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Streszczenie: Asymetryczne rozmieszezenie lipidow blonowych ma ogromne znaczenie dla utrzymania pra-
widlowej homeostazy komorek, a tym samym i organizmu. Pomimo iz wiele prac ukazalo si¢ na temat
mechanizméw prowadzacych do zachowania asymetrycznego charakteru rozmieszczenia lipidow blono-
wych, wciaz pojawiaja si¢ nowe doniesienia wyjasniajace to ciekawe zjawisko. Szczegolnie interesujace wyda-
ja si¢ badania dotyczace przemieszczania fosfatydyloseryny (PS) w apoptozie. Niniejszy artykut przedsta-
wia najnowsze teorie dotyczace przemieszczania sig fosfatydyloseryny na powierzchnig komorek.

Stowa kluczowe: fosfatydyloseryna, asymetria, apoptoza.

Summary: The maintenance of transbilayer lipid asymmetry is essential for normal cell membrane func-
tion and homeostasis of organisms. Even though many articles appeared about loss of transmembrane
phospholipid asymmetry, constantly come out new data about this interesting occurrence. The most
noteworthy are studies about phosphatidylserine (PS) externalization in apoptosis. This article present
the latest data about the redistribution of PS on the surface of the cells.
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1. FIZJOLOGICZNE KONSEKWENCJE ASYMETRYCZNEGO
ROZMIESZCZENIA FOSFOLIPIDOW W BLONIE
KOMORKOWEJ

Powszechnie wiadomo, ze dzigki trzem klasom transporterow wewnatrzblonowych
(flipazy, flopazy i1 skramblazy) fosfolipidy sa utrzymywane w zewngtrznej badz
wewngtrznej monowarstwie dwuwarstwy lipidowe;j. Procentowa zawarto$¢ fosfolipi-
dow w poszczegdlnych monowarstwach zalezy od rodzaju btony i funkcji danej komorki.
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Do komorek, w ktorych asymetria btony komorkowej najsilniej jest zaznaczona, naleza
migdzy innymi erytrocyty, w ktorych 80% sfingomieliny (SM) 1 75% fosfatydylocholiny
(PC) jest zlokalizowane w zewngtrznej, a 75% fosfatydyloetanoloaminy (PE) w
wewngetrznej monowarstwie. Fosfatydyloseryna (PS) natomiast znajdowana jest tylko
1 wylacznie w monowarstwie wewngtrznej. Badania z uzyciem fosfolipaz oraz przeciw-
ciat monoklonalnych pozwolity takze oceni¢ rozmieszczenie mniej licznych fosfolipidow.
Stwierdzono iz kwas fosfatydowy (PA), fosfatydyloinozytol (PI) oraz 4,5-difosforan
fosfatydyloinozytolu (PIP2), podobnie jak PS w 80% znajduja si¢ w wewngetrznej, a w
20% w zewngtrznej monowarstwie btony [4].

Jak wazne dla komorki jest utrzymanie asymetrycznego rozmieszczenia fosfolipidow,
swiadczy¢ moga nieprawidtowosci w funkcjonowaniu komorek, w ktorych stwierdzono
zaburzenia w asymetrycznym rozmieszczeniu lipidow blonowych. Utrata asymetrycz-
nego rozmieszczenia lipidow w blonie prowadzi do zmian we wlasciwosciach fizycznych
btony, ktdre z kolei znajduja swe odzwierciedlenie w oddziatywaniach komorka - komorka
1 btona - bialka wewnatrzkomorkowe [9,48]. W wyniku przypadkowych zmian potozenia
lipidéw zaburzeniom moze ulega¢ migdzy innymi aktywno$¢ enzymatycznych biatek
cytoplazmatycznych. Przyktadem takiego biatka jest jeden z najlepiej scharakteryzo-
wanych enzymow zaleznych od fosfolipidow — biatkowa kinaza C. Wiaze sig¢ ona z
cytoplazmatyczna powierzchnia btony komoérkowej. Enzym ten wymaga do pelnej
aktywacji dwéch kofaktorow lipidowych: diacyloglicerolu i fosfatydyloseryny [37].
Utrata asymetrii lipidowej powoduje obnizenie stgzenia tych lipidow w monowarstwie
wewngtrznej 1 redukuje ich interakcje z biatkowa kinaza C i innymi biatkami, ktore
wiaza si¢ poprzez PS z btona. Poniewaz wiele z tych biatek uczestniczy w przekazywaniu
sygnatow w komorce, mozna powiedzieé, ze zmiany w rozktadzie lipidow moga
przyczyni¢ si¢ do zaburzen w przekazywaniu informacji.

O waznosci asymetrycznego utozenia fosfolipidéw moze §wiadczy¢ rowniez fakt,
ze zaburzenia asymetrii lipidow btonowych obserwowane s miedzy innymi w takich
schorzeniach, jak: anemia sierpowata, cukrzyca [9] czy syndrom Scotta [47]. Ponadto
komorki krwi, na ktorych powierzchni jest eksponowana PS, tatwiej przylegaja do
endotelium naczyn wtosowatych, co przyspiesza proces krzepnigcia krwi i moze
powodowac nieoczekiwane zakrzepy.

Przemieszczanie si¢ PS jest tez jednym ze zjawisk obserwowanych w procesie
programowanej $mierci komorki, czyli apoptozie, zarowno w réznych komorkach
jadrzastych jak i bezjadrzastych erytrocytach cztowieka [5,13,31,32,45]. Dzigki
eksternalizacji PS, komorki apoptotyczne sg rozpoznawalne przez makrofagi majace
receptory dla PS i sg przez te makrofagi fagocytowane [6,16].

W badaniach zwiazanych z przemieszczaniem si¢ PS duzo uwagi poswigca si¢ roli
reaktywnych form tlenu. Istnieja doniesienia wskazujace, ze przyczyna przemieszczania
si¢ PS moze by¢ proces utleniania tego fosfolipidu [23,43]. Proces utleniania PS moze
zachodzi¢ zarowno pod wplywem reaktywnych form tlenu (RFT) tworzonych w wyniku
przemian zwiazkoéw egzogennych, jak i w nastgpstwie procesow zachodzacych
wewnatrz komorki, migdzy innymi w procesie apoptozy.
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2. ENZYMY UCZESTNICZACE W REGULACJI POLOZENIA PS

Fosfolipidy moga spontanicznie przemieszczac si¢ migdzy wewnetrzng i zewnetrzng
monowarstwa. Obecne w btonie specjalne enzymy dbaja o to, aby takie fosfolipidy,
ktore zmienity potozenie wracaly na wlasciwa cze$¢ blony [20]. Najwazniejszym
enzymem, ktory reguluje potozenie PS w btonie komdrkowej, jest translokaza aminofosfo-
lipidowa (APT II), biatko o masie 116 kDa (ryc. 1). Zidentyfikowano 4 izoformy APT
II specyficznej dla PS [12]. Translokaza aminofosfolipidowa jest biatkiem wrazliwym
na stres oksydacyjny oraz na alkilowanie jej grup SH [15,43]. Utrata zdolnosci
przemieszczania PS do wewnetrznej monowarstwy moze by¢ przyczyna obecnosci
tego fosfolipidu w monowarstwie zewngtrznej. Poczatkowo proponowano dwa
wyjasnienia:

1 —dochodzi do modyfikacji grup SH translokazy wrazliwych na czynniki utleniajace
i w ten sposdb hamowana jest aktywnos$¢ tego enzymu [15],

2 — APT pozostaje aktywna, ale nie rozpoznaje utlenionej fosfatydyloseryny (PSox)
jako substratu i dochodzi do nagromadzenia PS na powierzchni blony [43]. Jednak
eksperymenty Tyuriny i wsp. [43] wykazaty, ze zarowno PS, jak i PSox sa rozpozna-
wane przez translokaze, co wyklucza t¢ druga teorig.
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RYCINA 1. Translokaza aminofosfolipidowa jest najwazniejszym enzymem regulujacym potozenie
PS w blonie komoérkowej (A). Utrata zdolnosci przemieszczania PS przez translokazg moze by¢
przyczyna obecnosci tego fosfolipidu w monowarstwie zewngtrznej (B) (na podstawie [44] zmody-
fikowany)

W apoptozie w regulowaniu potozenia PS w btonie komorkowej uczestniczy rodzina
biatek ABC [7]. Wykazano, ze eksternalizacj¢ PS powoduje biatko ABCA 1. Inne badania
wskazuja jednak, ze udziat tego biatka w eksponowaniu PS na powierzchni komorki
jest niewielki [40]. Udziat w transporcie PS maja roéwniez aktywowane przez jony
wapnia skramblazy, transportujace lipidy biernie w obie strony [10].
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3. ROLA CYTOCHROMU C

Wedhug grupy Kagana [23, 24] w procesie utleniania i nastepnie eksternalizacji PS
najprawdopodobniej uczestniczy cytochrom ¢ (ryc. 2). Cytochrom c jest to hemoproteina
petniaca funkcjg transportera elektronow pomigdzy kompleksami cytochromow bel a
oksydaza cytochromowa w mitochondriach. Uczestniczy wigc w produkcji energii w
komorce. Potwierdzony jest takze udzial cytochromu ¢ w procesie apoptozy, podczas
ktorej wydostaje si¢ on z mitochondriéw i tworzy w cytoplazmie wraz z czynnikiem
Apaf-1 apoptosom. Ostatnio odkryto jego dodatkowa funkcje w apoptozie. Otdz
stwierdzono, ze uczestniczy on w utlenianiu dwoch fosfolipidow: kardiolipiny (CL)
obecnej w mitochondriach [27] i PS w blonie komérkowej [23]. Cytochrom c jest
biatkiem (pI=10,3), ktére ma w pH fizjologicznym osiem dodatnio natadowanych reszt
aminokwasowych. Moze wigc tworzy¢ wigzania elektrostatyczne z anionowymi
fosfolipidami blonowymi, takimi jak: PS, CL i PI, ktore z kolei obdarzone sg tadunkiem
ujemnym [35,41]. Poprzez elektrostatyczne i hydrofobowe interakcje z ujemnie
natadowana kardiolipina obecna w mitochondriach cytochrom c uzyskuje aktywnos¢
pseudoperoksydazy i katalizuje utlenianie CL. Ta zdolno$¢ cytochromu ¢ do uzyskiwania
aktywnosci enzymatycznej jest mozliwa dzigki obecnosci w czasteczce cytochromu
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RYCINA 2. Udzial cytochromu ¢ w przemieszczaniu PS do zewngtrznej monowarstwy btony
komorkowej (na podstawie [44] zmodyfikowany)
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hemu, ktorego zelazo moze ulega¢ odwracalnemu utlenieniu. W normalnych warunkach
kardiolipina nie wystgpuje na zewnatrz mitochondriéw, ale aktywacja cytochromu ¢ do
peroksydazy jest obserwowana rowniez w innych obszarach cytozolowych. Cytochrom
¢ uwalniany podczas apoptozy z mitochondriéw moze tworzy¢ takze wiazania
elektrostatyczne z PS obecna w wewngtrznej monowarstwie dwuwarstwy lipidowe;.
Silna interakcja migdzy cytochromem c i PS zostata potwierdzona zaro6wno w
modelowych systemach, jak i naturalnych btonach komoérkowych [38,41]. Pomimo iz
powinowactwo cytochromu ¢ do PS jest nizsze niz do CL, cytochrom moze rowniez
tworzy¢ stabilne kompleksy z PS oraz pehi¢ role katalizatora procesu utleniania
fosfolipidu w sposdb analogiczny do reakcji utleniania kardiolipiny w mitochondriach.
W procesie utleniania fosfolipidéw przez cytochrom c istotna rol¢ petnia rowniez
reaktywne formy tlenu (O, i H,O,) generowane podczas apoptozy [23]. Dowodem
na to sa badania Matsury i wsp. [32], w ktorych okazato sig, ze melfalan (czynnik
alkilujacy), ktory indukuje eksternalizacje PSox w komodrkach HL-60, nie powoduje
tego efektu w komorkach HP100 wykazujacych nadekspresje katalazy, enzymu z grupy
oksydoreduktaz, katalizujacej proces rozktadu nadtlenku wodoru (H,0O,) [32]. Potwier-
dzeniem natomiast hipotezy o roli cytochromu ¢ w procesie utleniania PS moga by¢
badania z wykorzystaniem komorek pozbawionych cytochromu c (c-/-). W komorkach
nie zawierajacych tego biatka nie dochodzito do utleniania PS pod wptywem H,O, czy
tBuOOH [22]. Wlaczenie egzogennego cytochromu ¢ do tych komoérek powodowato
odbudowanie wrazliwosci PS na utlenianie i zdolno$ci fosfolipidu do przemieszczania
na powierzchni¢. Ponadto eksperymenty Matsury i wsp. [34] wykazaty, ze obserwowa-
ny z uptywem czasu wzrost ilosci PS na powierzchni komorek skorelowany byt ze
wzrostem ilo$ci cytochromu ¢ pojawiajacego si¢ w cytozolu.

Interesujace jest, ze kaskada reakcji apoptotycznych wywotana przez rozne czynniki
proapoptotyczne powoduje selektywne utlenianie PS, podczas gdy liczniej reprezento-
wane w blonie fosfolipidy, takie jak PC czy PE, sa w znacznie mniejszym stopniu
utleniane lub nawet obserwuje sig brak ich utlenienia [23, 25, 33, 44].

4. BEZPOSREDNIE DOWODY NA OBECNOSC PSox
NA POWIERZCHNI KOMOREK

Pomimo iz w wielu pracach pojawialy si¢ informacje, ze przemieszczanie si¢ PS do
zewngtrznej monowarstwy poprzedzone jest jej utlenieniem, to dopiero badania Matsury
1 wsp. [34] oraz Dimanche-Boitrel i wsp. [11] dostarczyly bezposredniego dowodu na
powstawanie PSox w komodrkach. Wykorzystanie techniki HPTLC pozwolito nie tylko
na potwierdzenie, iz dochodzi do utleniania PS, ale takze na ilosciowe oznaczenie PSox
na powierzchni komorek. Najwigkszy stopien utlenienia PS obserwowano w btonie
plazmatycznej w poréwnaniu z btonami wewngtrznymi organelli komdrkowych, takich
jak: mitochondria, jadro, lizosomy czy mikrosomy [24]. Utlenianie PS poprzedza lub
zbiega si¢ z licznymi procesami apoptotycznymi, m.in. z aktywacja kaspazy 3.
Interesujace jest, ze w komorkach kontrolnych Jurkat PSox wystepuje w niewielkich
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ilosciach wewnatrz komoérki, natomiast nie stwierdza si¢ formy utlenionej na powierzchni
blony plazmatycznej. Dopiero po dodaniu przeciwciat antyFas indukujacych apoptoze w tych
komorkach obserwowano wzrost PSox wewnatrz, jak i pojawienie si¢ fosfolipidu na
powierzchni komorki. Badania z wykorzystaniem sondy DCFH-DA wykazaly, ze Fas indukuje
tworzenie RFT, a w nastgpstwie rowniez ubytek zredukowanego glutationu (GSH) [34].

Powyzsze dane sugeruja, ze przemieszczanie si¢ PS z wewngtrznej do zewngtrzne;j
monowarstwy btony rozpoczyna si¢ dopiero po osiagnigciu przez PS w warunkach
stresu oksydacyjnego poziomu progowego [11].

5. ROLA TRATW LIPIDOWYCH

Badania dotyczace roli tratw lipidowych w eksternalizacji PS wykazaly rdznice migdzy
komoérkami zywymi a apoptotycznymi. Badania z zastosowaniem aneksyny V pozwolity
stwierdzi¢, ze w zywych komorkach PS byta obecna w obrebie tratw lipidowych. Natomiast
w komorkach apoptotycznych PS pojawiala si¢ poza tratwami [21]. Jednak pomimo tego
iz w komorkach tych PS nie byta obserwowana wewnatrz tratw, to mikrodomeny okazaty
si¢ jednak niezbedne do utrzymania fosfolipidu na powierzchni btony. W eksperymentach,
w ktorych za pomoca MCD (ang. methyl-[-cyclodextrin) usuwano cholesterol z btony
komorkowej, notowano drastyczna redukcje liczby komorek apoptotycznych zawie-
rajacych PS w zewnetrznych regionach blony. Obecnos¢ MCD nie wptywata natomiast
na inne markery apoptozy (stopien kondensacji chromatyny nie ulegat zmianie).

Pozostaje wigc pytanie, czy przemieszczanie si¢ PS do zewngtrznej monowarstwy
blony wymaga obecnosci tratw lipidowych. Ishii i wsp. [21] wykazali, ze tratwy sa
strukturalnie modyfikowane podczas apoptozy. Autorzy sugeruja, ze chociaz w
komorkach apoptotycznych nie zmienia si¢ zawartos¢ cholesterolu w tratwach lipido-
wych, to moze zmieniac sig jego rozmieszczenie w mikrodomenach. Te sugestie oparto
na wynikach badan, w ktorych dodana pochodna perfringolizyny (BCQ), selektywnie
laczaca sig z cholesterolem wystgpujacym tylko w regionach blony bogatych w choleste-
rol, nie rozpoznawata w komdrkach apoptotycznych tratw lipidowych. Podczas apoptozy
obserwowano takze zmiany zawartosci PS i PE. Powyzsze zmiany strukturalne tratw
lipidowych wskazuja nie tylko na wystepowanie roznic w procesie eksternalizacji PS
w zywych i apoptotycznych komorkach, ale takze na udziat tratw w selektywnym
usuwaniu niefunkcjonalnych komoérek w drodze fagocytozy [21].

6. UDZIAL. KASPAZ W EKSTERNALIZACJI PS

Szeroko dyskutowany jest udziat kaspaz w eksternalizacji PS. Sa to proteinazy
cysteinowe (ang. caspase-cysteine-dependent aspartate specific protease), ktore
maja kluczowe znaczenie dla przebiegu apoptozy [1, 28]. Jednym z substratow dla
kaspazy 3 jest biatkowa kinaza Cd, ktora fosforyluje skramblaze 1 [19]. W ten sposdb
kaspaza 3 moze wplywac na przemieszczanie PS. Potwierdzeniem udziatu kaspaz w
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translokacji sa badania z inhibitorami kaspaz: Cbz — Val — Ala — ASP (OMe) —
fluorometyloketonu oraz Cbz — Leu — Glu — Thr — ASP (OMe) — fluorometyloketonu.
Ich obecnos¢ hamowata eksponowanie PS w liniach komoérkowych ulegajacych apop-
tozie. To sugerowatoby, iz proces przemieszczania PS jest zalezny od kaspaz [17].
Jednak eksperymenty wielu innych grup wskazuja raczej, ze jest to proces kaspazo-
niezalezny. W limfocytach T, w ktorych apoptoza indukowana byta za pomoca
staurosporyny czy etopozydu, zaden z inhibitorow kaspaz nie spowodowat zahamowania
przemieszczania PS [17].

Ciekawych danych dostarczaja badania prowadzone na dojrzatych erytrocytach
cztowieka. Sa to komorki pozbawione jadra komorkowego i innych organelli komoérkowych,
wigc nie wszystkie mechanizmy obserwowane w innych komoérkach maja miejsce w
erytrocytach. Badania Mandala i wsp. [30] wykazatly po raz pierwszy w erytrocytach
cztowieka, ze w proces przemieszczania fosfatydyloseryny pod wptywem stresu
oksydacyjnego zaangazowana jest kaspaza 3. Prokaspaza 3 w komorkach, poddanych
dziataniu wodoronadtlenku tertbutylu (tBHT), byta aktywowana do kaspazy 3. Wyste-
powanie aktywnej formy kaspazy 3 w erytrocytach potwierdzono na podstawie rozdziatéw
elektroforetycznych oraz w obecnosci Ac-DEVD-pNA, specyficznego substratu kaspazy
3. W przypadku, gdy w roztworze obecny byt inhibitor kaspazy 3, fagocytoza erytrocytow
zachodzita z mniejsza intensywnoscia. W komorkach poddanych dziataniu tBHT
obserwowano takze zmniejszenie aktywnosci translokaz aminofosfolipidéw (flipaz) i
przemieszczanie PS oraz zwigkszona fagocytoze erytrocytow. Wedlug Mandala i wsp.
[30] regulacja procesu przemieszczania PS przez kaspaze 3 moze odbywac si¢ albo
poprzez bezposrednie uszkodzenia translokazy fosfolipidow, albo, co jest bardziej
prawdopodobne, poprzez posredni wptyw na regulatory flipaz. Chociaz rola kaspazy 3 w
tym procesie jest znaczaca, to jednak nie tylko proteaza odpowiada za przemieszczanie
fosfatydyloseryny do powierzchniowej monowarstwy btony. Wykazano bowiem, ze
dodanie inhibitoréw kaspazy 3 nie powodowato catkowitego zahamowania procesu
przemieszczania PS [30]. Rowniez Weil i wsp. [46] zaobserwowali apoptoze w
erytrocytach kurczat wywotang dziataniem staurosporyny i cykloheksimidu zaréwno w
obecnosci, jak i przy braku osocza. Obserwowano zmiang ksztattu komorki, przemieszcze-
nie PS na powierzchni¢ komorki, kondensacjg i1 fragmentacje chromatyny. W przeci-
wienstwie natomiast do komorek Zzaby (Rana) nie notowano aktywacji kaspaz. Proces
apoptozy nie byt tu hamowany przez inhibitor kaspaz.

7. CZYNNIKI ZAPOBIEGAJACE APOPTOTYCZNEJ SMIERCI
KOMOREK

Wolne rodniki generowane podczas apoptozy powoduja utlenianie PS, a w konsek-
wencji rowniez zaburzenia w asymetrii fosfolipidow. Zatem wzmozenie ochrony
antyoksydacyjnej powinno zapobiec temu niekorzystnemu zjawisku. Rzeczywiscie istnieja
liczne doniesienia, ktore sugeruja, ze podwyzszony poziom GSH [3] oraz nadekspresja
enzymow antyoksydacyjnych, takich jak: Mn-dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza i
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tioredoksyny [2, 8, 14], powoduja, ze komorki staja si¢ odporne na czynniki pro-
apoptotyczne generowane podczas apoptozy zachodzacej z udziatem mitochondriow.
Podobnie antyoksydanty niskoczasteczkowe, zar6wno te naturalne (witamina E) jak i
zwiazki farmakologiczne, ktére hamuja utlenianie PS, moga przeciwdziata¢ procesowi
eksternalizacji PS, a tym samym zapobiega¢ wychwytywaniu komorek przez makrofagi.
W komorkach Jurkat witamina E efektywnie hamowata zalezna od cytochromu ¢ zmiang
asymetrii PS podczas apoptozy indukowanej przez aktynomycyng D [18].

Ciekawych danych dostarczyly rowniez badania z wykorzystaniem leku przeciw-
nowotworowego — etopozydu [42]. Jest to selektywnie dziatajacy antyoksydant, ktory
chroni lipidy przed utlenieniem, ale nie hamuje utleniania zwiazkéw tiolowych z powodu
wysokiej reaktywnosci rodnikoéw fenoksylowych etopozydu z grupami SH [26]. Moze
on wige pelni¢ dwojaka funkcjeg: potegowac apoptozg albo zapobiegac utlenianiu PS, a
tym samym przeciwdziata¢ translokacji PS na powierzchnig komorek i zachodzeniu
zjawiska fagocytozy.

W specyficznych warunkach chroni¢ komorki przed apoptoza moze takze endogenna
PS. Rolg ochronng PS stwierdzono w procesie apoptozy indukowanej przez promienio-
wanie UV w komodrkach CHO oraz w komodrkach Neuro-2a preinkubowanych z
kwasem heksadekozanowym. Wzbogacenie medium w wielonienasycony kwas
thuszczowy pobudzato komoérki do zwigkszonej produkceji PS oraz powodowato
zwigkszona translokacjg kinazy Raf-1 do bton. Ze wzgledu na to, iz Raf-1 wspotuczest-
niczy w regulacji apoptotycznych procesow, powyzsze dane sugeruja, ze zarOwno
wzrost wewnatrzkomoérkowej zawartosci PS, jak 1 zmiana lokalizacji kinazy moga
chroni¢ komérki przed apoptoza [29, 36, 39].
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