genom (u cztowieka mtDNA koduje 13 polipeptydow)
1 aparat syntezy biatek (tRNA, rybosomy). Mutacje w obrebie mtDNA — jesli skutkuja
w biosyntezie nieprawidtowych peptydéw tancucha transportu elektronow lub zmienio-
nych tRNA — moga przyczynia¢ si¢ do transformacji nowotworowej. Rozprzgganie
fosforylacji oksydacyjnej, rozchwianie gospodarki zelazem, wzmozona produkcja ROS
to moga by¢ wszystko nastepstwa nieprawidtowej sekwencji mtDNA. Kolejnym ogniwem,
ktore moze by¢ zaburzone w czasie biogenezy mitochondriow, jest samo faldowanie
biatek. Jesli grupa biakek opiekunczych zwigzanych z tym organellum jest niefunkcjonalna,
to skutki moga by¢ réwnie powazne jak mutacje w samych podjednostkach tancucha.
Zaburzony transport biatek z cytozolu do mitochondrium, ich akumulacja w macierzy lub
nadmierna degradacja, a takze integracja w nieodpowiedniej proporcji, to wszystko moze
sta¢ sig przyczyna utraty funkcji mitochondriow. W koncu mitochondria stanowia fizycznie
miejsce integracji szlakow pro- i anty-apoptotycznych. Widac zatem, iz od uszkodzenia
mitochondriéw do transformacji nowotworowej juz niedaleko, dlatego nie dziwi fakt, iz
szeroko pojeta dysfunkcja mitochondriow jest jedna z najbardziej znaczacych cech
komorek nowotworowych. Zmiany w mitochondriach manifestuja si¢ na wielu poziomach,
zaro6wno w ich stanie w komorce —homoplazmii versus heteroplazmii, ultrastrukturze —
ksztalcie, wielkosci, stanie metabolicznym — potencjale redoks, wydajnosci produkcji ATP,
a takze w ich biochemii — jako lokalizacja okreslonych biatek (np. p53), czy statusie
molekularnym — mutacje mtDNA. Aktualny stan wiedzy na temat rozwoju chordb
nowotworowych jest wciaz glgboko niezadowalajacy. Glebsze poznanie i zrozumienie
mechanizmow patogenezy chorob mitochondrialnych bedzie konieczne dla ewentualnego
rozwoju nowych terapii. Jako podstawg leczenia mozna by wykorzysta¢ chocby
odmiennos¢ biochemiczna komorek nowotworowych, polegajaca na nadprodukcji wolnych
rodnikéw. Gdyby zablokowa¢ eliminacje wolnych rodnikow 1 doprowadzi¢ do ich
akumulacji, mogltoby to spowodowa¢ letalne uszkodzenia komoérek nowotworowych.
Ingerencja w biogeneze mitochondriéw i ich lokalizacji komérkowej moze stanowi¢ nowe
narzedzie terapii nowotwordw. Pojawily si¢ rozwazania, iz gdyby udato si¢ modulowac
ekspresj¢ biatek mtHsp70, mogloby to pozwoli¢ na naprawe funkcji komorek
nowotworowych tam, gdzie wykazano jej zaburzenia. I cho¢ aktualnie nie mamy
mozliwosci modyfikowania postgpow chorob mitochondrialnych, jednak wciaz rozwijane
sa nowe strategie, co daje nadzieje na przysztosc [2,3,6,11,28,54,67,68,-69,70,71].
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