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Streszczenie

Apoptoza, zwana tez programowang $miercia, jest fizjologicznym procesem powodujacym
wiele zmian zaréwno morfologicznych jak i biochemicznych, zachodzacych w koméree i pro-
wadzacych do jej $mierci. Wraz z procesami proliferacji, réznicowania i dojrzewania odpowie-
dzialna jest za kontrolg liczby i rodzaju komérek, usuwajac zbgdne lub niebezpieczne dla orga-
nizmu. Najwazniejszymi enzymami bioracymi udzial w apoptozie sa kaspazy, ktére hydrolizuja
biatka strukturalne i funkcjonalne, prowadzac ostatecznie do $mierci komérki. Kaspazy synte-
tyzowane sa w komorce jako nieaktywne zymogeny i musza ulec aktywacji, aby mogly petni¢
swoje funkcje. Do aktywacji kaspaz prowadza dwa szlaki: zewngtrzny zwiazany z receptorami
btonowymi i ich ligandami oraz wewngtrzny zalezny od mitochondriéw. Centralnym elemen-
tem w szlaku mitochondrialnym jest specjalny biatkowy kompleks, zwany apoptosomem,
ktéry umozliwia i utatwia aktywacje prokaspazy 9. Do powstania apoptosomu potrzebne jest
biatko Apaf-1, cytochrom ¢ i dATP/ATP. Aktywne apoptosomy powstaja tylko w odpowie-
dzi na dzialanie czynnikéw apoptotycznych. Istnieje wiele czynnikéw regulujacych tworzenie
apoptosomu w fizjologicznych warunkach. Wykazano, ze zaburzenia tworzenia apoptosomu
majg istotne znaczenie w patogenezie nowotwordw i wystgpowaniu ich opornosci na chemio-
terapig. Dlatego tez trwaja badania nad znalezieniem zwiazkéw, keére beda mogly indukowaé
lub hamowa¢ powstawanie apoptosomu, a to bedzie miato duze znaczenie w przypadku lecze-
nia chorych na nowotwory i choroby wynikajace z nadmiernie zachodzacego procesu apop-
tozy. W pracy oméwiono budowg i mechanizm powstawania apoptosomu, jego regulacji oraz
wykorzystania jako potencjalnego celu terapeutycznego.

Skoncentrowano si¢ na ogélnej charakterystyce apoptosomu, jego roli i mechanizmie powsta-
wania. Poza tym przedstawiono regulacje jego aktywnosci i zwrécono uwage na rolg zaburzeri
aktywnosci apoptosomu w karcynogenezie i chemioopornosci. Szczeg6lng uwage poswieco-
no zwigzkom zdolnym wplywaé na tworzenie i aktywacj¢ apoptosomu, ktére moga stanowi¢
w przysztosci ciekawe narzedzia terapeutyczne

apoptoza - mitochondrium - kaspazy - apoptosame - Apaf-1

Summary

Apoptosis, also called programmed cell death, is a physiological process that causes a number of
morphological and biochemical changes, occurring in the cell and leading to its death. Along with
the processes of proliferation, differentiation and maturation, it is responsible for controlling the
amount and types of cells, removing those that are unnecessary or dangerous for the organism.

*Publikacja sfinansowana przez Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach (KNW-1-004/D/2/0).
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The most important enzymes involved in apoptosis are caspases, which hydrolyze the structural
and functional proteins, ultimately leading to cell death. The caspases are synthesized in the cell
as inactive zymogens and have to be activated in order to perform their functions. Two pathways
lead to the activation of caspases: the extrinsic pathway associated with membrane receptors
and their ligands, and the intrinsic pathway dependent on mitochondria. The central element
in the mitochondrial pathway is a special protein complex, the apoptosome, which enables and
facilitates the activation of procaspase 9. Apaf-1, cytochrome c and dATP/ATP are needed to
form the apoptosome. Active apoptosomes arise only in response to apoptotic agents. There are
many factors regulating apoptosome formation in physiological conditions. It was shown that
disorders in apoptosome formation have great importance in the pathogenesis of cancer and the
occurrence of resistance to chemotherapy. Therefore, research continues on finding compounds
which are able to induce or inhibit the formation of the apoptosome. The results of this research
will have great importance for the treatment of cancers or diseases resulting from an excessively
prolonged process of apoptosis. In this paper the general characteristics of the apoptosome, its
role and mechanism of formation are presented. Additional information is given on the regula-
tion of its activity and on the role of disturbance of apoptosome activity in cancerogenesis and
chemoresistance. Particular attention is paid to those compounds that are able to influence the
formation and activation of the apoptosome, and may in future be interesting therapeutic tools.
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Wykaz skrotow: ~ Apaf-1 — czynnik 1 aktywujacy proteazy apoptotyczne (apoptotic protease-activating factor

1); Bcl-2 — rodzina biatek proapoptotycznych i antyapoptotycznych (B-cell lymphoma/leuke-
mia-2); B-CLL — przewlekia biataczka limfocytowa B-komérkowa (B-cell chronic lymphocytic
leukemia); BIR — funkcjonalna jednostka biatek IAP (baculoviral IAP repeat); CARD — dome-
na aktywadji i rekrutacji kaspaz (caspase activation and recruitment domain); DD — domena
$mierci (death domain); DED — efektorowa domena $mierci (death effector domain); DISC —
degradosom, kompleks sygnatowy, w ktérym aktywowana jest prokaspaza 8 (death inducing
signalling complex); FADD — biatko adaptorowe faczace si¢ z receptorem Fas (Fas-associated
death domain containing protein); HD1 — domena helikalna 1 (small helical domain); HD2 —
druga domena helikalna zwana inaczej domeng superhelikalng (second helical domain); HDAC
— deacetylazy histonéw (histone deacetylases); Hsps — biatka szoku cieplnego (heat shock pro-
teins); IAPS — biatka inhibitorowe apoptozy (inhibitors of apoptosis proteins); NBD — domena
wiazaca nukleotydy typu o/ (nucleotide binding domain); NOD — domena wigzania nukleoty-
déw i oligomeryzacji (nucleotide binding and oligomerization domain); Omi/HtrA2 — proteaza
serynowa, antagonista IAPs, wigzaca inhibitory kaspaz (IAPs) (high temperature requirement
A2 serine protease); RING — domena biatek IAP o strukturze palca cynkowego, ktéra ma akeyw-
no$¢ ligazy E3 ubikwitynowej (really interesting new gene); Smac/DIABLO — mitochondrialny
czynnik 2 aktywujacy kaspazy, wiazacy inhibitory kaspaz (IAPs) (second mitochondria-derived
activator of caspases/direct IAP binding protein with low pI); TNF — czynnik martwicy no-
wotworéw (tumor necrosis factor); WHD — domena skrzydlatej helisy (winged helix domain);
WRD — domena powtdrzen WD40 (WD40 repeat domain); XIAP — inhibitor apoptozy sprzg-
zony z chromosomem X (X-linked inhibitor of apoptosis protein).
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Wsrep

Apoptoza jest ewolucyjnie zachowanym, genetycznie
kontrolowanym procesem programowanej $mierci ko-
morki, ktdry stanowi istotny element prawidlowego
rozwoju organizmu i homeostazy tkanki [4,17]. Apop-
toza powoduje wiele zmian morfologicznych, takich jak
zmniejszenie objetosci komoérki, obkurczanie cytopla-
zmy komoérkowej, kondensacje chromartyny, paczkowa-
nie blony komérkowej, a w kocowym efekcie tworze-
nie ciatek apoptotycznych, ktére sa szybko fagocytowane
przez sasiadujace komérki [32,35]. Rozregulowanie tego
procesu moze prowadzi¢ do obnizenia odpornosci, roz-
woju nowotwordw, choréb autoimmunologicznych
i neurodegeneracyjnych [4,21].

Celem apoptotycznego programu jest aktywacja kaspaz,
swoistych proteaz, ktére powodujg $mieré¢ komérki po-
przez hydrolize réznych biatek strukeuralnych i funk-
cjonalnych [28,63]. Syntetyzowane sa w komorce jako
nieaktywne zymogeny (prokaspazy) i aktywowane przez
autoproteoliz¢ badz tez dziatanie innych kaspaz lub pro-
teaz. Kaspazy inicjatorowe (kaspaza 2, 8, 9, 10), ktére s
aktywowane jako pierwsze, zapoczatkowuja dziatanie ka-

skady kaspaz wykonawczych (kaspaza 3, 6, 7) prowadza-
cej do $mierci komérki. Ich aktywacja wymaga jednak
biatkowego kompleksu, ktdry zapewnia bliskie ulozenie
zymogendw niezbedne do autokatalizy lub allosterycznie
aktywuje zymogen bez przetwarzania go [7,49]. W ko-
morkach ssakéw do aktywacji kaspaz prowadza dwa do-
brze opisane szlaki: szlak zwiazany z blong komérkowa
(szlak zewnetrzny) i szlak zalezny od mitochondriéw
(szlak wewngtrzny) [22,54,63].

Zewngtrzny szlak opiera si¢ gléwnie na receptorach
btonowych oraz ich ligandach. Sa to przewaznie biat-
ka nadrodziny receptoréw TNF (tumor necrosis factor)
[5]. Ligand wiazac si¢ z receptorem odstania domeny
$mierci DD (death domain) od cytoplazmatycznej stro-
ny blony, co umozliwia przylaczenie czasteczki adapto-
rowej FADD. Ta adaptorowa czasteczka ma réwniez
domen¢ DED (death effector domain), poprzez ktérg
taczy si¢ z analogiczng domeng prokaspazy 8 lub 10,
tworzac kompleks DISC, zwany inaczej degradoso-
mem. W wyniku tego dochodzi do aktywacji przez au-
toproteolizg prokaspazy 8 lub 10, ktéra nastgpnie akty-
wuje prokaspazg 3 [7,18] (ryc. 1A).

aktywacja prokaspazy 8

aktywacja kaspaz efektorowych

|

APOPTOZA

} Apoptosom

l

aktywacja prokaspazy 9

/

Ryc. 1. Schemat szlakéw apoptozy; 1A — szlak zewnetrzny (receptorowy), 1B — szlak wewnetrzny (mitochondrialny)
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Szlak mitochondrialny jest inicjowany na skutek wzrostu
stezenia jonéw wapnia w cytoplazmie, zaburzed trans-
portu elektrolitéw, uszkodzen DNA oraz wzrostu ste-
zenia reaktywnych form tlenu, tlenku azotu lub toksyn
[33]. W wyniku tych wewnatrzkomérkowych sygnatéw
nastgpuje uwolnienie cytochromu ¢ z przestrzeni mig-
dzyblonowej mitochondrium do cytoplazmy. Uwolnio-
ny cytochrom ¢ Iaczy si¢ z biatkiem adaptorowym Apaf-1
i w obecnosci dATP/ATP tworzy cytosolowy kompleks
biatkowy zwany apoptosomem. Kompleks ten stuzy na-
stepnie jako platforma do aktywacji prokaspazy 9. Zak-
tywowana kaspaza 9 pozostaje zwigzana z apoptosomenm,
rekrutujac i aktywujac kaspazy efektorowe 3 i/lub 7
[7,18,49] (ryc. 1 B).

AroPToSOM

Odkrycie apoptosomu ma swoje korzenie w przefomowe;j
pracy Wanga i wsp. [39]. Opracowali oni system akty-
wadji kaspaz oparty na ekstraktach cytosolowych pocho-
dzacych z komérek HeLa, kedry byt stymulowany przez
dATP. Stosujac klasyczne metody oczyszczania biatek od-
dzielili trzy czynniki aktywujace kaspazy (Apaf-1-3), kto-
re okazaly si¢ gtéwnymi sktadowymi mitochondrialnego
szlaku apoptozy. Apaf-1 byt homologiem biatka adapto-
rowego CED-4 nicienia Caenorbabditis elegans, Apaf-2
zostat zidentyfikowany jako cytochrom c [4], natomiast
Apaf-3 jako kaspaza 9 [12,39]. Aktywacja prokaspa-
zy 9 wymaga Apaf-1, kedry w obecnosci cytochromu ¢
i dATP/ATP oligomeryzuje, tworzac platforme sygnaliza-
cyjna w ksztalcie kota, zwang apoptosomem [34].

Struktura Apaf-1

Apaf-1 jest 130 kDa biatkiem wyst¢pujacym w cytoso-
lu, petniacym istotna rol¢ w zaleznej od cytochromu
c aktywacji kaspaz [11,14]. Apaf-1 sktada sie z trzech
gléwnych domen: N-terminalnej domeny aktywacji
i rekrutacji kaspaz (CARD), centralnej domeny wiaza-
nia nukleotydéw i oligomeryzacji — NOD, okreslanej
réwniez jako NB-ARC oraz C-koncowej regulatorowe;j

domeny 15 powtérzet WD40 (WRD). Domena CARD
jest odpowiedzialna za interakcje z domeng CARD pro-
kaspazy 9 [7,37,49]. Funkcja domeny NOD, ktéra za-
wiera motywy Walkera (zachowane motywy aminokwa-
séw odpowiedzialne za wiazanie ATP/dATP i Mg*"),
jest zalezna od nukleotydéw oligomeryzacja. Sktada si¢
z regionu ATP-azy, ktéry umiejscawia Apaf-1 w rodzi-
nie AAA+ ATP-az i jest zorganizowany w domeng wia-
z3¢ca nukleotydy typu o/ (NBD) i domeng helikalng
(HD1). Po tym regionie wystgpuje domena skrzydla-
tej helisy (WHD) i druga domena helikalna (HD2)
zwana inaczej domeng superhelikalng [24,40,49]. Re-
gion powtdrzern WD40 jest odpowiedzialny za wigza-
nie cytochromu ¢ i musi negatywnie regulowaé Apaf-
1, gdyz jego usuniecie powoduje powstanie aktywnej
postaci tego biatka [2,6]. Zidentyfikowano cztery réz-
ne izoformy Apaf-1 w komoérkach ssakéw, znane jako
Apaf-1 (Apaf-1S), Apaf-1XL/Apaf-1L-WD13, Apaf-
-1LN i Apaf-1LC/Apaf-1L [8,12], z ktérych kazda
zawiera jedna lub dwie wstawki 11 aminokwaséw na
N-koncu i dodatkowe powtdrzenie WD40 (43 aa) na
C-koricu [14,22,40]. Dodatkowe powtdrzenie WD-
40 ma zasadnicze znaczenie dla izoform, gdyz tylko
te izoformy sa w stanie wspiera¢ aktywacje kaspaz [8].
Wstawka 11-aminokwasowa miedzy domenami CARD
a NOD w niekt6rych izoformach prawdopodobnie nie
bierze udzialu w wiazaniu cytochromu ¢ lub aktywa-
¢ji kaspaz [12]. W przypadku braku sygnatu apopto-
tycznego, Apaf-1 wystepuje jako nieaktywny monomer
zwiazany z dATP/ATD, w ktérym region domen CARD
i NOD przyjmuje zwarta strukture, a region powtdrzen
WD40 dodatkowo go maskuje, co zapobiega oligome-
ryzacji i wiazaniu prokaspazy 9 [14,37,49] (ryc. 2A).
Istnieja niejasnosci co do rodzaju zwiazanego nukleoty-
du w nieaktywnym monomerze. Wedtug badari prze-
prowadzonych przez Wanga i wsp. [34], monomerycz-
ny Apaf-1 oczyszczony z komérek sf21 zawieral dATP.
Wyniki innych badan zaprzeczaja tym ustaleniom wy-
kazujac, ze oczyszczony Apaf-1 z komérek réznych ga-
tunkéw owadéw i Escherichia coli byt zwiazany z ADP

(5,48,80].
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Ryc. 2. Mechanizm powstawania apoptosomu; A — zablokowana postac Apaf-1, B — pototwarta postac Apaf-1, C - struktura apoptosomu (opis w tekscie)
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Znaczenie nukleotydéw i cytochromu ¢
w powstawaniu apoptosomu

Apaf-1 wystgpuje w nieaktywnej postaci w komérkach
i jest aktywowany przez wiazanie cytochromu ¢ i dATP/
ATP. Cytochrom ¢ uwolniony z mitochondrium wiaze
si¢ z domeng powtérzen WD40 biatka Apaf-1 odsta-
niajac zablokowane N-terminalne regiony i wyzwalajac
hydrolize zwiazanego z Apaf-1 dATP/ATP do dADP/
ADP [18,37] (ryc. 2B). W przypadku gdy zwiazanym
nukleotydem jest ADP hydroliza nie jest konieczna do
powstania apoptosomu [7,80]. Mimo ze blokada zostaje
zwolniona, badania z uzyciem Apaf-1, w ktérym region
WDA40 zostat usunicty (AWD40) wykazaly, ze dome-
ny CARD, ATP-azy (domena NBD, domena helikalna
1) i domena skrzydlatej helisy tworza zwarta strukture
z dADP/ADP w jej centrum. W wyniku tego domena
CARD jest niedostgpna dla prokaspazy 9 i ostabiona jest
zdolno$¢ Apaf-1 do tworzenia oligomeréw [6,49]. Zwia-
zany z dADP/ADP Apaf-1 pozostaje nieaktywny, dopiero
wymiana dADP/ADP na cytosolowy dATP/ATP powo-
duje zmiany konformacyjne, dzigki ktérym mozliwe jest
powstanie apoptosomu [34,77]. Wymiana dADP/ADP
na dATP/ATP stanowi mechanizm kontrolny, dADP/
ADP blokuje Apaf-1, podczas gdy wiazanie dATP/ATP
przelacza Apaf-1 do konformacji aktywnej. Apaf-1 wy-
korzystuje hydroliz¢ i wymiang JADP/ADP-dATP/ATP
w celu przefaczania miedzy poszczegdlnymi konforma-
cjami [6,49]. W przypadku braku dATP/ATP Apaf-1 nie
bedzie tworzyt apoptosomu, zamiast tego moze tworzy¢

nieaktywne agregaty [34].
Struktura apoptosomu

Liczne badania oparte na kriomikroskopii elektronowe;j
zostaly przeprowadzone w celu identyfikacji struktury
apoptosomu. Prace Yuana i wsp. [80] dostarczaja obrazu
tej platformy w rozdzielczosci 9,5 A. Wykazaly one kom-
pleks w ksztalcie kota sktadajacy si¢ z siedmiu czasteczek
Apaf-1, w ktérym domeny CARD tworza pierscien usy-
tuowany powyzej centralnego rdzenia (ryc. 2C). Rdzert
ten sklada si¢ z dwéch pierécieni: piercienia wewnetrz-
nego zbudowanego z domen NBD, otoczonego pierscie-
niem zewnetrznym, ktéry zawiera domene helikalng 1
(HD1) i domeng skrzydlatej helisy (WHD). W central-
nym rdzeniu domena WHD stanowi pomost migdzy
dwiema sasiednimi parami domen NBD-HD1. Siedem
ramion utworzonych przez domen¢ HD2 odchodzi od
rdzenia. Na koncu kazdego ramienia znajduje si¢ obszar
regulacyjny, czyli region 15 powtérzen WD-40, ktéry
tworzy dwie domeny siedmioptatowego i o$mioptatowe-
go beta-$migta z cytochromem ¢ umieszczonym pomie-
dzy nimi [1,48,77,80].

Aktywacja prokaspazy 9

Powstawanie apoptosomu pozwala na odstonigcie domen
CARD biatek Apaf-1. Odstoni¢te domeny CARD Apaf-
1 sa luzno zwigzane z apoptosomem poprzez tacznik

CARD-NBD i moga oddziatywa¢ z domenami CARD

prokaspaz 9, tworzac struktur¢ podobna do dysku,
znajdujaca si¢ powyzej centralnego rdzenia [48,77,80].
Mogloby si¢ wydawa¢, ze do bedacego heprametrem
apoptosomu powinno si¢ przylaczaé siedem czasteczek
prokaspazy 9, jednak ostatnie wyniki badani sugeruja,
ze Apaf-1 i prokaspaza 9 nie wystepuja w stosunku 1:1
w apoptosomie [42,70].

Tak jak inne kaspazy, kaspaza 9 jest dimerem w aktywnej
postaci, w odréznieniu jednak od kaspaz efektorowych
zymogen kaspazy 9 jest przede wszystkim monomerem
w fizjologicznym stezeniu [7,18]. Kaspazy inicjatorowe s
aktywowane na ogét przez autokatalityczne wewnatrztani-
cuchowe cigcia, jednak okazalo sie, ze nie sg one niezbedne
do aktywadji prokaspazy 9, prawdopodobnie ze wzgledu
na elastyczno$¢ wynikajaca z niezwykle diugiego facznika
miedzy jej podjednostka duza i malg [2,50,58]. Zaktywo-
wana kaspaza 9 pozostaje polaczona z apoptosomem i wy-
kazuje katalityczng akeywno$é, keédra jest o trzy rzedy wiel-
kosci wyzsza niz uwolnionej kaspazy 9, co moze $wiadczy¢
o tym, ze tak powstaly kompleks dziala jak holoenzym
[7,51]. Aktywna kaspaza 9 moze potem aktywowal pro-
kaspazg 3 i prokaspazg 7, co prowadzi do proteolizy bia-
tek i zmian morfologicznych w koméree, a ostatecznie do
jej $mierci [54]. Poza tym badania wykazaly, ze apopto-
som ma znaczenie w zwigkszaniu powinowactwa kaspazy
9 do prokaspazy 3 [76]. Immunoprecypitacja katalitycz-
nie aktywnych apoptosoméw z komérek Jurkat wykaza-
ta, ze oprécz prokaspazy 9 do apoptosomu moze si¢ przy-
tacza¢ prokaspaza 3 i biatko XIAP (X-linked inhibitor of
apoptosis protein) [23]. Okazuje si¢, ze wzajemne oddzia-
tywanie XIAP z kaspaza 9 jest niezbedne do przytaczenia
prokaspazy 3 do apoptosomu. Natomiast Smac lub Omi/
HirA2, kedre sa uwalniane z mitochondrium wraz z cyto-
chromem ¢, mogg wypiera¢ XIAP z apoptosomu, a tym
samym zwigksza¢ aktywnos$¢ apoptosomu [65].

Zaproponowano trzy modele aktywacji prokaspazy 9.
Wedtug modelu indukeji bliskoscia (induced proximi-
ty model) kaspazy inicjatorowe ulegaja aktywacji, gdy
znajda si¢ w bliskiej odleglosci migdzy soba, co zapew-
nia wigzanie do odpowiednich komplekséw biatkowych
[7,53]. Jest on podsumowaniem badan, w ktérych za-
stosowano biatko fuzyjne miedzy kaspazami docelowymi
i heterologiczng domena dimeryzacji, takq jak tandem
FKBPs. Wiazanie domeny z dimerycznym ligandem
FK1012 przybliza kaspazy do siebie, czego wynikiem
jest ich aktywacja [7]. Modyfikacja tego modelu jest mo-
del napedzanej blisko$cia dimeryzacji (proximity-driven
dimerization model) [9]. Wedlug tego modelu apopto-
som rekrutuje monomery prokaspazy 9, umiejscawia-
jac je blisko siebie. Takie rozmieszczenie zwigksza lokal-
ne stgzenie monomerdw prokaspazy 9 w apoptosomie
i sprzyja dimeryzacji, a tym samym ich aktywacji. Jak
okreslono przez strukture krystaliczng dimeru kaspazy 9,
tylko jedna z dwéch podjednostek w dimerze jest akeyw-
na katalitycznie [7,18,54]. Przypuszczalnie nieaktyw-
ne monomery prokaspazy 9 koncentruja si¢ w centrum
apoptosomu rekrutujac dodatkowe monomery proka-
spaz do tworzenia aktywnego holoenzymu [1,58]. Ko-
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lejny model to model indukeji zmian konformacyjnych
(induced conformation model), apoptosom powodujac
konformacyjne zmiany w prokaspazie 9 i utatwiajac ho-
mooligomeryzacj¢ ma aktywna role w jej aktywacji. Jest
to oparte na obserwacji, ze skonstruowana dimeryczna
kaspaza 9 ma inng aktywno$¢ w stosunku do kaspazy
9 zaktywowanej przez apoptosom [7,16]. Prokaspaza
9 moze by¢ aktywowana jako monomer z konforma-
Cja jej miejsca aktywnego stabilizowana bezposrednio
przez apoptosom lub jako homodimer, zgodnie z mo-
delem napedzanej bliskoscia dimeryzacji, z konformacja
jej miejsca aktywnego stabilizowana przez dimer i od-
dziatywanie dimeru z apoptosomem. Istnieje jeszcze
mozliwo$¢, ze prokaspaza 9 jest aktywowana jako ho-
mooligomer wyzszego rzedu z konformacjg jej miejsca
aktywnego stabilizowang zaréwno przez oligomer jak
i apoptosom [79]. Przedstawione modele nie musza wy-
klucza¢ si¢ wzajemnie. W modelu indukcji zmian kon-
formacyjnych dimeryzacja jest traktowana jako szczegél-
ny przypadek, a nie ogélny mechanizm aktywacji kaspaz
inicjatorowych [59].

ApopTosoM CAENORHABDITIS ELEGANS

Po raz pierwszy apoptosom zidentyfikowano u nicienia
Caenorhabditis elegans. Analiza genetyczna doprowadzi-
ta do identyfikacji czterech gendw ced-3, ced-4, ced-9
i egl-1, ktére kontrolujg apoptoze 131 komérek soma-
tycznych podczas rozwoju C. elegans [8,28]. Gdy ko-
morki sa przeznaczone do $mierci CED-3, jedyna znana
apoptotyczna kaspaza u nicienia wystepujaca prawidto-
wo w postaci zymogenu, jest aktywowana przez biatko
adaptorowe CED-4. Jest ono strukturalnie podobne do
ssaczego Apaf-1 [60], zawiera N-korcowa domeng re-
krutacji kaspaz (CARD) [27], kedra pozwala mu wiazaé
si¢ z CARD CED-3 i region NB-ARC, ktéry umozli-
wia zalezna od nukleotydéw oligomeryzacje [85], nie ma
natomiast powtdrzen WD-40 [2,54]. W przypadku bra-
ku bodzca apoptotycznego, oligomeryzacja CED-4 jest
zahamowana przez oddzialywanie z antyapoptotycznym
biatkiem CED-9, ktdre jest zwigzane z blong mitochon-
drialng [12,54]. Jedna czasteczka CED-9 wspétdziata
z asymetrycznym dimerem CED-4, ale tylko specyficz-
nie rozpoznaje jedng z dwdch czasteczek CED-4 poprzez
rozlegly obszar wzajemnego oddzialywania. Ta swoista
interakcja zapobiega aktywacji CED-3 przez CED-4
[72,74]. CED-9 ma seckwencj¢ homologiczng do anty-
apoptotycznych cztonkéw rodziny Bcl-2, jednak u kre-
gowc6w biatka te nie reguluja bezposrednio powstawania
apoptosomu tylko dziataja jako regulatory uwalniania cy-
tochromu c z mitochondrium [7,54]. Zwigkszenie trans-
krypgji biatka EGL-1 w komérkach skazanych na §mier¢
i jego wigzanie z CED-9 powoduje zmiany konforma-
cyjne CED-9, ktére prowadza do jego dysocjacji z kom-
pleksu (CED-4),-CED-9. Uwolniony dimer CED-4
dalej oligomeryzuje do postaci tetrameru, co ufatwia au-
toaktywacje CED-3 [12,72,73]. Uwaza sig, ze oligome-
ryzacja CED-4 prowadzi do nagromadzenia czasteczek
CED-3 blisko siebie, co prowadzi do migdzyczasteczko-
wych autokatalitycznych cig¢ i aktywacji sasiednich cza-

steczek CED-3 [12,75]. Apoptosom C. elegans zawiera
osiem bialek CED-4, zorganizowanych jako tetramer
asymetrycznych dimeréw CED-4. Tych osiem czasteczek
CED-4 tworzy strukture w ksztalcie lejka. Oktamerycz-
ny apoptosom CED-4 wiaze tylko dwie czasteczki CED-
3 [47,63].

Aroprtosom DROSOPHILA MELANOGASTER

Oprécz nicienia C. elegans, apoptosom i jego kompo-
nenty zidentyfikowano u Drosophila melanogaster. Ana-
lizujac genom znaleziono potencjalny homolog ssaczego
Apaf-1, biatko Dark/Hac-1/Dapaf-1 [54]. Tak jak Apaf-
1, ma ono N-koricowa domeng CARD, region NB-ARC
z jego charakterystyczna domena AAA+ ATD-azy i C-
-koricows domeng powtdrzert WD40. Wprawdzie Dark
D. melanogaster zawiera powtérzenia WD40 nie wymaga
jednak cytochromu c i moze by¢ aktywowany przez nie-
znany niemitochondrialny ligand [2,78,79]. Podobnie
jak CED-4, Dark pelni role czasteczki adaptorowej pro-
mujacej oligomeryzacje i aktywacje kaspazy inicjatorowe;j
Dronc, ktdra z kolei rozszczepia i aktywuje kaspaze efek-
torowg DrICE [6]. Strukturg apoptosomu D. melanoga-
ster poznano dzigki elektronowej kriomikroskopii przy
rozdzielczosci 18.8 A. Aktywny apoptosom jest oktame-
rem w ksztalcie kola, ktéry powstaje w obecnoéci dATP
[59]. W zaleznosci od stezenia Dark apoptosom D. mela-
nogaster moze wystgpowaé jako pojedynczy pierécied lub
podwdjny z dwoma oktamerycznymi pierécieniami leza-
cymi jeden na drugim [79].

REGULACIA AKTYWNOSCI APOPTOSOMU

Komérka ma wiele mechanizméw zapewniajacych to,
ze aktywne apoptosomy powstaja tylko w odpowiedzi
na dzialanie czynnikéw apoptotycznych. Wiele czyn-
nikéw jest zaangazowanych w tworzenie apoptosomu
i jego regulacje w fizjologicznych warunkach (ryc. 3).
Fizjologiczne stezenia potasu [13], wapnia [5] i nukle-
otydéw hamujg powstawanie apoptosomu [16]. Potas
powstrzymuje oligomeryzacj¢ biatka Apaf-1, wapn wia-
ze si¢ z Apaf-1 nie dopuszczajac do wymiany nukleoty-
déw, natomiast ATP wiaze si¢ z resztami lizyny obecnymi
na powierzchni cytochromu ¢, nie dopuszczajac do jego
wigzania z biatkiem Apaf-1 [18,20,54]. Podczas apopto-
zy hamujace dzialanie jest zniesione, gdy stezenie cyto-
chromu ¢ w cytosolu zwigksza sig, a stgzenie tych czyn-
nikéw maleje. Mechanizmy te zapewniaja, ze apoptosom
nie powstaje w przypadku wydzielania matych ilosci cy-
tochromu ¢ w zdrowych komérkach [20,22,37].

Istnieje wiele bialek, ktére wplywaja na aktywno$¢ apopto-
somu poprzez bezposrednia interakdjg z jego sktadowymi.
Biatka szoku cieplnego (Hsps) sa molekularnymi chapero-
nami, ktére sg aktywowane w odpowiedzi na stres komér-
kowy, a ich rolg jest ochrona komérki [31]. Wykazano, ze
biatka te zaangazowane s3 w hamowanie apoptozy, regu-
lujac powstawanie apoptosomu. Hsp70 wiaze si¢ z dome-
ng CARD biatka Apaf-1, uniemozliwiajac w ten sposéb
przylaczenie prokaspazy 9 [18,20,22]. Hsp90 oddziatuje
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z biatkiem Apaf-1, hamujac jego oligomeryzacje, a przez
to interakcj¢ migdzy Apaf-1 a prokaspaza 9. Natomiast
Hsp27 hamuje apoptoze poprzez wiazanie cytosolowe-
go cytochromu ¢, zapobiegajac jego interakgji z biatkiem
Apaf-1[20,22,54].

Biatka IAPs (inhibitors of apoptosis proteins) zaangazo-
wane s3 w regulacj¢ aktywnosci apoptosomu. Kazde bial-
ko IAP zawiera od jednej do trzech kopii domen BIR
(baculoviral TAP repeat), ktdre pozwalaja im wiazal sie
z kaspazami, a przez to hamowac ich aktywnos¢. Nie-
ktére IAPs oprécz BIR maja takie domeng RING (really
interesting new gene). Najbardziej poznanym biatkiem
IAP jest biatko XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis
protein) [17,18]. Biatko XIAP wiaze si¢ z natywnym
apoptosomem, oddziatujac z mata podjednostka p12
zaktywowanej kaspazy 9 poprzez domeng BIR3, a jed-
noczesnie z kaspaza 3 i 7 poprzez domeng BIR2, ktéra
wymaga obecnosci tacznika ja poprzedzajacego. Poprzez
domeng RING, ktéra ma aktywnos¢ ligazy E3 ubikwity-

nowej, XIAP prowadzi do ubikwitynacji, a nastgpnie do
degradacji kaspazy 3 i 9 [10,56]. W przypadku niewiel-
kiego stresu komérkowego mata ilos¢ Apaf-1 oligomery-
zuje i rekrutuje prokaspaze 9, ktdra przetwarzana jest do
p35/p12, a jej aktywno$¢ hamowana jest przez XIAP. Tak
wigc, selektywnos$¢ XIAP do przetworzonej postaci ho-
loenzymu Apaf-1/Kaspaza 9 moze stanowi¢ mechanizm
bezpiecznego wytacznika jego przypadkowej aktywacji.
Jednak wplyw bodZcéw chemicznych spowoduje powsta-
nie tylu komplekséw apoptosomu, poprzez ktére dojdzie
do aketywacji wystarczajacej ilosci prokaspazy 3, zdolnej
do przezwycigzenia hamujacego efektu XIAD, ostatecznie
prowadzac do $mierci komérki [11].

Mitochondrialne biatka Smac/Diablo oraz Omi/HtrA2,
ktére sa wydzielane z mitochondriéw wraz z cytochro-
mem ¢, znosza hamujacy wplyw biatka XIAP na aktyw-
no$¢ kaspaz, wiazac si¢ z nim i odrywajac go od apop-
tosomu [19,66]. Biatko Smac zawiera motyw AVPI na
N-koncu, ktéry wiaze si¢ do domeny BIR3 biatka XIAP,

60



tukasz Marek — Rola apoptosomu w aktywacji prokaspazy 9

wypierajac motyw ATPF kaspazy 9 [69]. Smac jednocze-
$nie wiaze si¢ ciasno do domeny BIR2 biatka XIAD, sta-
bilizujac wiazanie motywu AVPI do domeny BIR3 po-
przez motyw AVPL. Wigzanie Smac/Diablo, Omi/HerA2
i prawdopodobnie innych, jak dotad niezidentyfikowa-
nych biatek moze przeciwdziata¢ wiazaniu XIAP do ka-
spazy 9 i w ten spos6b regulowac aktywnos$¢ apoptosomu
[11].

Zaréwno biatko Aven jak i APIP wiaza si¢ z biatkiem
Apaf-1, zapobiegajac jego interakgji z prokaspaza 9 [54].
Podobnie TUCAN (tumor-up-regulated CARD-con-
taining antagonist of caspase-9) i jego izoforma TU-
CAN-54 hamuja t¢ interakcjg, wiazac prokaspaze 9
poprzez ich domene CARD [46,71]. Oprécz tych inhi-
bitoréw aktywnosci apoptosomu zidentyfikowano biatko
Nucling, ktére zwigksza posredniczong przez apoptosom
aktywacje prokaspazy 9 poprzez oddzialywanie z kom-
pleksami Apaf-1/prokaspaza 9, ich stabilizacj¢ i prze-
mieszczenie tak powstatych komplekséw do jadra [58].
Biatko NAC moze oddziatywa¢ z biatkiem Apaf-1 po-
przez domeng CARD i promowa¢ aktywacj¢ kaspaz po-
taczonych z apoptosomem [54].

Odkryto wiele czynnikéw, ktére reguluja aktywnos¢
apoptosomu bez bezposredniego fizycznego kontak-
tu lub modyfikacji jego sktadowych. PHAPI (puta-
tive HLA-DR-associated protein-1) i protymozyng-
-alfa (ProT) okresla si¢ jako ,regulatory apoptosomu”.
PHAPI ufatwia przylaczanie prokaspazy 9 do apoptoso-
mu po oligomeryzacji Apaf-1 [20,37,54]. Ostatnie ba-
dania wykazaly takze jego rol¢ w zwigkszaniu aktywno-
$ci katalitycznej kaspazy 3. Dodatkowo zaobserwowano
zwigkszong ekspresj¢ biatka PHAP1 w komérkach raka
piersi, przez co s3 one wrazliwe na indukowang przez cy-
tochrom ¢ aktywacj¢ kaspaz. Mikroiniekcje cytochromu
¢ powoduja $mier¢ komdrek raka piersi in vitro na skutek
zwickszonego wiazania prokaspazy 9 do biatka Apaf-1
i nastepujacej aktywacji kaspaz efektorowych [18,20,55].
Natomiast protymozyna-o. (ProT) blokuje stymuluja-
cg aktywnos§¢ PHAP1, hamuje powstawanie apoptoso-
mu i nastgpujaca aktywacje prokaspazy 9, a wyciszenie
ekspresji ProT uwrazliwia komdérki Hela na apoptozg
indukowang przez promieniowanie UV i staurosporyne
[37,54]. Acetylocholinoesteraza (AChE) promuje inte-
rakcje miedzy cytochromem c a biatkiem Apaf-1 [45],
natomiast o-fetoproteina (AFP) pobudza aktywacje ka-
spaz poprzez ich rekrutacje do apoptosomu [57]. Poza
tym donory tlenku azotu moga wplywaé na aktywnos¢
apoptosomu hamujac oligomeryzacje biatka Apaf-1
i jego oddzialywanie z prokaspaza 9 [81].

APOPTOSOM JAKO CEL TERAPII

Zmiany w regulacji procesu apoptozy moga si¢ przyczy-
ni¢ do patogenezy nowotworéw i odpornosci komérek
nowotworowych na chemioterapi¢. Przeprowadzono
wiele prob zmierzajacych do korekty uposledzonego lub
nadmiernie zachodzacego procesu apoptozy w zwierze-
cych i komérkowych modelach choréb, wykorzystujac

rekombinowane biomolekuly, strategi¢ antysensu, tera-
pi¢ genows lub zwiazki organiczne. Byly one gléwnie
wycelowane w receptory $mierci, biatka rodziny Bcl-2,
kaspazy i inhibitory apoptozy [18,37]. Natomiast sto-
sunkowo niewiele uwagi poswigcono aktywacji apopto-

somu [20,54].

Niedawne badania wykazaly, ze zaburzenia aktywacji
apoptosomu moga mie¢ istotne znaczenie w rdéznych
rodzajach nowotworéw i ich reakcjach na leki cytotok-
syczne. Po raz pierwszy modulacje funkcji apoptoso-
mu w przypadku nowotworéw zaobserwowano w prze-
rzutujacym  czerniaku zogliwym, ktéry jest odporny
na wszelkie leki przeciwnowotworowe [11,60]. Modu-
lacja ta polegata na utracie ekspresji Apaf-1 przez me-
chanizm, ktéry prawdopodobnie zwiazany jest z trans-
krypcyjnym wyciszaniem poprzez metylacj¢, poniewaz
w liniach komérkowych czerniaka 5-aza-2’-deoksycyty-
dyna (5aza2dC), inhibitor metylagji, przywraca ekspresje
Apaf-1. Co ciekawe, guzy czerniaka niewykazujace eks-
presji Apaf-1 sa odporne na czynniki cytotoksyczne, ale
stajg si¢ wrazliwe, gdy ekspresja Apaf-1 jest przywrécona
przez 5aza2dC [60]. Biatko Apaf-1 jest czgsto wyciszone
lub inaktywowane w ludzkich nowotworach, w tym gle-
jakach, liniach komérek biataczkowych, i nowotworach
jajnika [20,22]. Proces apoptozy w liniach komérek raka
szyjki macicy i liniach ludzkich komérek biataczkowych
jest uposledzony na skutek niedoboru Apaf-1, a jego
wprowadzenie do tych komérek prowadzi do przywréce-
nia tego procesu [26,30]. W liniach komérkowych raka
jajnika, ostabiona aktywnos$¢ Apaf-1, a co za tym idzie
apoptosomu jest zwigzana z odpornoscia na chemiote-
rapi¢ [36,68]. Dodatkowo utrata ekspresji Apaf-1 jest
zwiazana z progresja guza i niekorzystnym rokowaniem
w raku jelita grubego, a wyciszenie Apaf-1 w przewleklej
biataczce limfatycznej B-komérkowej (B-CLL) koreluje
ze ztym rokowaniem w przypadku towarzyszacych mu-
tagji p53 [61,82]. Te badania wskazuja, ze apoptosom
moze odgrywac gléwna role w cytotoksycznym dziataniu
lekéw chemioterapeutycznych a zaburzenia jego funkcji
poprzez zmiany w ekspresji lub funkeji Apaf-1 moga by¢
przyczyna odpornosci nowotwordw na leki [11]. Dlate-
go tez trwaja badania nad stworzeniem lub znalezieniem
zwiazkéw, ktére beda indukowaé lub uniemozliwiaé
tworzenie aktywnego kompleksu apoptosomu, co bedzie
miato duze znaczenie w przypadku leczenia chorych na
nowotwory lub choroby wynikajace z nadmiernie zacho-
dzacego procesu apoptozy [18].

Zastosowanie zwiazkéw, ktére zwickszaja ekspresje skia-
dowych apoptosomu lub wywotuja uwolnienie cytochro-
mu ¢ z mitochondriéw moze si¢ sta¢ jednym ze sposobéw
skierowanego na apoptosom leczenia chorych z nowotwo-
rami. Na przyktad LAQ824, inhibitor rodziny HDAC
(deacetylazy histonéw deacetyluja nukleosomalne histony
zmniejszajac ekspresj¢ genéw), wywotuje $mieré komérek
poprzez indukeje ekspresji biatka Apaf-1 i prokaspazy 9
[67]. Triacsin ¢, inhibitor syntazy acylo-CoA, selektywnie
wywoluje wydzielanie cytochromu c i posredniczona przez
apoptosom apoptoze w komdrkach [43]. Poza tym prébu-
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je si¢ takze opracowad mate czasteczki bedace mimetykami
cytochromu ¢, ktére spowoduja zmiany konformacyjne
w Apaf-1, niezbedne do powstania apoptosomu i aktywa-
qji prokaspazy 9 [29]. U podstaw tej strategii lezy odkry-
cie, ze komoérki raka piersi sa niezwykle wrazliwe na in-
dukowang przez cytochrom c apoptozg w poréwnaniu do
prawidtowych komoérek nabtonka gruczotu mlekowego,
co zwiazane jest z nadekspresja apoptosomalnego regula-
tora PHAP1. Wprowadzajac cytochrom c lub czynnik na-
$ladujacy jego dziatanie mozna selektywnie zabi¢ komor-
ki raka piersi [55]. a-(trichlorometylo)-4-pyridynoetanol
(PETCM) zwigksza in vitro indukowana przez cytochrom
c aktywacje prokaspazy 3, stymulujac tworzenie apoptoso-
mu przez hamowanie protymozyny (ProT), onkoproteiny,
ktéra dziala jako negatywny regulator tworzenia apoptoso-
mu [27]. Zwiazki indolu i karbaminiany réwniez induku-
ja aktywacje kaspaz, dziatajac jako bezposrednie aktywato-
ry powstawania apoptosomu, a jeden z nich (tzw. zwiazek
2) dziata cytotoksycznie na nowotworowe linie komérko-
we, wykazujac stabe dziatanie w stosunku do prawidto-
wych linii komérkowych. Aktywno$¢ PETCM i zwiazku
2 wymaga obecnosci cytochromu ¢ [37,44].

Aromatyczne pochodne mocznika sa skutecznymi in-
hibitorami aktywacji kaspaz w lizatach komérkowych.
Prawdopodobnie ich dziatanie polega na hamowaniu
powstawania apoptosomu [36]. Tauryna (kwas 2-ami-
noetanosulfonowy) zapobiega indukowanej przez nie-

PismienNIcTWO

dokrwienie apoptozie w kardiomiocytach, hamujac two-
rzenia apoptosomu prawdopodobnie przez zmniejszenie
ekspresji prokaspazy 9 [62]. Oligomery N-alkiloglicyny
(peptoidy), a zwlaszcza peptoid la wiazg si¢ odwracalnie
do Apaf-1, uniemozliwiajac przylaczenie prokaspazy 9,
a tym samym aktywacje¢ kaskady apoptozy [41].

PobsumowaNie

Apoptosom jest centralnym elementem mitochondrial-
nego szlaku apoptozy. Powstaje wylacznie w odpowiedzi
na dziatanie czynnikéw apoptotycznych, a jego rola po-
lega na aktywacji inicjatorowej prokaspazy 9, co dopro-
wadza do uruchomienia kaskady kaspaz wykonawczych
i ostatecznie $mierci komérki. Do powstania apoptoso-
mu potrzebne jest biatko Apaf-1, cytochrom ¢ i dATP/
ATP, chociaz nie jest wykluczone, ze inne czasteczki
moga regulowa¢ aktywnos¢ apoptosomu iz vive. Infor-
macje przedstawione w pracy dowodza, ze zaburzona ak-
tywno$¢ apoptosomu jest przyczyna rozwoju niektérych
nowotwordw i chemioopornosci. Stwarza to mozliwo$¢
zastosowania regulatoréw powstawania apoptosomu
jako terapeutykdéw. Istnienie zwiazkéw, ktére induku-
ja lub uniemozliwiaja tworzenie aktywnego kompleksu
apoptosomu sugeruje, ze juz niedtugo apoptosom moze
si¢ sta¢ realnym celem terapeutycznym, nie tylko w przy-
padku leczenia chorych na nowotwory, ale réwniez na
choroby neurodegeneracyjne.
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