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FLIP - przeciwnik, ktory moze przegraé pojedynek
w walce z czynnikami swoiscie hamujacymi translacje*

FLIP - an enemy which might lose the battle against
the specific inhibitors of translation
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Opornos¢ immunologiczna oraz lekoopornos¢ sa nastepstwem ztozonych zjawisk molekularnych,
ktére rozwinely sig i utrwality w komérkach nowotworowych w czasie ewolucji. W szczegdlnosci
uwage zwracaja procesy chronigce komoérki nowotworowe przed cytotoksycznymi skutkami od-
dziatywania ligandéw $mierci (TNF-a,, CD95/APO-1/FasL, TRAIL). Odkryte pod koniec lat dzie-
wiecdziesiatych ub.w. biatko FLIP (Casper/iFLICE/FLAME-1/CASH/CLARP/MRIT/uzurpina)
mozna wskazac jako gtéwnego winowajce tzw. ,,ucieczki immunologicznej” wszgdzie tam, gdzie
dochodzi do uformowania si¢ kompleksu DISC. Proces blokowania przez FLIP aktywacji kaspa-
zy 8 do postaci zapoczatkowujacej apoptoze zewnatrzpochodna i w koricu §mieré komorek nie jest
wylacznie cecha komérek nowotworowych. Okazuje sig, ze znaleZé mozna liczne przyktady zaan-
gazowania FLIP w procesy regulacyjne o charakterze fizjologicznym jak i zapalnym. Niezaleznie
od rodzaju komoérek, wspdlnym nastgpstwem niekorzystnego dziatania FLIP na sygnat Smierci jest
zwigkszenie przezywalnosci komérek i podwyzszenie opornosci na TNF-o i inne ligandy Smier-
ci. W przypadku receptora TNF-o R1, przytaczajac si¢ do biatka FADD nalezacego do komplek-
su DISC, FLIP skierowuje sygnal smierci na sygnal przezycia z nastgpcza aktywacja NF-xB.
NF-xB po uaktywnieniu przemieszcza si¢ do jadra komoérkowego i transaktywuje wiele genéw
antyapoptotycznych, w tym gen flip prowadzac do zwigkszenia ekspresji biatka FLIP. To, co wy-
réznia FLIP — w poréwnaniu z biatkami antyapoptotycznymi i sygnalosomu receptoréw $mierci
— to duza wrazliwos¢ na zahamowanie translacji przez inhibitory metaboliczne. Dziatanie takie
w szczegblnosci wykazuje cykloheksimid lub bisindolylmaleimid, z ktérych kazdy w warunkach
in vitro zastosowany w matych nietoksycznych st¢zeniach catkowicie blokuje ekspresje¢ biatka
FLIP i uwrazliwia komoérki nowotworowe na ligandy $Smierci. Obnizona przezywalnosé/wysoka
Smiertelnos¢ komoérek nowotworowych w tym najbardziej ztosliwych (czerniaki) oczekiwana po
zastosowaniu swoistych inhibitoréw translacji biatka FLIP sktania do poszukiwan czynnikéw po-
chodzenia syntetycznego lub naturalnego, ktére moglyby w przysztosci skutecznie wspomoc le-
czenie Smiertelnych choréb, u podtoza ktérych lezy zwigkszona ekspresja biatka FLIP.

nowotwory ¢ FLIP « TNF-o. * FasL ¢ TRAIL * NF-xB ° cykloheksimid

Summary

Immune- and multidrug-resistance in cancer cells resulted from complex molecular phenome-
na which developed and were preserved in cancer cells during evolution. Particular interest has

Praca jest dedykowana naszej Kolezance dr Bozenie Balasifiskiej, ktérej Mama zmarta w nastgpstwie powiktan,
jakie wystapity w trakcie leczenia choroby nowotworowe;.
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been focused on the mechanisms that protect neoplastic cells from deletion by the cytotoxic ef-
fects induced by death ligands (TNF-a, CD95/APO-1/FasL, TRAIL). The intracellular protein
FLIP (Casper/iFLICE/FLAME-1/CASH/CLARP/MRIT/usurpin), discovered at the end of the
1990’s, is thought to be the main causal factor of “immune escape” whenever the death signal is
to be initiated by the oligomerization of DISC. However, the FLIP-induced blockade of caspa-
se-8 causing caspase-8 to remain in the inactive form and thus unable to trigger extrinsic apop-
tosis, does not seem to be unique to cancer cells. Numerous examples of how FLIP contributes
to regulatory processes of physiological or inflammatory importance have also been described.
Regardless of cell type, the final common path of Flip’s negative influence on death signals re-
sults in both elevated viability and resistance to TNF-a and other death ligands. With regard to
TNF-o R1, FLIP binds to FADD when DISC is formed and redirects the death signal to cell su-
rvival, with subsequent activation of NF-kB. In consequence, NF-kB can translocate to the nuc-
leus where it transactivates several antiapoptotic genes, including f7ip, which leads to increased
expression of FLIP protein. FLIP is distinct from other antiapoptotic or death receptor signalo-
some proteins by its high susceptibility to the retarded translation induced by metabolic inhibi-
tors. In in vitro studies, such activity is exerted by cycloheximide or bisindolylmaleimide, either
of which, at a low, non-toxic concentration, totally abrogates FLIP protein expression or, in turn,
sensitizes cancer cells to death ligands. The assumed reduced viability/elevated mortality of can-
cer cells, including the most malicious (e.g. melanomas), upon treatment with specific metabo-
lic inhibitors of FLIP makes feasible the search for synthetic or natural factors that may promise
more efficacious treatment of deadly diseases where basal FLIP protein is overexpressed.

cancer ° FLIP  TNF-o « FasL » TRAIL * NF-«xB 8 cycloheximide
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Ab-DR - przeciwciata antyreceptory $mierci; AD - aktynomycyna D; AICD - $mier¢ wywotana przez aktywacije
(activation-induced cell death); APO-1/FasL/CD95L - ligand Fas; Bel-2 - biatko onkogenu biataczki 2
limfocytéw B (oncogene B cell leukemia 2); Bel-2/A1 - biatko onkogenu biataczki 2 limfocytéw B; podtyp Al
(oncogene B cell leukemia 2, A1 isoform); BIS - bisindolylmaleimid; CD40 - receptor btonowy dla liganda CD40
(cluster of differentiation for CD40L); CD4+ - rodzaj antygenu powierzchniowego limfocytéw T; e-FLIP - biatko
FLIP komdrkowe (cellular FLIP); e-IAP1, ¢-IAP2 - komdrkowe inhibitory apoptozy (cellular inhibitors of apoptosis
proteins 1, 2); CHX - cykloheksimid; ¢PKC - klasyczne kinazy biatkowe C; CPP32 - kaspaza 3; DC - komdrki
dendrytyczne (dendritic cells); DD - domena $mierci (death domain); DED - wykonawcza domena $mierci (death
execution domain); DISC - kompleks sygnatowy zapoczatkowujacy Smier¢ (death initiated signaling complex);
DR3, DR4, DR5, DR6 - receptory Smierci (death receptors); @CG - gonadotropina kosméwkowa klaczy
(equine chorionic gonadotropin); ERK1/2 - kinazy regulowane przez sygnaty zewnatrzkomérkowe (extracellular
signal regulated kinases); FADD - zwigzane z Fas biatko adaptorowe z domeng $mierci (Fas-associated death
domain-containing protein); Fas - receptor liganda Fas; FLICE - kaspaza 8 (FADD-like interleukin-1[3-converting
enzyme); FLIP, FLIP(L), FLIP(S) - biatka hamujace FLICE, postaé natywna, dtuga lub krétka (FLICE-inhibitory
proteins); GM-CSF - czynnik wzrostu kolonii granulocytow i makrofagow (granulocyte-macrophage colony
stimulating factor); IB - podjednostka inhibujaca NF-xB (inhibitory subunit of NF-kB); IKKy - kinaza kB (kB
kinase); IL-1p - prozapalna interleukina 1 beta; IL-2, IL-6, IL-10 - interleukiny; LPS - lipopolisacharyd;
MAPK - kinazy biatkowe aktywowane przez mitogeny (mitogen activated protein kinases); M-CSF - czynnik
wzrostu kolonii makrofagéw (macrophage colony stimulating factor); MEK - kinaza MAPK (MAPK kinase, MAPKK);
MHC - gtéwny kompleks zgodnosci tkankowej (major histocompatibility complex); mTNF-ox - czynnik martwicy
nowotworu (postac transbtonowa) (membrane-bound tumor necrosis factor-alpha); NF-xB - czynnik jadrowy
kappa B (nuclear factor kappa B); RAIDD - biatko wzmacniajace zawierajace domene Smierci i wykazujace
powinowactwo do receptora TNF-ot (TNF-at-receptor-associated interacting death domain-containing protein);
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RIP - biatko wykazujace powinowactwo do receptora TNF-ou (TNF-cx-receptor interacting protein); SODD -
inhibitor biatek z domeng $mierci (silencer of death domains); Th1 - limfocyt T pomocniczy (T cell helper); TNF-
o - czynnik martwicy nowotworu (tumour necrosis factor-alpha); TNF-c0 R1 i TNF-ox R2 - receptory btonowe
ligandu TNF-o.; TRADD - biatko wzmacniajace z powinowactwem do domeny $mierci receptora TNF-ot (TNF-

o receptor associated death domain); TRAF2 - biatko adaptorowe typ 2 zwigzane z receptorem TNF-o. (TNF-

o receptor associated factor 2); TRAIL - ligand $mierci zwigzany z TNF-o. (TNF-ox-related apoptosis-inducing
ligand); TRANCE - indukowana aktywacja cytokina zwigzana z TNF-o¢ (TNF-ct-related activation-induced
cytokine); TRANCE R - receptor dla liganda TRANCE; v-FLIP - biatko FLIP wirusowe (viral FLIP); ZVAD.fmk -
keton benzyl-oksy-karbonyl-Val-Ala-Asp-fluorometylu

c-FLIP - PRZEDSTAWICIEL NOWEJ GRUPY BIALEK
ANTYAPOPTOTYCZNYCH HAMUJACYCH APOPTOZE
ZEWNATRZPOCHODNA

Obecnie przewaza poglad, ze niedostateczna eliminacja
komorek nieprawidlowych lezy u podstaw wielu choréb
proliferacyjnych, w tym réwniez chor6b nowotworowych.
Na btonie komérkowej niemal wszystkich komérek stwier-
dzi¢ mozna ekspresj¢ receptoréw $mierci nalezacych do
rodziny TNFR (TNF-a R1, Fas/Apo-1/CD95, TRAMP/
WSL-1/DR3/Apo-3/LARD, TRAIL-R1/DR4, TRAIL-R2/
DRS5/Apo-2/TRICK-2/KILLER czy DR6), ktérych akty-
wacja przez odpowiednie ligandy Smierci (TNF-o, FasL,
TRAIL) prowadzi do wywotania apoptozy zewnatrzpo-
chodnej. Na strazy bezpieczeristwa zapewniajacego row-
nowage pomigdzy iloscia komdérek usunigtych i pozosta-
wionych przy zyciu stoi uktad immunologiczny i obronny.
‘Warunkiem zapoczatkowania apoptozy zaleznej od recep-
toréw Smierci, ale niekoniecznie konczacej si¢ Smiercia
jest powstanie kompleksu DISC. Wedtug teorii klasycz-
nej po przytaczeniu trimeru liganda do receptora §mierci
dochodzi do oligomeryzacji tego ostatniego i przytaczenia
si¢ za posrednictwem obecnych po stronie wewnatrzcyto-
plazmatycznej domen DD jednego lub wigcej biatek ada-
ptorowych, takich jak FADD, TRADD, RIP lub RAIDD
[2]. Ostatnio stwierdzono, ze receptory Smierci moga oli-
gomeryzowac i indukowac powstanie wieloczasteczkowe-
go kompleksu DISC bez udzialu swoistego liganda [4],
ale procesowi temu zapobiega biatko SODD, ktére hamu-
je spontaniczng oligomeryzacj¢ receptorow smierci [43].
W przypadku FADD po przytaczeniu przez domeng DD
do wolnej wewnatrzcytoplazmatycznej domeny DED tego
bialka, za posrednictwem wtasnej domeny DED, moze si¢
przytaczy¢ prokaspaza 8 (FLICE lub prokaspaza 10), kt6-
ra podlega homotypowej dimeryzacji i pierwszej autoka-
talitycznej aktywacji proteolitycznej do cz¢sciowo czynnej
proteazy (powstaje fragment p43 lub p41, natomiast zosta-
je uwolniony fragment p10). Aby powstata w petni aktyw-
na proteaza cysteinowa swoista dla asparaginianu, zdolna
do translokacji i uaktywnienia réznych substratéw, w tym
kaspaz wykonawczych apoptozy (kaspazy 3, 6,1 7) dalsza
aktywacja przebiega jako transkatalityczna aktywacja pro-
teolityczna. Pod wzgledem strukturalnym biatka z rodziny
FLIP (c-FLIP i v-FLIP) i prokaspaza 8 sa do siebie ude-
rzajaco podobne, maja bowiem dwie domeny DED. Biatko
c-FLIP moze zatem przytacza¢ si¢ do odpowiedniej do-
meny DED biatka FADD blokujac do niego dostep i unie-
mozliwiajac prokaspazie 8 proteolityczna autoaktywacje
[11]. Prokaspaza 8 ma bowiem czynna katalitycznie do-
meng kaspazowa, ktdra sktada si¢ z podjednostek p20(p18)
i p10 niezbgdnych do utworzenia czynnego heterotetrame-
ru ztozonego z dwdch czasteczek enzymu (p20/p10)2 [9].

Okazuje sig, ze biatko FLIP w komoérkach (c-FLIP) wyste-
puje w dwoch postaciach (splite variants) — petnowymiaro-
wej, jako tzw. FLIP(L) (55 kDa) zawierajace dwie domeny
DED i katalitycznie zmieniona przez liczne mutacje do-
meng podobna do kaspazy oraz w postaci krétkiej FLIP(S)
(26 kDa) z dwiema domenami DED. Obie postaci podle-
gaja rekrutacji do kompleksu DISC i tworza heterodime-
ry z prokaspaza 8, przy czym FLIP(S) catkowicie bloku-
je aktywacje prokaspazy 8 (brakuje domeny kaspazowej),
zas$ FLIP(L) pozwala na pierwsza, czgsciowa aktywacjg tej
proteazy do postaci, ktora jednak nie jest zdolna do wywo-
fania apoptozy, poniewaz w potaczeniu z FLIP(L) nie moze
ulec transkatalitycznej aktywacji [26] (ryc. 1).

Okazuje sig, ze FLIP(L), bedac czeSciowym aktywatorem
kaspazy 8, gdy jest z nia potaczony sam ulega podziele-
niu w pozycji Asp-376 na dwa fragmenty: N-terminal-
ny FLIP(p43) i C-terminalny FLIP(p12), przy czym ten
ostatni fragment ulega uwolnieniu [32]. Taki czg¢sciowo
przetworzony FLIP(p43) oraz nieprzetworzony FLIP(L)
tworza heterodimery z kaspaza 8, powoduja jej sekwe-
stracj¢ w poblizu receptora, nie pozwalaja na petna akty-
wacje 1 w konsekwencji nie moze ona dziata¢ na substraty
w cytosolu (np. kaspaze 3), ale moze przetwarzac substra-
ty obecne w poblizu DISC np. RIP. Skutkiem czgsciowej
oraz ograniczonej lokalnie do okolicy receptora aktyw-
nosci kaspazy 8 moze by¢ hamowanie aktywnosci NF-kB
w wyniku przeksztatcania biatek TRAF i RIP w postaci
nieczynne funkcjonalnie [32]. Zatem, pomimo ze w rézny
sposéb, w obydwu przypadkach przewagi ilosciowej FLIP
(S i/lub L) nad prokaspaza 8 ostatecznie dochodzi do za-
blokowania apoptozy [26]. Zasadnicze réznice w mecha-
nizmie dzialania polegaja na tym, iz FLIP(L) aktywujac
czesciowo kaspaze 8 absorbuje ja jako substrat i partner
heterodimeru, zatrzymuje w poblizu blony komoérkowe;j
i nie pozwala na dotarcie do pozostaltych waznych sub-
stratéw w cytosolu (kaspaz wykonawczych: kaspazy 3, 6
i 7 oraz polimerazy ADP-rybozy) [10, 29], podczas gdy
FLIP(S) po prostu catkowicie uniemozliwia autoaktywa-
cj¢ przylaczonej prokaspazy 8. Ostatecznie, niezaleznie
od rodzaju biatka, iloSciowa przewaga FLIP nad kaspaza 8
uniemozliwia tej ostatniej zapoczatkowanie wykonawczej
fazy apoptozy [41]. Badania molekularne N-terminalnego
fragmentu c-FLIP(L)(p43) wykazaty, ze ma on dodatkowo
zdolnos¢ funkcjonalnego oddziatywania na biatko adapto-
rowe TRAF-2, decydujac posrednio o aktywacji NF-kB.
Biatka FLIP (c-FLIP, v-FLIP), a takze inne biatka z dwie-
ma domenami DED (FADD, kaspaza 8§, kaspaza 10) wy-
kazuja takze aktywnos$¢ transkrypcyjna, ktora ulega repre-
sji pod wptywem inhibitoréw metabolicznych, takich jak
CHX [46]. To oznacza, ze mechanizm ochronnego dzia-
tania FLIP na komorki nie ogranicza si¢ tylko do hamo-

142



Pajak B. i Orzechowski A. - FLIP - przeciwnik, ktory moze przegra¢ pojedynek...

Ligand $mierci

5 Receptor Smierci

aaa da
aaa da
aa daa

=)
=
=}
=
=

aad

DIITISSESYD  qad
dSVO

(

i

=]
=
=
=

Ryc. 1. Schemat hamowania aktywacji kaspazy 8 (FLICE) przez rézne postaci biatka FLIP. Od strony lewej do prawej: 1 — autokatalityczne
i transkatalityczne przeksztatcenie dimeru FLICE do aktywnego heterotetrameru przy braku lub niedoborze biatka FLIP; 2 — czesciowe
hamowanie aktywacji FLICE przez FLIP(L) z przeksztatceniem FLICE bez nastepczej transkatalitycznej aktywacji; 3 — catkowite zablokowanie
aktywacji FLICE przez FLIP(S). Szczegéty procesu aktywacji FLICE i jej hamowania przez FLIP w pracy

wania apoptozy, ale ze wzgledu na modulacje aktywnosci
NF-xB i MAPK (ERK1/2) moze — w zaleznosci od typu
komorki — stymulowaé (komérki Jurkat) [23] lub hamo-
wac proliferacj¢ komérek [18]. Mechanizmy molekularne
dziatania FLIP maja zatem ztozony charakter. FLIP oprécz
hamowania szlaku $mierci zaleznego od kompleksu DISC
dodatkowo zwigksza przezywalnos¢ komérek, albowiem
aktywuje NF-kB, ktdry jest czynnikiem transkrypcyjnym
o silnym dziataniu antyapoptotycznym. Pod jego wptywem
aktywacji ulegaja m.in. geny takich biatek jak IAP-1 i IAP-
2, Bcl-2/A1, TRAF-11TRAF-2 [5,47,53], a co najciekaw-
sze réwniez gen flip [25,31]. Aktywnos¢ toru sygnalowego
NF-xB podlega regulacji za posrednictwem biatka inhibu-
jacego IkB, ktore po ufosforylowaniu przez kinazg IKK-
7. odlaczeniu, ubikwitynacji i proteosomalnej degradacji
nie moze juz dalej zapobiega¢ przemieszczaniu si¢ czyn-
nika NF-xB do jadra komérkowego i NF-kB moze rozwi-
na¢ aktywnos¢ transkrypcyjna [13]. W przypadku recep-
tora TNF-o R1 niezbedna role pomocnicza w aktywacji
NF-xB spetniaja dwa biatka adaptorowe: biatko TRAF-2,
ktére rekrutuje IKK-y oraz biatko RIP niezbgdne do akty-
wacji kompleksu IKK [7]. Oprécz waznego elementu do-
celowego, jakim dla FLIP(L) jest NF-kB znalez¢ mozna
réwniez doniesienia o aktywacji przez FLIP(L) kinaz akty-
wowanych przez mitogeny (MAPK) typu ERK1/2 przynajm-
niej w odniesieniu do limfocytéw T [22]. Prawdopodobnie
aktywacja ERK przebiega posrednio, w ktdrej elementem
nadrzednym jest kinaza cPKC, pobudzajaca aktywnos¢

MEK, kinazy nadrzednej dla ERK [22]. FLIP(L) moze
zatem odgrywac zasadnicza role w skierowaniu apopto-
gennego sygnalu $mierci na sygnal przezycia (NF-xB)
i proliferacji komérek (ERK). Wydaje sig, ze ten ostatni
efekt jest zalezny od typu komorek, albowiem w przebada-
nych liniach komérek nowotworowych CD95 typu I (for-
mujacych kompleks DISC i poddajacych si¢ uwrazliwie-
niu na sygnatl apoptogenny od CD95, TRAIL lub TNF-a)
nie stwierdzono wptywu CHX i AD na rozmiary apopto-
zy indukowanej przez najsilniejszy znany inhibitor cPKC
jakim jest staurosporyna [12]. Ostatecznie w celu po-
twierdzenia podstawowego znaczenia FLIP dla przetrwa-
nia i rozwoju nowotworéw przeprowadzono na myszach
seri¢ doswiadczen z komérkami nowotworowymi transfe-
kowanymi c-FLIP. W jednym z doswiadczert wykorzysta-
no lini¢ komoérek mysiej biataczki MBL2-Fas, ktora cha-
rakteryzuje duza ekspresja Fas, w drugim lini¢ komérek
guza zarodkowego AR6 z mala ekspresja Fas. Do ukfa-
dow kontrolnych zastosowano te same komorki stransfe-
kowane pozornie (mock-transfected). U wszystkich myszy
po iniekcji komérek stransfekowanych c-FLIP rozwing-
ly si¢ nowotowory, natomiast komérki nowotworowe bez
transfekcji c-FLIP zostaly u wigkszosci zwierzat odrzuco-
ne [8,29]. Kiedy do§wiadczenie powtérzono u myszy aty-
micznych (nude mice) zaréwno z komérek stransfekowa-
nych jak i bez transfekcji c-FLIP rozwingty si¢ nowotwory,
potwierdzajac wazne znaczenie c-FLIP a nie samego re-
ceptora Fas w tumorogenezie. W kolejnym eksperymencie
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postanowiono sprawdzi¢, jak nadekspresja c-FLIP wpty-
nie na rozwdj nowotworéw z komérek AR6 u myszy z nie-
doborem perforyn. Okazato sig, ze nowotwory rozwing-
ly si¢ w stopniu identycznym z tym jaki wykryto u myszy
referencyjnych (wild-type). Taki wynik sugeruje, ze o eli-
minacji wszczepionych komérek nowotworowych CD95
typu I bez reszty decyduje tor Smierci zalezny od receptora
Fas. Jeszcze ciekawsze obserwacje zebrano z doswiadcze-
nia, w ktérym zweryfikowano znaczenie FLIP w ucieczce
immunologicznej przed odpowiedzig komodrkowa induko-
wang przez limfocyty T cytotoksyczne. Ot6z w warun-
kach in vitro nadekspresja FLIP nie chroni komdrek no-
wotworowych przed apoptoza indukowana przez limfocyty
T cytotoksyczne wykorzystujace do wywotania lizy uktad
perforyny/granzym B [23]. Okazalo si¢ jednak, ze w wa-
runkach in vivo nadekspresja FLIP skutecznie uchronita
komérki nowotworowe (MBL2-Fas i AR6) przed mecha-
nizmem indukowania apoptozy przez perforyny/granzym
B [29]. Zatem wbrew powszechnemu mniemaniu, ze me-
chanizm ochronnego dziatania FLIP ogranicza si¢ do szla-
kéw sygnatu ligandéw $mierci wydaje sig, ze FLIP moze
petnié jeszcze inne funkcje, ktére jak widac poszerzaja za-
kres przypadkoéw ucieczki immunologicznej komérek z na-
dekspresja tego biatka.

FizioLogiczna roLa FLIP

Jak juz wspomniano, jednym z warunkéw prawidlowego
funkcjonowania organizmu jest zdolnos¢ uktadu immuno-
logicznego do rozpoznawania i eliminacji komérek niepra-
widlowych. Nie mniej wazna jest jednak ochrona komérek,
ktérych obecnos¢ i prawidtowe funkcjonowanie warunkuje
przebieg wielu proceséw zyciowych. Dlatego tez kontrola
apoptozy zewnatrzpochodnej indukowanej przez naturalne
ligandy $mierci: TNF-o, TRAIL i FasL okazuje si¢ niezbed-
na do zachowania homeostazy organizmu. Zaburzenie de-
likatnej rownowagi pomigdzy Smiercig a przezyciem i brak
kontroli nad przebiegiem apoptozy z jednej strony moze
prowadzi¢ do nadmiernego nasilenia zjawiska Smierci ko-
morek begdacego podlozem autoimmunologicznych choréb
zanikowych, z drugiej za$ niedostateczna stymulacja Smier-
ci prowadzi do rozwoju choréb proliferacyjnych, w tym no-
wotworéw. Dlatego tez w komoérkach stale lub okresowo
i na réznym poziomie ekspresji sa obecne czynniki decy-
dujace o ich Smierci badZ przetrwaniu. Zaliczamy do nich
biatko FLIP, ktére — jak wykazano — ma swdj udziat m.in.
w embriogenezie, dojrzewaniu komérek rozrodczych oraz
rozwoju uktadu immunologicznego.

Embriogeneza jest procesem, w ktorym apoptoza komdrek
ma ogromne znaczenie. W tworzacym si¢ zarodku szyb-
ko powstaje wiele nowych komérek, ktére pozostaja nie-
wrazliwe na sygnaty apoptogenne, podczas gdy w tym sa-
mym czasie inne ulegaja eliminacji. Badania prowadzone
przez Yeh i wsp.[51] wykazaty, ze za ochrong powstaja-
cych komorek przed sygnatami §mierci przede wszystkim
odpowiada FLIP. Transgeniczne myszy o genotypie /lip"~
obumieraty okoto 11 dnia rozwoju, giéwnie z powodu wad
serca. Wyniki te nasungly przypuszczenie, ze FLIP jest nie-
zbedny do prawidlowego rozwoju tego narzadu. Fenotyp
myszy pozbawionych genu flip byt identyczny z fenoty-
pem myszy niewykazujacych ekspresji kaspazy 8 (kaspa-
za 8 77) lub FADD (fadd ) [45, 51]. Wyniki badari nad
transgeneza FLIP wskazuja, ze do prawidlowego rozwo-

ju serca niezbedne jest wspoétdziatanie pomiedzy trzema
elementami kompleksu DISC: kaspaza 8, FADD i FLIP.
Wydaje si¢ jednak kontrowersyjne czy gtéwnym etapem
w rozwoju serca byto blokowanie sygnatu §mierci czy tez
wspoldziatanie tych biatek przy jej wywotaniu, gdyz dzia-
tanie fenotypowe delecji genéw bylto do siebie podobne,
a przeciez FADD i kaspaza 8 to czynniki warunkujace po-
myslny przebieg apoptozy, natomiast FLIP petni funkcje
antyapoptotyczna.

Roéwnie wazna funkcjg w procesie rozwoju komérek rozrod-
czych, a wigc procesie o ewolucyjnie priorytetowym zna-
czeniu spetnia biatko FLIP. Biatko FLIP jest m.in. zaanga-
zowane w dojrzewanie pecherzykéw Graafa. Xiao i wsp.
[50] wykazali, ze komérki ziarniste wyizolowane z induko-
wanego z uzyciem eCG dojrzewajacego pgcherzyka niedoj-
rzatych ptciowo samic szczura sg fizjologicznie niewrazli-
we na cytotoksyczne dziatanie TNF-o.. Opornos¢ komérek
ziarnistych na te¢ cytoking jest zdeterminowana wzmozona
ekspresja krétkiej postaci FLIP — FLIP(S), ktéra wzrasta
w odpowiedzi na indukcje wywotang przez dziatajacy li-
gand. Podobnie jak to opisano dla innych typéw komorek,
w tym ludzkich komoérek nabtonka pecherzykowego jajni-
ka linii OV 2008 [50]. TNF-o aktywuje bowiem czynnik
transkrypcyjny NF-xB, ktéry pozytywnie reguluje trans-
krypcje genu flip. Znaczenie FLIP(S) dla hamowania in-
dukowanej przez TNF-o apoptozy zostal potwierdzony
poprzez zastosowanie inhibitora syntezy biatek — CHX,
w obecnosci ktérego wrazliwos¢ komoérek ziarnistych na
TNF-o znacznie wzrosta. Natomiast zastosowanie swoiste-
go antysensownego cDNA, ktdre catkowicie zablokowato
ekspresje biatka FLIP spowodowato, ze komérki ziarniste
staty si¢ wrazliwe na apoptogenne oddziatywanie TNF-o
bez potrzeby uzycia CHX. Udowodniono w ten sposéb,
ze krétka posta¢ FLIP warunkuje przetrwanie komérek
ziarnistych niezbg¢dnych do fizjologicznego rozwoju zen-
skich komoérek rozrodczych. Opisane badania nie wyka-
zaly jednak, aby dtuga posta¢ FLIP- FLIP(L) byta zaan-
gazowana w proces ucieczki immunologicznej komoérek
ziarnistych jajnika. Nie stwierdzono bowiem, aby TNF-o
indukowat NF-xB, a ten z kolei, zeby wptywat na ekspre-
sj¢ biatka FLIP(L) [50].

Przytoczone przyktady to tylko najbardziej znane sposréd
wielu, ktére wyraZznie wskazuja na ogromne znaczenie fi-
zjologicznej roli biatka FLIP. Trzeba zatem podkresli¢, ze
aktywnos¢ FLIP jest niezbedna do prawidtowego rozwoju
komérek rozrodczych, a takze calego zarodka a nawet pto-
du. Regulacja apoptozy jest takze niezbgdnym elementem
funkcjonowania w petni rozwinigtego i dojrzatego organi-
zmu, zwlaszcza jego uktadu immunologicznego. Najlepiej
poznana funkcja biatka FLIP jest jego wszechstronny udziat
w zachowaniu ,,homeostazy immunologicznej”. Wykazano
bowiem, ze FLIP jest obecny zaréwno w limfocytach T
i B, makrofagach, jak i komérkach dendrytycznych (DC)
[38,48]. Regulacja przezywalnosci komoérek dendrytycz-
nych jest warunkiem utrzymania wilasciwych proporcji
w natezeniu zjawisk, ktéorymi zawiaduje uktad odpor-
nosciowy. DC pelnig bowiem funkcje modulatoréw od-
powiedzi immunologicznej. Stad apoptoza limfocytéw T
i DC, ktérg jak si¢ okazuje steruja wzajemne oddziaty-
wania pomi¢dzy wymienionymi komdrkami, jej geneza
i rozmiary moga decydowac o sprawnosci dziatania ukta-
du immunologicznego. Dla przyktadu apoptoza DC jest
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hamowana przez aktywacje¢ receptora blonowego CD40.
Z kolei indukcja apoptozy w komérkach dendrytycznych
i limfocytach T ma ztozony charakter i w przypadku gdy
wymienione komoérki maja z soba bezposredni kontakt za-
poczatkowanie apoptozy nastgpuje poprzez oddziatywania
ligandu TRANCE na swoisty receptor TRANCE-R [49].
Zapoczatkowanie $mierci komérek DC moze takze zacho-
dzi¢ na skutek ligacji transbtonowego FasL. (CD95L) komé-
rek dendrytycznych z transblonowa postacia Fas (CD95),
obecna na limfocytach pomocniczych swoistych antygeno-
wo (Th1 CD4+), przy czym eliminacja DC powoduje jed-
nonoczes$nie zahamowanie aktywnosci Thl CD4+ [28].
Natomiast Willems i wsp. [48] w doSwiadczeniu przepro-
wadzonym na DC wyprowadzonych pozaustrojowo z mo-
nocytéw zauwazyli, ze takie komorki potomne nie byty
zdolne do interakcji z receptorem CD95. Opisane obser-
wacje potwierdzone zostaly w badaniach prowadzonych
przez Askhenasy’ego i wsp. [1], ktérzy wykazali, ze tylko
niewielki odsetek komérek dendrytycznych pochodzacych
ze szpiku kostnego i §ledziony jest wrazliwy na apoptogen-
ne dziatanie FasL. Podobnie obserwacje Bjorcka i wsp. [3]
potwierdzaja zdolnos¢ DC wyizolowanych z krwi pgpowi-
nowej do ucieczki immunologicznej. Na podstawie zebra-
nych danych z badan wlasnych i doniesieni innych autoréw
Willems i wsp. [48] wnioskuja, ze warunki w jakich za-
chodzi r6znicowanie komdrek macierzystych do DC moga
determinowac ich wrazliwos¢ na FasL.. W szczeg6towych
badaniach molekularnych wykazali oni, ze DC wywodzace
si¢ z monocytéw swoje przetrwanie i ucieczkg immunolo-
giczng przed ligandami $mierci zawdzigczaja podwyzszonej
ekspresji dlugiej postaci FLIP(L). Zmniejszenie poziomu
biatka FLIP pod wptywem CHX lub bisindolylmaleimi-
du (BIS) i jego pochodnych uwrazliwito DC na cytotok-
syczne dziatanie FasL. Ponadto wykazano, ze ekspresja
FLIP(L) byta wigksza w dojrzatych komérkach dendry-
tycznych, ktérych réznicowanie dodatkowo stymulowano
z uzyciem LPS. Reasumujac, ekspresja c-FLIP ulega pod-
wyzszeniu w przebiegu réznicowania komoérek obronnych
poczynajac od monocytéw, poprzez makrofagi, a na ko-
morkach dendrytycznych koriczac. Biatkiem, ktére ulega
nadekspresji i czyni DC niewrazliwymi na szlak §mierci
indukowany przez FasL jest FLIP(L). Fizjologiczne znacze-
nie hamowania apoptozy zewnatrzpochodnej przez FLIP
w komoérkach dendrytycznych warunkuje zatem zdolnos¢
do prezentowania antygenéw limfocytom T, stad przetrwa-
nie DC, pomimo obecnosci w mikrosrodowisku ligandéw
$mierci jest gwarantem powodzenia tego procesu. Jak wy-
nika z zebranych obserwacji FLIP(L) odgrywa zasadnicza
role w ochronie komérek, ktére maja zapewni¢ informo-
wanie uktadu immunologicznego o koniecznosci wygene-
rowania odpowiedzi na czynniki obce antygenowo a obec-
ne w organizmie. Monocyty sa Zrédtem nie tylko komérek
dendrytycznych, ale moga si¢ takze przeksztatcaé w pro-
cesie roznicowania w aktywne makrofagi zdolne m.in. do
aktywacji limfocytéow T, uwalniania cytokin prozapalnych,
usuwania zainfekowanych wirusowo komoérek oraz elimi-
nacji komérek nowotworowych w wyniku odpowiedzi hu-
moralnej i komérkowej. Perlman i wsp. [38] wykazali na
modelu komérkowym, ze proces réoznicowania monocy-
téw linii U937 do makrofagéw jest zwiazany ze zwigk-
szong ekspresja FLIP i ucieczka immunologiczng w na-
stgpstwie zwigkszenia opornosci na apoptoze¢ indukowana
przez FasL. Wiadomo, ze monocyty przed zr6znicowaniem
w makrofagi sa wrazliwe na apoptogenne dziatanie ligan-

déw $mierci i w warunkach ¢n vitro ulegaja np. spontanicz-
nej apoptozie pod wptywem oddziatujacego autokrynnie
FasL. Zastosowanie w powyzszych warunkach inhibitora
pankaspazowego zVAD.fmk lub dodanie surowicy zawie-
rajacej czynniki wzrostu, przetrwania i kompetencji (np.
GM-CSF, IL-1p, LPS, TNF-o lub M-CSF) zapobiega sa-
mobdjczej Smierci monocytéw. W tym samym czasie mo-
nocyty charakteryzuje duza opornos¢ na wiele czynnikéw
apoptogennych, takich jak bezposrednie oddziatywanie po-
staci transmembranowych ligandéw smierci np. mTNF-q,
[24], czy promieniowania jonizujacego [33]. Makrofagi
w przeciwienistwie do monocytéw byty z kolei niewrazli-
we na sygnatl Smierci od FasL - uwarunkowany jak si¢ oka-
zato podwyzszeniem poziomu biatka FLIP. Jak juz wcze-
$niej wyjasniono ekspresja biatka FLIP wzrastala wraz
z postgpem réznicowania. W réznicujacych si¢ monocy-
tach podwyzszenie ekspresji FLIP zaréwno na poziomie
transkryptéw jak i biatka nastgpowato juz w 3 dniu ho-
dowli pozaustrojowej i dodatnio korelowato ze zwigkszo-
na przezywalnoscia komoérek. W okresie poprzedzajacym
nadekspresje FLIP podwyzszenie ekspresji biatka Bcl-2 in-
dukowane za posrednictwem transfekcji nie uchronito mo-
nocytéw linii U937 przed $miercia wywotang przez FasL,
natomiast od chwili ucieczki immunologicznej zaleznej
od FLIP apotoze w réznicujacych si¢ makrofagach moz-
na byto wymusi¢ przez zastosowanie antysensownych oli-
gonukleotydéw dla FLIP [38]. Brak ochrony przed cyto-
toksycznym dzialaniem FasL po wprowadzeniu wektora
zawierajacego gen bcl-2, ktéry koduje biatko antyapopto-
tyczne oddziatujace na poziomie mitochondrium oznacza,
ze monocyty nalezy zaliczy¢ do typu I komérek wrazli-
wych na CD95, w ktérych apoptoza moze zachodzi¢ bez
czynnego udziatu mitochondrium. Z kolei skutki dziata-
nia antysensownych oligonukleotydéw, ktére zredukowaty
ekspresje FLIP polegaty na podwyzszeniu poziomu aktyw-
nej kaspazy 3, co oznacza, ze weczesniej dojs¢ musiato do
uaktywnienia hierarchicznie nadrzednej kaspazy 8, ktérej
petna aktywacja byta wczesniej zablokowana przez FLIP.
Dodatkowo, o niezwykle istotnym znaczeniu niedoboru
biatka FLIP dla skutecznego wywotania przez FasL apop-
tozy monocytéw Swiadczy¢ moze to, ze stransformowane
wektorem zawierajacym gen flip monocyty tracity wrazli-
wos$¢ na FasL. Poréwnujac znaczenie kazdej z postaci FLIP
stwierdzono, ze komorki obronne, w ktérych nastgpowata
ekspresja FLIP(S) wykazywaty wigksza zywotnos$¢ w po-
réwnaniu z komoérkami, w ktérych stwierdzono zwigkszo-
ny poziom biatka FLIP(L).

Biatko FLIP jest takze zaangazowane w procesy aktywa-
¢ji, proliferacji i dojrzewania limfocytow B i T. Zmiany
w poziomie ekspresji FLIP w limfocytach B, na przykta-
dzie trzech populacji limfocytéw: pierwotnych, limfocytéw
wytwarzajacych immunoglobuliny oraz komérek B pamiegci
immunologicznej opisali Hennino i wsp. [17]. W zadnym
z badanych typéw komoérek nie zidentyfikowano obecnosci
FLIP(S), natomiast FLIP(L) byt intensywnie syntetyzowa-
ny jedynie w aktywnych limfocytach B. Brak aktywnosci
antyapoptotycznej FLIP(L) w natywnych komérkach B jest
uzasadniony i zapewnia prawidlowy przebieg dojrzewania
i nabierania kompetencji przez limfocyty B. Podczas tego
procesu w komoérkach zachodza mutacje w sekwencjach
genow kodujacych immunoglobuliny oraz dochodzi do se-
lekcji limfocytéw. Dojrzewajace komérki B (limfoblasty)
sq pobudzane przez antygeny prezentowane przez komor-
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ki dendrytyczne grudek limfatycznych. W limfocytach B
dochodzi do ekspresji receptoréw MHC 11 i prezentacji an-
tygenéw limfocytom T pomocniczym. Limfocyty B, ktére
nie sa zdolne rozpoznaé i zaprezentowac antygeny ulega-
ja eliminacji na skutek apoptozy. Natomiast dojrzate lim-
focyty B, ktére pomyslnie przeszty etap selekcji staja sie
odporne na apoptogenny sygnat FasL [17]. W poréwnaniu
z komérkami wrazliwymi na sygnat Smierci od FasL nie za-
uwazono zmian w poziomie biatek FADD i FLICE, nato-
miast aktywnos¢ kompleksu DISC w komérkach niewraz-
liwych byta blokowana przez FLIP(L). Ponadto Hennino
i wsp. [17] wykazali, ze w aktywnych limfocytach ekspre-
sja FLIP(L) pozostaje konstytutywnie stata. Z kolei w r6z-
nicujacych si¢ limfocytach T ekspresja FLIP si¢ zmienia.
Badania Inaba i wsp. [20] wykazaly, ze pierwotne limfocy-
ty T tatwo ulegaja apoptogennemu dziataniu FasL, czemu
towarzyszy mata ekspresja FLIP. Aktywacja limfocytéw
T przez antygeny stymuluje w tych komdrkach ekspresje
FLIP, gdy jednak zostanie zahamowana komarki tatwo ule-
gaja dziataniu FasL [21]. Czg$¢ limfocytow T przeksztatca
si¢ w limfocyty T pamigci, ktére dzigki intensywnej synte-
zie FLIP sa odporne na apoptoz¢ wywotang powtérng pre-
zentacja antygenu (AICD) zalezng od FasL. Nadekspresja
FLIP pozwala wowczas na efektywniejsze dzialanie ko-
morek pamigci w organizmie. Scaffidi 1 wsp. [41] oceni-
li zmiany w ekspresji FLIP i wrazliwos¢ komérek T pod
wplywem ich aktywacji przez antygeny w obecnosci IL-2
(czynnika wzrostu limfocytéw T). Badacze ci zauwazyli,
ze od pierwszych dni doswiadczenia komorki sg niewraz-
liwe na apoptogenny sygnat FasL., ale zwigkszenie ekspre-
sji FLIP bylo zauwazalne p6zZniej. Autorzy zasugerowali,
ze pierwotna reakcja opornosci na FasL jest raczej zwia-
zana z uposledzeniem formowania si¢ kompleksu DISC
niz z blokowaniem przekaZnictwa sygnatu Smierci przez
FLIP. Natomiast w szostym dniu doswiadczenia FLIP byt
juz syntetyzowany w komoérkach limfocytéw T i wcho-
dzac w interakcj¢ z FADD hamowat aktywacje kaspazy 8
i apoptoze. W oparciu o przedstawione dane w rozwaza-
niach nad potencjalnym zastosowaniem inhibitoréw trans-
lacji w hamowaniu ekspresji FLIP nalezy wzia¢ pod uwage
ich dziatanie immunosupresyjne tym wigksze im inhibito-
ry sa mniej swoiste dla komérek nieprawidtowych.

PRzYKLADY PATOLOGICZNEGO 0DDZIALYWANIA FLIP, w TYm
RODZINY WiRusowYcH FLIP

Zwigkszona ekspresj¢ FLIP opisano w komdrkach wie-
lu linii nowotworowych [14,21] oraz w komérkach gu-
z6w u chorych na choroby nowotworowe, w tym przede
wszystkim nowotworéw ztosliwych np. czerniakow u ludzi
[29,40.,44]. W przypadku wielu nowotworéw ztosliwych
u ludzi (czerniak, rak okrgznicy) komérki guzéw wyko-
rzystuja rézne strategie ucieczki immunologicznej, wsréd
ktérych zwraca uwage zmniejszenie ekspresji receptora Fas
przy jednonoczesnym zwigkszeniu ilosci transbtonowego
FasL [15,39]. W komoérkach ludzkiego raka jelita grube-
go opisano wiele ré6znych sposobéw ucieczki immunolo-
gicznej [36]. Na przyktad transblonowy FasL zakotwiczo-
ny w btonie komérkowej guza oddziatujac na receptory Fas
komérek uktadu immunologicznego i obronnego indukuje
ich $§mier¢ uprzedzajac w ten sposéb atak skierowany prze-
ciwko nowotworowi [34]. Udziat biatka FLIP w uciecz-
ce immunologicznej komoérek raka okreznicy jest niewy-
jasniony. W dostgpnym piSmiennictwie nie znaleZliSmy

zadnych doniesiefl na temat ekspresji FLIP w komérkach
ludzkiego raka okreznicy linii COLO 205, chociaz prowa-
dzone przez nas badania potwierdzaja wyjatkowa zdolnosé
do uwrazliwienia tych komoérek na cytotoksyczne dziata-
nie TNF-a pod wptywem klasycznych inhibitoréw meta-
bolicznych CHX i/lub AD, ktére eliminujg FLIP [35]. Stad
podejrzewamy, ze o opornosci immunologicznej komérek
COLO 205 na TNF-a moze decydowaé c-FLIP i w tym
kierunku sa obecnie prowadzone nasze prace. Odnoszac
si¢ do tumorogenezy nalezy wyraznie podkresli¢, ze cho-
ciaz w badaniach in vitro nadekspresja biatka FLIP nie za-
pewnia ochrony przed apoptoza wywotang przez leki che-
mioterapeutyczne czy napromienienie gamma [23] nie jest
to réwnoznaczne z pogladem, ze w podobnych okolicz-
nosciach FLIP nie zapewni guzom dziatania ochronne-
go w zywym organizmie. Nawet wowczas, gdy myszom
inokulowano komérki nowotworowe MBL-2-Fas bez na-
dekspresji FLIP wbrew teoretycznym przewidywaniom,
w rzadkich przypadkach rozwijaty si¢ guzy a w komor-
kach z nich pobranych stwierdzano nadekspresj¢ FLIP co
sugeruje, ze uktad immunologiczny selektywnie elimino-
wat wytacznie komérki wrazliwe na sygnaly §mierci [29].
Zagadnienie czy wymieniony proces ma wplyw na opor-
nos¢ wielolekowa i zmniejszenie wrazliwosci na promie-
niowanie jonizujace czeka na wyjasnienie i jest przewi-
dziane w naszych planach badawczych.

Do nienowotworowych choréb proliferacyjnych, ktére wzbu-
dzaja uzasadnione zainteresowanie lekarzy i naukowcéw ze
wzgledu na trudne i czgsto nieskuteczne sposoby leczenia
naleza reumatoidalne zapalenie stawdw (reumatoid arthritis
—RA) oraz zwyrodnieniowe zapalenie staw6w i kosci (oste-
oarthritis — OA). Obie choroby majq przewaznie charakter
przewlekty i nieuchronnie prowadza do trwatego uszko-
dzenia chrzastek i innych elementéw stawéw. Dotychczas
nie byto wiadomo, dlaczego procesy destrukcyjne wywo-
tane przez makrofagi (MA, wybuch tlenowy) i synowiocy-
ty podobne do fibroblastéw (fibroblast-like synoviocytes —
FLS) przebiegaja bez zadnych préb ich ograniczenia przez
uktad immunologiczny. Pomimo podwyzszonej obecnosci
w ptynie maziowym ligandéw $mierci, takich jak TNF-o
czy FasL liczba komérek odpowiedzialnych za procesy
zanikowe i degeneracyjne nie zmniejsza si¢, przeciwnie
z uptywem czasu nawet wzrasta [27]. Wysunigto hipote-
z¢, ze nieskuteczne oddziatywanie ligandéw $Smierci na ko-
moérki MA i FLS moze wynikaé ze zwigkszonej ekspresji
biatka FLIP, ktére pozwala na ucieczke immunologiczna
[11]. Palao i wsp. [37] przeprowadzili skrupulatne badania
molekularne na izolowanych komérkach FLS pobranych od
chorych na RA i OA. Bez cienia watpliwosci potwierdzili
dodatnia korelacj¢ oraz zwiazek przyczynowo-skutkowy
pomiegdzy zwigkszona ekspresja FLIP a stopniem zaawan-
sowania obydwu chordb. Postacig FLIP odpowiedzialna
za opornos¢ immunologiczng okazat si¢ FLIP(L), chociaz
podwyzszony byt réwniez poziom FLIP(S). Podobnie do
zjawiska opisanego wczesniej dla innych typéw komorek,
TNF-o zamiast zabija¢ makrofagi i komérki FLS groma-
dzace si¢ w ptynie maziowym chorych ludzi podwyzszat
opornos¢ immunologiczna i przyczyniat si¢ do zwigksze-
nia ich liczby. PodwyZszenie progu wrazliwosci na ligandy
Smierci odbywato si¢ u ludzi poprzez indukowanie genu fip
za posrednictwem aktywnego czynnika transkrypcyjnego
NF-«B. Ekspresje¢ biatka FLIP(L) w komérkach FLS uda-
1o si¢ jednak szybko obnizy¢ do niewykrywalnego pozio-
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mu po zastosowaniu CHX uzytego w stezeniu tak matym
(1,5 ug/ml), ze nie zahamowat on syntezy innych biatek sy-
gnalosomu TNF-a R1 [37]. Zgodnie z oczekiwaniami za-
stosowanie antysensownych oligonukleaotydéw anty-FLIP
dramatycznie uwrazliwito komérki FLS na apoptoze in-
dukowana przez FasL.

Ze wzgledu na swoja budowg biatka z rodziny FLIP nale-
7a do rodziny bialek z domena wykonawcza §mierci tzw.
DED. Okazuje sig, ze wiele takich bialek jest sktadnikami
lub powstaje pod wpltywem wiruséw, w szczeg6lnosci wi-
ruséw ospy i herpes klasy gamma (wirus herpes saimiri,
ludzki wirus herpes 8, wirus herpes zwiazany z migsakiem
Kaposiego, wirus moluscum contagiosum). Biorac pod
uwage pochodzenie zalicza sig je do rodziny wirusowych
FLIP (v-FLIP) [19]. v-FLIP podobnie jak c-FLIP przyta-
czaja si¢ do kompleksu DISC przynajmniej w odniesieniu
do szlaku sygnatowego §mierci od receptoréw CD95, TNF-
a R1, DR3 i DR4 [30] za posrednictwem jednej z dwdch
wiasnych domen DED i blokuja aktywacj¢ prokaspazy 8,
a w konsekwencji apoptoze¢. Okazuje si¢, ze antyapopto-
tyczne dziatanie v-FLIP nie jest niezbg¢dne do replikacji,
transformacji czy patogennosci wirusow, moze mie¢ zatem
inne znaczenie funkcjonalne np. onkogenne. Wskazywac
moze na to stwierdzenie, ze np. u ludzi w komérkach la-
tentnie zakazonych wirusem herpes 8 nastgpuje tylko nie-
znaczne podwyzszenie ekspresji v-FLIP, ale w migsaku
Kaposiego, lub w hodowanych pozaustrojowo komérkach
chtoniaka po usunigciu surowicy z pozywki ekspresja biat-
ka v-FLIP wyrazZnie wzrasta [42].

WPLYW INHIBITOROW METABOLICZNYCH NA WRAZLIWOSC NA
CYTOKINY CYTOTOKSYCZNE KOMOREK Z NADEKSPRESJA FLIP

Jak to juz wielokrotnie wspomniano, hamowanie translacji
i/lub transkrypcji z uzyciem minimalnych lub umiarkowa-
nych, nietoksycznych stgzen inhibitoréw metabolicznych
dramatycznie uwrazliwia komérki CD95 typu I oporne na
apoptoze na dzialanie cytokin cytotoksycznych [12,48].
Opisane szczegdtowo zjawisko zachodzi szybko i na ma-
sowq skale juz po kilku godzinach od zastosowania jedno-
czesnie inhibitora translacji np. CHX oraz cytokiny (TNF-
a, FasL, TRAIL) lub przeciwciat aktywujacych receptory
$mierci (Ab-DR). Réwnie szybko apoptoza pojawia si¢ po
preinkubacji komérek z CHX i nastgpczym podaniu do
srodowiska inkubacyjnego jednej z wymienionych cyto-
kin lub Ab-DR. We wszystkich komdrkach, w ktérych in-
dukowano tym sposobem apoptoze stwierdzano niemal zu-
pelny zanik ekspresji FLIP. Prowadzone na szeroka skale
badania molekularne dowiodly, ze ekspresja genu flip ma

PismiennicTWO

charakter konstytutywny, oraz ze turnover biatka c-FLIP
nie przekracza dwéch godzin. Stad wniosek, ze po to, by
komorki mogty si¢ oprze¢ naturalnemu sygnatowi Smierci
wciaz musza wytwarzac biatko FLIP i blokowa¢ nim trans-
dukcje sygnatu niezbednego do wywotania apoptozy ze-
wnatrzpochodnej. Poréwnano zatem pod wzgledem sku-
tecznosci uwrazliwiania na sygnat §mierci kilka réznych
inhibitoréw translacji (CHX i pochodne bisindolylmaleimi-
du). Oba inhibitory okazaty si¢ niemal réwnie skuteczne
zarowno w badaniach in vitro [48] jak i in vivo [52].

PobpsumowaNIE

W ostatnich latach w wyjasnianiu molekularnych podstaw
proceséw regulacyjnych dotyczacych proliferacji i elimi-
nacji komoérek wyraZnie wzrosto znaczenie szlakéw prze-
kaZnictwa sygnatu od receptoréw Smierci. Okazuje sig, ze
wiele zjawisk podlega w zdrowym organizmie precyzyjnej
regulacji ze strony uktadu immunologicznego i obronne-
go. W zaleznosci od fazy rozwoju (zarodek, ptéd, osobnik
rosnacy, dojrzaty czy starzejacy si¢) w czasie organogene-
zy i po jej zakonczeniu dla dobra ,,0gétu” pewna pula ko-
morek musi ulec eliminacji, natomiast cze$¢ oszczg¢dzona.
W tym kontekscie szczegdlna rola przypada biatku FLIP,
ktére w zaleznosci od postaci pozwala na czg$ciowa ak-
tywacje kaspazy 8 [c-FLIP(L)] lub do niej nie dopuszcza
[c-FLIP(S)]. Jesli natomiast w komérce brakuje FLIP, sy-
gnal Smierci bez przeszkéd powoduje apoptoze zewna-
trzpochodna. Okazuje sig, ze czgSciowa aktywacja kaspa-
zy 8 jest niezbedna do przeksztatcen biatek adaptorowych
TRAF2, RIP w postaci, z udziatlem ktérych i za posrednic-
twem NF-kB/ERK zwigksza si¢ zywotnos$¢ i proliferacja
komorek. Ta ostatnia wtasciwos¢ FLIP zwigzana z silnym
hamowaniem apoptozy zaleznej od ligandéw $mierci moze
si¢ przyczynia¢ do szybkiego i niepohamowanego wzrostu
nowotworéw lub gwaltownego postgpu choréb proliferacyj-
nych. W indukcji ekspresji FLIP oprécz wplywéw epige-
netycznych pewna — nie do korica poznanag — rolg spetniac
moga wirusy o wlasciwosciach onkogennych. Na szczgscie
represja translacji biatka FLIP, cho¢by z uzyciem CHX,
wystarcza do wywotania przez niemal kazdy ligand $§mierci
masowej apoptozy komdrek dotychczas opornych na takie
sygnaty. Zdawac sobie trzeba jednak sprawg, ze nieswo-
iste blokowanie syntezy biatka w organizmie wywotatoby
prawdopodobnie powazne reperkusje zdrowotne, takie jak
chocby gleboka immunosupresje. Stad pilna potrzeba po-
szukiwania innych niz CHX i BIS inhibitoréw metabolicz-
nych translacji po to, by dysponowac narzedziami do walki
z zaburzeniami spowodowanymi nadekspresja FLIP, w tym
w szczeg6lnosci do walki z guzami zto§liwymi.
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