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Uvod

Programirana delijska smrt (apoptoza), zajedno sa ra-
stom i diferencijacijom, predstavlja sastavni deo Zivotnog
ciklusa celije. Homeostatska kontrola éelijskog broja ostva-
ruje se dinami¢nim balansom dva suprotna procesa: ¢elijske
proliferacije i smrti éelije po tipu apoptoze (1). Apoptoza je
opisana kako u normalnim fiziolo§kim uslovima (tokom
procesa embriogeneze, diferencijacije i u procesima razvoja
1 regulacije imunskog sistema) tako i u nizu patoloskih sta-
nja organizma (2). Poremecaji tokom programirane éelijske
smrti predstavljaju molekulsko-biolodku osnovu mnogih
oboljenja (3, 4). Postoji niz bolesti kod kojih dolazi do inhi-
bicije procesa apoptoze. To su pre svega maligne bolesti ko-
Jje karakteriSe naruavanje homeostaze tkiva u pravcu ne-
kontrolisane proliferacije neoplasticki transformisanih éeli-
ja. Procesi neoplasti¢ke transformacije uzrokuju i poreme-
¢aje koji dovode do inhibicije ¢elijskog umiranja apopto-
zom (5). Inhibicija procesa apoptoze detektovana je u broj-
nim autoimunskim oboljenjima (6). Istovremeno, postoje
mnoge bolesti kod kojih dolazi do stimulacije procesa apop-
toze. U prvom redu to su neurodegenerativna oboljenja kao
Sto su Parkinsonova bolest, Alchajmerova bolest i amiotro-
ficka lateralna skleroza (2, 7, 8). Progresivno umiranje
CD4+ limfocita procesom apoptoze detektovano je kod HIV
inficiranih bolesnika (9, 10). Ishemijska o§tecenja srca, Ha-
Simoto tireoiditis i eritematozni sistemski lupus samo su ne-
ke od bolesti koje takode odlikuje stimulacija procesa apop-
toze (11). Apoptoza kao genski regulisan proces glavna je
tema brojnih molekulsko-bioloskih studija koje se bave pa-
tofiziolo§kim mehanizmima nastanka i le€enja humanih bo-

lesti. Indukcija apoptoze antineoplastitkim agensima pred-
stavlja povoljan prognosticki parametar u leenju malignih
bolesti. Bel 2 familija gena kodira heterogenu grupu protei-
na koji predstavljaju kljuéne intracelularne modulatore (re-
gulatore) ¢elijskog umiranja po tipu apoptoze (12). Otkri-
¢em Bcl 2 gena, 1984. godine, Bcl 2 familija proteina posta-
je posebno istraZivana oblast zbog izuzetnog znacaja za raz-
umevanje molekulsko-bioloskih mehanizama koji leze u os-
novi procesa apoptoze. Poslednjih godina narocito se istra-
Zuju antiapoptozni ¢lanovi Bel 2 familije proteina i predsta-
vljaju osnovu za razvoj nove generacije bioloskih agensa
koji bi se koristili u leGenju malignih bolesti (1--5).

Bel 2 familija proteina

Prvootkriveni ¢lan Bcel 2 familije gena bio je antiapop-
totski protoonkogen bel 2 (B-cell leukemia/lymphoma 2).
Gen je lokalizovan na q kraku (q21.3 lokus) 18 hromosoma
a otkrio ga je 1984. godine Tsujimoto sa saradnicima, to-
kom ispitivanja Celijske linije akutne B leukemije sa
t(14;18) (13). Dalja istraZivanja na uzorcima periferne krvi
bolesnika sa folikularnim limfomom pokazala su da se bel 2
protoonkogen upravo aktivira ovom hromosomskom tran-
slokacijom (14, 15). Translokacija t(14;18)(q32;q21) se de-
tektuje u oko 85% folikularnih i u 20-30% difuznih B éelij-
skih limfoma. Ovom translokacijom bcl 2 gen se prebacuje
u lokus teSkog lanca imunoglobulina, $to dovedi do visokog
nivoa ekspresije gena, odnosno do uveéanja koli¢ine njego-
vog proteinskog produkta (16—18). Bcl 2 je intracelularni,
26kDa teZak, membranski protein lokalizovan u membrana-
ma mitohondrija, endodoplazmatskog retikuluma i u spolja-
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$njoj membrani jedarnog ovoja (12, 19). Nakon Bcl 2 prote-
ina otkrivena je itava familija homologih proteina od kojih
neki imaju stimulatorni, a drugi inhibitorni efekat na proces
apoptoze (20).

Kao koimunoperecipitat Bcl 2 proteina, prvootkriveni
proapoptozni homolog bio je Bax (Bcl 2-associated X) pro-
tein (21, 22). To je 21kDa tezak intracelularni protein prete-
#no lociran u citoplazmi (23). U humanim ¢elijama, do sada je
otkriveno 19 &lanova ove familije proteina (S1. 1) (24-26).

Svi ¢lanovi Bel 2 familije proteina sadrZze najmanje je-
dan od &etiri visoko konzervisana Bcl 2 homologa (BH) do-

miraju heterodimere sa Bcl 2 proteinom (28). Zbog izuzet-
nog znadaja, odnos pro- i antiapoptoznih homo- i heterodi-
fmera smatra se vrstom autonomnog ,.¢elijskog reostata® koji
opredeljuje vrstu Celijske reakcije na dejstvo apoptoznog
stimulusa (22, 24, 31). Medutim, postoje i suprotna mislje-
nja. Na osnovu rezultata eksperimentnog rada na transgenim
miSevima, Knudson i Korsmeyer zaklju¢uju da Bel 2 i Bax
proteini mogu funkcionalno nezavisno regulisati proces
apoptoze (34).
Pojedini autori smatraju da kljuénu ulogu u regulaciji
procesa apoptoze Celija sisara ima bel-X gen. Alternativnom
obradom primarnog transkripta
ovog gena moguce je dobiti dva
st razli¢ita molekula iRNK, odnosno
dva Bcl-X proteina: Bel-X1 i Bel-

Xs. Bel-X1 protein je strukturno i

funkcionalno slican Bcl 2 protei-
nu. Drugi protein Bcl-Xs u hetero-
dimernoj kombinaciji sa Bcl 2

proteinom funkcionise kao domi-
pantni inhibitor Bel 2 funkeije
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SI. 1 — Struktura proteinskih lanaca subfamilija Bel 2 familije proteina (BH1 - BH4
homologi domeni). Modifikovano prema Adamsu (12).

mena (BH1-BH4) (12, 24-28). Vecina antiapoptoznih ¢la-
nova Bel 2 familije proteina, kao §to su na primer Bel 2 1
Bel —X1 proteini, sadrze sva Cetiri homologa domena. Na
osnovu broja homologih domena, proapoptozni proteini su
podeljeni u dve subfamilije. Tri proteina Bax, Bak (BCL2-
antagonist/killer) i Bok (Bcl-2-related ovarian killer) sadr-
%e tri homologa domena BH1, BH2 i BH3 i oni pripadaju
Bax subfamiliji proteina (12, 25). Ostalih 7 humanih proa-
potoznih proteina (Bid subfamilija proteina) sadrze samo je-
dan BH domen. To je BH3 domen po kome su dobili i naziv
proteini sa BH3 domenom (BH3 - only proteins) (12, 26,
28, 29).

Bel 2 homologi domeni odgovorni su za procese ho-
modimerizacije i heterodimerizacije ¢lanova Bel 2 familije
proteina. Zahvaljujuéi ovim BH domenima, heterodimere
formiraju i proteini sa suprotnim dejstvom na proces apop-
toze (12, 24, 27-30). Korsmayer i sar., su dokazali da Bcel 2
i Bax proteini, zahvaljuju¢i BH domenima, mogu formirati
homodimere i heterodimere (21). Antiapoptozno dejstvo
Bcl 2 proteina zasniva se na moguénosti da veze Bax pro-
tein (u formi heterodimera) i tako onemoguci stvaranje pro-
apoptoznih Bax/Bax homodimera. Tokom indukcije procesa
apoptoze, homodimeri Bax proteina formiraju kanale na
membranama mitohondrija. Putem ovih kanala, mitohondri-
je napustaju molekuli citohroma C koji je jedan od kljucnih
aktivatora izvréne faze procesa apoptoze (30). Na osnovu
ovih saznanja, veéina autora kao glavnu biologku ulogu Bel
2 proteina u inhibiciji procesa apoptoze smatra njegovu spo-
sobnost vezivanja za Bax protein i heterodimerizacionu ne-
utralizaciju njegovog proapoptoznog dejstva (31-33). Slic-
no Bax proteinu, i ostala dva ¢lana njegove subfamilije for-

(35-37).

U mnogim ¢elijskim linija-
ma, pokazano je da kriti¢nu ulogu
u procesu apoptoze indukovane
spoljasnjim stimulusom ima Bid protein (Bcl 2 interacting
protein). Postoje eksperimentni dokazi, da sliéno Bax prote-
inu i Bid protein moZe da se veZe za membrane mitohondri-
ja i indukuje oslobadanje citohroma C (24, 38). Do istih re-
zultata doflo se za jo§ jednog ¢lana Bid subfamilije ~ Bik
protein (Bcl 2 interacting killer) (39). Proapotozni Bad pro-
tein (bel-Xl/bel 2 associated death promoter homolog) sa
visokim afinitetom vezivanja za Bcl-X1 protein, podstice sti-
mulatorno dejstvo homodimera Bax/Bax na indukciju pro-
cesa apoptoze. U uslovima kada na ¢eliju deluju faktori koji
inhibidu proces apoptoze, dolazi do inaktivacije Bad protei-
na. Tako je Korsmeyer pokazao, da u uslovima kada na ¢e-
liju deluje interleukin 3, dolazi do inaktivacije Bad proteina
i to fosforilacijom pomognutom enzimom nazvanim protein
14-3-3. Fosforilacija Bad proteina na pozicijama Ser-112 i
Ser-136 indirektno favorizuje antiapoptozno dejstvo Bel-X1
proteina na proces apoptoze (12, 22, 30, 36).

Pored formiranja dimera (protein — protein interakcije)
i neka druga intracelularna deSavanja uti¢u na funkcional-
nost Bel 2 familije proteina u uslovima delovanja apopto-
znog stimulusa. Uz post-translacione modifikacije (kao $to
je fosforilacija) i konformacione promene proteinskog lanca
uti¢u na njegovu funkcionalnost. Do tog zakljucka se doglo
nakon ispitivanja trodimenzionalne strukture dva proapop-
tozna proteina Bax i Bid. Rezultati ovih studija pokazali su
da konformacione promene u strukturi peptidnih lanaca zna-
¢ajno utitu na biologku funkciju ova dva proteina (22).

Pored posttranslacionih modifikacija na nivou proteina
i protein — protein interakcija, dokazani su i direktni meha-
nizmi regulacije genske ekspresije proapoptoznih ¢lanova
bel 2 familije gena u uslovima dejstva apoptoznog stimulu-
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sa. U prvobitnim eksperimentnim istraZivanjima pokazano
je da je za transkripcionu aktivaciju humanog bax gena di-
rektno odgovoran transkripcioni faktor p53 (40). U kasnijim
istrazivanjima je pokazano da je i ekspresija nekih ¢lanova
Bid subfamilije proteina regulisana transkripcionom aktiv-
no§cu proteinskog produkta proapoptoznog tumor supresor-
nog gena p53 (41). Medutim, rezultatima najnovijih istraZi-
vanja na transgenim Zivotinjama utvrdeno je da, za razliku
od proteina Bid subfamilije, ekspresija Bax proteina nije di-
rektno regulisana p 53 proteinom (25).

Uloga Bel 2 familije proteina u nastanku i leenju
malignih bolesti

Detekcija ekspresije Bel 2 proteina predstavlja jednu
od prvih savremenih molekulsko-bioloskih procedura koja
svoju primenu nalazi u molekulskoj patologiji, savremenoj
grani medicinske dijagnostike. Poslednjih 14 godina, detek-
cija t(14;18) i/ili poviseni nivo ekspresije Bel 2 proteina
predstavljaju bioloski parametar u diferencijalnoj dijagno-
stici 1 prognosti¢ki parametar u le¢enju folikularnih limfo-
ma. Nalaz visoke ekspresije Bcl 2 proteina predstavlja nega-
tivan prognostic¢ki parametar za ishod le€enja bolesnika sa B
¢elijskim limfomom visokog stepena malignosti (16,
42-45). Medutim, detekcija t(14;18) nije sama po sebi sino-
nim neoplasti¢ke transformacije (45). Prema podacima iz li-
terature ova translokacija je detektovana i u nekim uzorcima
periferne krvi zdravih osoba (46). Jasno je da t(14;18) pred-
stavlja samo jedan od genetskih (mutacionih) dogadaja to-
kom neoplasticke transformacije limfocita B u nastanku fo-
likularnog limfoma (45).

Hroni¢na limfocitna leukemija (HLL) je maligna bolest
koju karakteriSe progresivna akumulacija zrelih, monoklon-
skih, CD 5+ B ¢elija u ranoj fazi (Gy/G) Celijskog ciklusa.
Smatra se da do akumulacije neoplasti¢ki transformisanih
limfocita B (HLL ¢éelija) dolazi primaro zbog poremecaja,
odnosno blokade procesa apoptoze (47—-49). Kenstantna 1 vi-
soka ekspresija Bel 2 proteina predstavlja jedan od bitnih fak-
tora koji omoguéavaju akumulaciju HLL ¢éelija (50-52). Broj-
nim istraZzivanjima je pokazano da citostatska terapija mozZe
da indukuje proces apoptoze HLL ¢éelija, §to predstavlja pozi-
tivan prognosticki parametar u leenju HLL (53, 54). Kolenko
i saradnici smatraju da je visoka i konstantna ekspresija Bel 2
proteina istovremeno odgovorna i za razvitak rezistencije ¢eli-
ja HLL na antitumorske tretmane (55).

Eksperimentnim istraZivanjima na transgenim misevi-
ma sa konstantno povi§enom ekspresijom bcl 2 gena poka-
zano je da Bcl 2 protein idukuje neoplasticku transformaciju
T limfocita, mijeloidnih éelija i epitelnih ¢elija sisara. Istra-
zivanja drugih antiapoptoznih ¢lanova Bel 2 familije protei-
na na istom model sistemu pokazala su da je konstantna i
povisena ckspresija Bcl-Xl1 proteina u stanju da indukuje tu-
mor [} ¢elija pankreasa, a ekspresija Mcl-1 gena da indukuje
pojavu limfoma B ¢elija (25).

Pored hematoloskih neoplazmi, visok nivo ekspresije
Becl 2 proteina predstavlja negativan prognosti¢ki parametar

u leCenju malignog melanoma i kancera kolona. Eksperi-
mentnim istraZivanjima je pokazano da je visoka i konstant-
na ekspresija ovog proteina u tumorskim ¢elijama u pozitiv-
noj korelaciji sa razvitkom njihove rezistencije na antitu-
morske tretmane (55).

Istrazivanja van Golena i saradnika su pokazala da je
poviseni nivo ekspresije Bel 2 proteina u pozitivnoj korela-
ciji sa agresivnijim tumorskim rastom neuroblastoma (56).
Kod bolesnika sa sitnocelijskim karcinom pluéa povisen ni-
vo ekspresije Bel 2 1 Bax proteina nije u korelaciji sa prezi-
vljavanjem bolesnika i/ili klini¢kim odgovorom na prime-
njenu terapiju (57). Suprotno tome, ekspresija antiapopto-
znih Bel 2 1 Bel-X1 proteina koji su odgovorni za blokadu
apoptozne reakcije na dejstvo antitumorskih tretmana (radi-
jacija, citostatska terapija) predstavljaju negativne progno-
sti¢ke parametre u le€enju tumora testisa (58).

Poslednjih godina u nauénoj javnosti preovladava mi-
§ljenje da svaki antiapoptozni ¢lan ove familije predstavlja
protonkogen koji moze biti ukljucen u razvoj maligne bole-
sti, a svaki proapoptozni ¢&lan ove familije proteina mozZe
svoje biolosko dejstvo u éeliji ostvariti kao supresor tumora
(12, 25, 45).

Bcl 2 familija proteina kao novi terapijski cilj u
le¢enju malignih bolesti

Bcl 2 familija proteina kao klju¢ni regulator procesa
apoptoze predstavlja glavni cilj u razvoju nove generacije
terapijskih agensa koji bi se samostalno ili u kombinaciji sa
poznatim antineoplastickim agensima, koristili u le€enju
malignih bolesti. To se posebno odnosi na tumore rezistent-
ne na dejstvo antineoplastickih agensa koji su danas u §iro-
koj klini¢koj upotrebi (59—-61).

Strategija novih istrazivanja je usmerena u dva pravca.
Prvi je poveéanje osetljivosti tumorskih éelija na indukciju
apoptoze dejstvom drugih antineoplastickih agensa. Drugi
pravac istraZivanja je usmeren na otkri¢e i komercijalnu
proizvodnju novih biologkih agensa koji bi selektivno delo-
vali na proteine Bel 2 familije i koji bi se kao takvi samo-
stalno koristili u le€enju malignih bolesti (59-62).

Kolenko i saradnici smatraju da redukeija Bel 2 protei-
na na celularnom nivou (kori§¢enjem antisens tretmana ili
intracelularnom ekspresijom antitela na ovaj protein) moze
olak$ati dejstvo antineoplasti¢kog agensa u smislu indukcije
procesa apoptoze tumorskih ¢elija (55). Zahvaljujuéi pozna-
vanju strukture bcl 2 gena sintetisano je nekoliko antisens
oligonukleotida koji su u stanju da blokiraju i/ili redukuju
ekspresiju bel 2 gena (63). Preliminarna istraZivanja in vivo
dala su dobre rezultate. Upotreba antisens oligonukleotida
na prvih $est kodona tzv. otvorenog okvira Citanja bel 2 ge-
na (G3139) pokazala je minimalnu toksi¢nost 1 izvesnu anti-
tumorsku aktivnost kod bolesnika sa non-HodZkinovim lim-
fomom. Ovaj oligonukleotid, kori§¢en u kombinaciji sa ci-
tostatikom dakarbazinom, dao je jo$ bolje rezultate kod bo-
lesnika sa malignim melanomom. Prema skora$njim publi-
kovanim podacima kod bolesnika sa tumorom mokraéne be-
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sike koji je bio rezistentan na hemioterapiju, primena anti-
sens oligonukleotida na bcl 2 gen dovela je do redukcije
mase tumora (61, 63).

Poslednjih godina ulaZu se veliki napori u otkrivanju
tzv. malih molekula koji bi imali moguénost istovremenog
prepoznavanja povr§ine proteinskog lanca antiapoptoznih
Bel 2 ili Bel-X!1 proteina i neutralizacije njihove bioloske
funkcije.

Dosadagnja istraZivanja su usmerena u tri pravca: sin-
tetska konstrukcija BH3 peptida i njihovih modifikovanih
analoga koji bi imali moguénost prodora kroz plazma mem-
branu éelija; otkriée prirodnih supstanci sa inhibitornim
efektom na Bel 2 protein i to studijama koje se baziraju na

metodama sluajnog izbora; i vestackog konstruisanja ne-
peptidskih molekula na osnovu poznate strukture antipopto-
znih peptidnih lanaca kori§¢enjem novih tehnika sintetske
tehnologije uz pomo¢ kompjutera (60, 64).

Pored krupnih koraka u¢injenih na otkri¢u novih biolo-
$kih agensa, do danas nema odgovora na jedno od osnovnih
pitanja vezanih za nove terapijske procedure u leenju ma-
lignih bolesti: kojim mehanizmima se moZe posti¢i selektiv-
nost u dejstvu novih antitumorskih agensa? U ovom slucaju,
selektivnost se odnosi na blokadu aktivnosti antiapoptoznih
¢lanova Bel 2 familije proteina odnosno na aktivaciju pro-
cesa apoptoze samo tumorskih, a ne i normalnih Celija jed-
nog tkiva (1).
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