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Apoptosis - molecular mechanism of the process and selected de-
tection methods in biology of reproduction

Summary

Many research centres around the world are involved in apoptosis studies.
This physiological cell death, also known as programmed cell death, takes place
during the entire growth period of an organism. As a result, an organism re-
moves unnecessary cells during the differentiation of tissues and organs and
eliminates damaged or mutated cells. This paper is focused on the molecular
mechanisms behind this process and describes selected detection methods.
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1. Wprowadzenie

Od wielu lat apoptoza budzi szczegdlne zainteresowanie
przedstawicieli roznych dziedzin nauk biologicznych. Przyczy-
nita sie do tego $Swiadomos$é, ze zjawisko to - niezaleznie czy
wystepuje fizjologicznie czy jako objaw patologii - jest aktyw-
nym i podlegajagcym regulacji rodzajem $mierci komérki. Namna-
zanie i rGznicowanie komoérek, oraz proces ich obumierania jest
regulowany przede wszystkim przez gospodarke hormonalnag
ustroju, dostepnos¢ czynnikéw wzrostowych i substancji odzyw-
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czych. W kazdym zywym organizmie o liczbie komdrek decyduje réwnowaga, po-
miedzy ich proliferacjg i Smiercig. ROwnowaga ta niezbedna jest do prawidtowego
funkcjonowania catego organizmu, a jej zachwianie prowadzi do zjawisk patolo-
gicznych. Istotne znaczenie ma tutaj mechanizm, ktéry w naturalny sposéb réwno-
wazy proliferacje komoérek zachodzacy na drodze mitozy; proces ktory eliminuje ko-
morki zbedne lub zmienione patologicznie, czyli zjawisko apoptozy.

Mechanizmy regulujgce ten proces sg przedmiotem wielu prac przegladowych
i doswiadczalnych. Badania dotyczace apoptozy przeprowadzone w ciggu ostatnich
lat koncentrujg sie gtdwnie na aspektach molekularnych, oraz opracowaniu metod
wykrywania tego zjawiska w jak najwczesniejszych stadiach. Pogtebienie wiedzy na
temat Smierci komorki na poziomie molekularnym pozwoli bowiem lepiej poznac¢
mechanizmy sterujace rozwojem poszczeg6lnych narzgdéw w wymiarze fizjologicz-
nym i patologicznym.

Apoptoza jest bardzo waznym procesem komoérkowym; réwnie istotnym jak
namnazanie sie komorek. Fizjologiczna $mier¢ jest naturalnym regulatorem nie tyl-
ko w rozwijajacym sig, ale i w dojrzatym organizmie. Istnieje wiele przyktadéw apo-
ptozy w rozwoju osobniczym m.in. w trakcie ksztattowania jelit, rozwoju konczyn,
chrzastek i kosci, zrastania sie podniebienia. Zjawisko to jest szczegblnie nasilone
w tkankach stale produkujacych nowe komérki m.in. podczas rozwoju osrodkowe-
go ukfadu nerwowego powstaje znacznie wiecej neuronéw niz bedzie wykorzysty-
wanych. Tylko te neurony, ktére tworza kompetentne potaczenia z innymi neurona-
mi przezywaja, a wszystkie inne ulegajg $mierci apoptotycznej (1). Znaczaca role
petni jednak apoptoza w eliminacji komorek uszkodzonych i zmutowanych. Komér-
ki z uszkodzonym DNA ulegajg zatrzymaniu w fazie Gi i jesli nie zostanie usuniety
defekt genetyczny, wigczajg program samounicestwienia. Komorki nie wchodzace
w faze S nie moga kontynuowac cyklu, co indukuje ich proces apoptozy. Modulowa-
nie sktonnosci komorki do ulegania apoptozie wzbudza zatem zainteresowanie on-
kologobw. Poprzez mechanizmy regulujgce apoptoza podejmuje sie préby zmiany
wrazliwosci nowotworow na leki przeciwnowotworowe. Regresja wielu guzow no-
wotworowych zachodzi w mechanizmie apoptozy, jej selektywna indukcja w ko-
mdérkach nowotworowych moze sta¢ sie metodg leczenia nowotworéw. Proces ten
ma duze znaczenie w immunologii zwkaszcza w odniesieniu do prob wykorzystania
apoptozy limfocytéw, jako wskaznika progresji AIDS.

Zjawisko apoptozy moze mieé tez, jak sie wydaje, ogromne znaczenie w biologii
rozrodu. O prawidtowej czynnosci jajnika w okresie reprodukcyjnym samicy decy-
dujg zaréwno procesy zwigzane z proliferacjg jak i apoptozg. Zachwianie réwnowa-
gi miedzy tymi procesami doprowadzi¢ moze do przerostu komdrek. Doktadne po-
znanie mechanizmu $mierci moze utatwic¢ leczenie, np. torbieli jajnikowych.

Obecnie obserwuje sie szybki rozwdj badan nad klonowaniem, dziedzing bio-
technologii umozliwiajacg reprodukcje zwierzat metodami pozaptciowymi. Najwieg-
ksze zainteresowanie budzi metoda klonowania za pomoca transplantacji jader ko-
morkowych (klonowanie somatyczne). W pracach nad klonowaniem transgenicz-
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nych jagnigt po uzyciu fibroblastéw ptodowych, jako dawcdéw jader, uzyskano
6,1-21,4% zarodkéw w stadium moruli lub blastocysty, oraz zaledwie 0,89-2,25%
urodzonych jagniat (2). Nieco wyzsze wyniki uzyskano u kéz, bo az od 34,8 do
56,4% dzielgcych sie zarodkow (3). Przypuszcza sie, ze do tak wysokiego, przekra-
czajacego z reguly 50%, stopnia zamierania zarodkéw we wczesnych stadiach roz-
woju moze przyczyniac sie wystepowanie zjawiska apoptozy w hodowlach in vitro
komorek-dawcow jader. Mozna przypuszczac, ze zalecana synchronizacja cyklu tych
komorek indukuje w nich proces apoptozy. Komorki w poczatkowych stadiach apo-
ptozy mogg ulega¢ jednemu, lub kilku podziatom w zwigzku z czym sg trudne do
morfologicznego rozpoznania (4). Takie komorki mogg by¢ uzyte do fuzji z enukle-
owanym oocytem, co spowoduje, ze rekonstruowany w ten sposéb zarodek nie be-
dzie miat szans na dalszy rozwdj wykraczajacy poza poczatkowe, kilkukomorkowe
stadia. W ostatnich latach pojawito sie wiele prac prezentujacych przebieg apopto-
zy w réznych subpopulacjach komérkowych. Pomimo wnikliwych badan prowadzo-
nych réwniez w naszym os$rodku wiele aspektow apoptozy pozostato jeszcze nie
wyjasnionych. Szczegblng uwage nalezy poswieci¢ danym na temat sygnatéw uru-
chamiajacych program samounicestwienia komérki. Poznanie mechanizméw mole-
kularnych procesu, a co za tym idzie, opracowanie skutecznych metod wykrywania
tego procesu znajdzie praktyczne zastosowanie w celach biotechnologicznych.

2. Apoptoza a nekroza

Apoptoze okresla sie czesto mianem Smierci fizjologicznej, jest ona genetycznie
zaprogramowanym procesem, ktory charakteryzuje sie aktywnym udziatem komor-
ki we whasnym unicestwieniu. Apoptoza jest alternatywng forma $mierci w stosunku
do przypadkowej destrukcji zwanej nekrozg, ktéra jest procesem biernym, katabo-
licznym i degradacyjnym (5). R6znice pomiedzy apoptoza a nekrozg przedstawiono
na rysunku 1.

Smier¢ nekrotyczna nastepuje, wowczas gdy komorki zostajg uszkodzone przez
czynniki fizyczne lub chemiczne, ktére powodujg zaburzenia w integralnosci btony
komérkowej. Szybko dochodzi do obrzeku komorki, rozpadu organelli, uszkodze-
nia btony komorkowej. Zawarto$s¢ komorki zostaje wyrzucona do przestrzeni poza-
komdrkowej, niszczac macierz i uszkadzajgc sagsiednie komdrki. Powstaje ognisko
martwicy, do ktérego naptywajg granulocyty obojetnochtonne, limfocyty i makrofa-
gi, biorgc udzial w procesie zapalnym (6).

Komdrki ulegajace apoptozie przechodzg charakterystyczny ciag przemian. Przede
wszystkim komorka, u ktorej zostaje uruchomiony program $mierci oddziela sie od
pozostatych komorek i obkurcza sie. Na powierzchni komorki tworzg sie liczne
drobne, pecherzykowate uwypuklenia, ktdre pod mikroskopem skaningowym wy-
gladaja jak babelki w czasie gotowania (4,7). Przynajmniej w poczatkowych fazach
procesu zachowana jest integralnos¢ strukturalna i wiekszo$¢ funkcji przez btone

BIOTECHNOLOGIA 1 (60) 93-105 2003 95



Monika Trzcinska

Komérka prawidtowa

Nekroza Apoptoza
pecznienie obkurczanie
komorki komarki
i organelli
kondensacja
chromatyny
rozpad komorki formowanie
i organneli ciatek
apoptotycznych
stan zapalny fagocytoza

Rys. 1. Schemat zmian zachodzacych podczas $mierci nekrotycznej i apoptotycznej komdrek.

cytoplazmatyczng (5,8). Mimo znacznego spadku potencjatu mitochondrialnego or-
ganelle komoérkowe pozostajg nieuszkodzone (9). W przypadku $mierci apoptotycz-
nej dominuja zmiany w obrebie jagdra komodrkowego. Poczatkowo chromatyna
jadrowa ulega zageszczeniu w poblizu btony jadrowej, po czym zaczyna wypetniac
cale jadro, ktore staje sie pyknotyczne. Nastepuje fragmentacja DNA, w trawieniu
ktérego biorg udziat wiasne endonukieazy komérki, a w dalszym etapie destrukcji
powstajg tzw. ciatka apoptotyczne, zbudowane z fragmentéw jadra i nieuszkodzo-
nych organelli komoérkowych, otoczonych szczelnie btong komérkowsa (10,11).
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3. Czynniki indukujace apoptoze. Molekularny mechanizm apoptozy

Apoptoze wywotuje wiele czynnikow o efekcie regulacyjnym. Czynniki fizjolo-
giczne wystepujace w organizmie moga wywota¢ lub zahamowa¢ apoptoze. Sg to
przede wszystkim: czynniki uszkadzajagce DNA, dzialajace przez aktywacje genu
p53, np. HSP (biatka szoku cieplnego), aktynomycyna D, winblastyna. Inng grupe
stanowig czynniki uszkadzajgce wrzeciono podziatowe, np. kolchicyna. Silnym in-
duktorem apoptozy sg niektére hormony, np. glikokortykoidy, ktére wywotujg apo-
ptoze w tymocytach, a takze cytokiny z rodziny TNF (czynnika martwicy nowotwo-
ru). Do czynnikéw cytotoksycznych, indukujacych apoptoze, mozna zaliczy¢ perfo-
ryny oraz granzymy A i B wydzielane przez cytotoksyczne limfocyty T (12,13). Apop-
toza moze by¢ wzbudzana w hodowlach in vitro przez tzw. ,,gtodzenie” komoérek -
czyli pozbawienie komérki czynnikéw odzywczych, czy wyeliminowanie surowicy
z pozywki. Poznano takze czynniki farmakologiczne, czy terapeutyczne o charakte-
rze stymulatoréw apoptozy. Do induktoréw apoptozy nalezg leki przeciwnowotwo-
rowe (antymetabolity, winkrystyna itp.), a takze promieniowanie UV i promieniowa-
nie Y (14). Zdolno$¢ reakcji komoérki na rozmaite czynniki poprzez apoptoze jest
procesem wieloetapowym. To r6znorodne czynniki indukuja ,,prywatng” - zdaniem
Kroemera, faze Smierci komorek, o przebiegu ktérej decyduje takze typ komodrek
oraz ich stan fizjologiczny. Dalsze fazy apoptozy, wykonawcza (efektorowa) i degra-
dacyjna zaleza od aktywacji procesOw biochemicznych w komoérkach (15).

Modelowy przyktad stanowi droga wzbudzania apoptozy w cytotoksycznym lim-
focycie T. Apoptoze w tych komoérkach indukuje m.in. ligand FAS (CD95-L) i uwalnia-
ny z komorki czynnik martwicy nowotworu (TNFa i TNFP) (16). Sa to biatka btono-
we, zakotwiczone N-koricem w btonie komérkowej, ktére moga by¢ uwalniane z bto-
ny dziataniem metaloproteinaz i wystepowac jako biatka rozpuszczalne, ktore tgczg
sie z receptorami innych komérek. Cytokina TRAIL (Apo-2L) jest réwniez indukto-
rem apoptozy, strukturalnie pokrewnym FAS-L i TNF. R6znica miedzy tymi liganda-
mi wynika stad, ze biatko TRAIL efektywnie niszczy tylko komorki nowotworowe.
Apoptoza wywotana przez pobudzenie receptora FAS i TNF-R wykrywalna jest juz
po kilku godzinach, a przez pobudzenie receptora TRAIL-RI, aktywowanego cyto-
king TRAIL, po kilkunastu godzinach.

Receptor FAS (CD95; APO-1) zlokalizowany jest na powierzchni limfocytow B,
limfocytow T, a takze w komérkach grasicy, watroby, serca, nerek, na powierzchni
nowotworowych komorek limfoidalnych. Receptor TNF-R! i TNF-R2 wystepuje row-
nie powszechnie jak receptor FAS, natomiast receptor TRAIL charakteryzuje wiek-
szo$¢ komorek nowotworowych. Receptory z nadrodziny TNF cechuje bogata za-
wartos$¢ cysteiny w zewnagtrzkomoérkowej czesci biatka, a ich cytoplazmatyczne frag-
menty nie majg domen Kkatalitycznych, ich wptyw na biatka efektorowe zachodzi
przy udziale biatek adaptorowych, posredniczacych w przekazywaniu sygnatu z re-
ceptoréw. Po zwigzaniu Uganda receptor ulega dimeryzacji i internalizacji do cyto-
plazmy. Cytoplazmatyczne fragmenty receptorow FAS, TNF, TRAIL-RI charakteryzu-

BIOTECHNOLOGIA 1 (60) 93-105 2003 97



Monika Trzcinska

FAS-L

FADD RIM
JINK Kaspaza 8 RAIDD
v
Kaspazy Kaskada kaspaz Kaspaza 2
APOPTOZA

Rys. 2. Receptor FAS i biatka uczestniczace w przekazywaniu sygnatu $mierci apoptycznej.

je wysoka homologia funkcjonalna, wynikajaca z obecnosci sekwencji aminokwaso-
wej (80-90 AA) zwanej domeng $mierci (death domain, DD). Wystepowanie domeny
$mierci, umozliwia tworzenie komplekséw receptoréw oraz wigzanie receptoréw
z innymi biatkami z domeng DD.

Niektore biatka wspotdziatajg z receptorem FAS, jak i TNF-RI (biatka adaptorowe
FADD i RIP), lub tez wytacznie z receptorem FAS (biatko adaptorowe DAXX). W prze-
kazywaniu sygnatu z receptora TRAIL-l uczestniczg biatka TRADD, FADD i RIP. Biatko
RIP nazywane jest adaptorem Il rzedu, poniewaz nie wchodzi w bezposrednig reak-
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cje z receptorami FAS i TNF-RI, lecz z adapterami FADD i TRADD, a nastepnie
z efektorowg kaspaza. W szlaku wykorzystujagcym adaptor DAXX koricowymi biatkami
efektorowymi sg rowniez kaspazy, lecz do ich aktywacji potrzebne jest dziatanie ki-
naz fosforytujacych czynniki transkrypcyjne, zwiaszcza kinaz JNK (rys. 2).

Zaktywowane receptory z rodziny TNF, oddziatujg poprzez specyficzne biatka
adapterowe z proteinazami cysteinowymi z rodziny ICE zwane kaspazami {,,caspa-
ses”-cysteine-dependent aspartate-directed proteases). Uwaza sie, ze sg centralnym punk-
tem skupiajagcym rézne sygnaly apoptotyczne. Kaspazy syntetyzowane sg jako nie-
aktywne proenzymy (zymogeny), skiadajace sie z dwdéch podjednostek (—20 kDa
i —10 kDa), potagczonych krotkim ,fgcznikiem” oraz z tzw. prodomeny, potipeptydu
0 réznej dtugosci. Prodomena uczestniczy w dimeryzacji czasteczek prokaspaz, zo-
staje nastepnie odszczepiona podczas aktywacji (17).

i tacznik
prodomena podjeddostka duza podjednostka mata

Schemat budowy kaspaz

Pierwszg kaspazg zidentyfikowang w komdrkach ssakow byt enzym konwertu-
jacy interleukine - Ib {interleukin - Ib converting enzyme, ICE). W dalszych badaniach
wykazano obecnos$¢ wielu kaspaz podobnych do ICE. Wszystkie poznane kaspazy
charakteryzujg sie tym, ze przecinajg tancuch biatkowy substratu w miejscu obecno-
§ci w nim kwasu asparginowego, oraz ze same dla siebie sg enzymami aktywu-
jacymi. W zwigzku z tym, aktywacja jednej z kaspaz moze wywota¢ kaskadowa reak-
cje, podczas ktérej uwalnia sie z zymogendw wiele aktywnych kaspaz. Kaspazy
niszcza biatka enzymatyczne i strukturalne komorki. W wigkszosci komoérek pod-
czas apoptozy ulegajg proteolizie takie biatka jak laminy jadrowe, histony, polime-
raza poli-ADP-rybozy (PARP), biatka strukturalne, biatka decydujgce o prawidtowym
przebiegu cyklu komorkowego. Degradacja biatkowej kinazy DNA i PARP uniemozli-
wia naprawe uszkodzonego DNA. W ekstraktach z komérek ulegajacych apoptozie
po aktywacji receptorow FAS/TNF-R kaspazy przeprowadzity proteotize prokaspazy
3, PARP, biatka Rel-B, rybonukleoproteiny U1-70 kDa, a-fodryny i lamin. W komor-
kach jurkat (human T-cell leukaemia) pierwszym proteolizowanym biatkiem jest a-fod-
ryna, nastepnie PARP, U1-70 kDa i lamina B. Zahamowanie aktywnosSci kaspaz przez
wirusowe inhibitory, blokuje apoptoze komérek Jurkat wywotang stymulacjg ich re-
ceptoréw PAS, co zwieksza przezywalnos¢ komoérek (18).

Badania nad apoptoza, wykazuja, ze zasadnicze etapy regulacji tego procesu za-
chodzg przede wszystkim na poziomie genowym i zwigzane sg z regulacyjnym
wplywem ekspresji protoonkogendw i gendw przeciwnowotworowych. Badania nad
molekularnym mechanizmem apoptozy w duzym stopniu opierajg sie na wiedzy
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0 budowie nicienia C. elegans. Stanowi on bowiem model doswiadczalny gtéwnie
z powodu szybkiego namnazania sie i tatwej analizy genetycznej. W przeprowadzo-
nych badaniach genetycznych wykazano, ze apoptoza u C. elegans zalezy od dwdch
genow: ced-3 i ced-4, tzw. ,,geny Smierci”. Ich unieczynnienie (na przykfad przez mu-
tacje) powoduje, ze komorki, ktére normalnie sg eliminowane - nie ging. Oba geny
pozostajg pod kontrolg genu ced-9, ktéry koduje biatko powodujace zahamowanie
procesu apoptozy. Produkt tego genu, biatko CED-9 jest gtéwng ochrong przed sa-
mobdjcza Smiercig komarek (19). Odpowiednikiem genu ced-9 u ssakdéw jest gen
bcl-2 (protoonkogen), ktory jest silnym inhibitorem apoptozy. Obnizenie aktywnosci
tego genu powoduje skierowanie komorki na droge apoptozy, za$ nadmierna ak-
tywnos¢ supresje tego procesu. Biatko Bcl-2 hamuje apoptoze wywotang roznymi
czynnikami, a jego obecno$¢ stwierdzono rowniez w komorkach rozrodczych ssa-
kow (20). Uwaza sie, ze produkt biatkowy tego genu blokuje jeden z krytycznych
stopni w przekaznictwie sygnatu apoptozy, a mianowicie wyplyw jonéw wapnia
z mobilnej puli zlokalizowanej w siateczce $rédplazmatycznej. Uwalniany z siatecz-
ki Ca™*' uczestniczy w aktywacji dwoch enzymoOw uczestniczacych w procesach dez-
integracyjnych; endonukleazy DNA oraz transglutaminazy biorgcej udziat w tworze-
niu ciatek apoptotycznych (21). Znaczenie zaleznosci pomiedzy wewnatrzkomérko-
wym stezeniem Ca™+ a apoptozg komdrek ziarnistych opisane sg w pracach Pelsuo
[ Murdoch (22). W wielu przypadkach spadek ilosci wolnego wapnia op6Znia rozpo-
czecie apoptozy (23). Wykazano jednoczesnie, ze glikokortykoidy podnoszace po-
ziom wapnia w cytozolu, powodujg aktywacje kalmoduliny, ktdéra z kolei stymuluje
endogenne nukleazy, rozktadajagce DNA.

Na rodzine biatek Bcl-2 skiadajg sie zar6wno biatka stymulujace apoptoze (Bax,
Bak, Bcl-Xs, Bok/Mtd) jak i hamujace ten proces (Bcl-2, Bcl-X[, Bcl-W, Mcl-1, NR-13)
(24,25). Wystepujg one w btonach siateczki srédplazmatycznej, okotojadrowej oraz
mitochondrialnej. Biatka te regulujg przepuszczalnos$¢ bton mitochondrialnych. W fa-
zie wykonawczej dochodzi do zaburzenia w AYm w mitochondriach i zwiekszenia
przepuszczalno$ci bton mitochondrialnych, co prowadzi do uwolnienia z mitochon-
driéw czynnikéw indukujacych apoptoze: AIF (apoptosis inducing factor) oraz cyto-
chromu ¢ (Apaf-2) (26). Cytochrom ¢ w normalnych warunkach fizjologicznych bierze
udziat w przekazywaniu elektronow przez tancuch oddechowy, natomiast w trakcie
apoptozy taczac sie z kaspazg 9 powoduje stymulacje kaspaz i samobéjstwo komor-
ki. Biatka Bak i Bax moga taczy¢ sie z innym biatkiem, okreslanym nazwg VDAC (vol-
tage-dependent anion channel). Biatko VDAC jest jednym z gtownych skiadnikow zew-
netrznej btony mitochondrialnej komérek eukariotycznych. W normalnych warun-
kach kanat VDAC jest nieprzepuszczalny dla cytochromu c, ale po potaczeniu sie
z biatkami Bax i Bak cytochrom ¢ moze swobodnie przechodzi¢ przez kanat z mito-
chondriéw do cytoplazmy. Biatko Bcl-2 hamuje uwalnianie AIF i cytochromu ¢ oraz
bezposrednig interakcje z Apaf-1 (odpowiednik CED-4 u C. elegans) (24). Innym,
istotnym genem jest p53, tzw. ,,straznik genomu”. Koduje on czynnik transkrypcyj-
ny, ktéry ma zdolno$¢ regulacji cyklu komdérkowego. W wyniku uszkodzenia lub
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mutacji DNA dochodzi do wzrostu ekspresji p53, czego skutkiem jest produkcja
biatka p53. Poniewaz biatko to jest bezposrednim lub posrednim aktywatorem wie-
lu genéw, zostaje zatrzymany proces podziatu komérki, a uruchomione mecha-
nizmy naprawcze. Dokladny, molekularny mechanizm indukcji apoptozy zaleznej
od p53 jest dotad nie znany (7). Do tej pory wiadomo, ze uszkodzenie genomu sty-
muluje zalezng od p53 ekspresje genu bax, ktory jest induktorem apoptozy (25).
W jadrach mtodych samcow myszy, podczas pierwszych cykli spermatogenezy zaob-
serwowano nasilong apoptoze, ktéra zbiega sie z wysokim poziomem biatka Bax,
ktére warunkuje pozniejszy, prawidlowy przebieg spermatogenezy u dorostych osob-
nikéw (20). W przeprowadzonych badaniach in vivo i in vitro na pecherzykach szczu-
rzych wykazano, ze indukcja apoptozy komérek ziarnistych zwigzana jest ze zwiek-
szonym poziomem biatka Bax natomiast obnizony poziom tego biatka zwigzany jest
z redukcjg apoptozy (22).

W szeregu doswiadczeniach wskazuje sie na gtéwng role mitochondriéw w prze-
biegu apoptozy. Stres oksydacyjny jest jednym z czynnikéw, ktére moga powodo-
waé otwarcie megakanatu mitochondrialnego. Otwarcie megakanatu i wyptyw jo-
néw wapnia z mitochondriow poprzedza zdaniem Kroemera i wsp., inne zmiany
charakterystyczne dla apoptozy jak kondensacja chromatyny, fragmentacja DNA
i zmiany w btonie komérkowej. Moze to prowadzié¢ do tworzenia duzych ilosci reak-
tywnych form tlenu {Reactive Oxygen Species, ROS). Podstawowsg role w tej ztozonej
wspotzaleznosci odgrywa prawdopodobnie biatko Bcl-2, dzieki swym wiasciwos-
ciom antyutleniajgcym zmniejsza uszkodzenia bton mitochondrialnych powodowa-
ne przez ROS, a tym samym mobilizacje Ca™ (15). W przypadkach apoptozy wy-
wotanej przez: promieniowanie jonizujace, utleniacze, TNFa to wiasnie ROS sg me-
diatorami apoptozy. Sg tez dowody, ze ROS odgrywajg istotng role w apoptozie
neuronéw w przebiegu choroby Alzheimera, czy Parkinsona. Wykazano, ze ROS wy-
zwalajg zmiany apoptotyczne komoérek gametogenicznych w jadrze (20).

4. Metody wykrywania apoptozy

Rosnace zainteresowanie apoptozg komérek i mechanizmami zaangazowanymi
w regulacje tego zjawiska sprawito, ze powstajg co raz to nowsze metody wykrywa-
nia apoptozy, wéréd ktorych znaczaca wiekszos¢ stanowig metody fluorescencyjne.
Przy wykorzystaniu tych metod oceniana jest apoptoza w réznych typach komorek.

Cecha charakterystyczng najwczesniejszych stadiéw apoptozy jest zmiana w prze-
puszczalnosci btony komérkowej. Zmiany te mozna identyfikowa¢ na podstawie
charakterystycznych dla apoptozy mikroporéw w zewnetrznej btonie cytoplazma-
tycznej za pomocg fluorochromu YO-PRO-1 (27). Zastosowanie w tej metodzie jod-
ku propydyny (Pl) pozwala dodatkowo na wyeliminowanie komérek nekrotycznych.
Wiadomo, ze jodek propydyny nie przenika przez nieuszkodzonag btone komoér-
kowa. W przypadku naruszenia integralnosci btony komdrkowej Pl wnika do wne-
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trza komorki barwigc kwasy nukleinowe i po wzbudzeniu w Swietle niebieskim ko-
morka ta Swieci na czerwonopomaranczowo.

Woczesng diagnostyke apoptozy umozliwia tez wykrywanie fosfatydyloseryny na
powierzchni btony komodrkowej. W zywej komdrce fosfatydyloseryna wbudowana
jest w wewnetrzng warstwe btony komorkowej. Sygnat apoptotyczny powoduje
przeniesienie jej na powierzchnie, co umozliwia rozpoznanie komdrki przez makro-
faga. Do wykrywania fosfatydyloseryny wykorzystywana jest, zalezna od Ca™*', anek-
syna V (zwigzana chemicznie z fluoresceina) (28,29). Dodanie do mieszaniny inkuba-
cyjnej jodku propydyny pozwala jednoczes$nie badac integralnos¢ btony komoérko-
wej. Przy uzyciu cytometru przeptywowego w wyniku takiego testu mozemy wyroz-
ni¢ cztery populacje komérek: niebarwigce zadnym z odczynnikéw (zywe), barwigce
sie jedynie jodkiem propydyny (komérki nekrotyczne), barwigce sie w réznym stop-
niu aneksyng V (komorki apoptotyczne w réznych, poczatkowych stadiach apopto-
zy) i wreszcie komorki barwigce sie jednoczesnie oboma odczynnikami (komorki
w stadium poOznej apoptozy).

Objawem apoptozy jest takze spadek mitochondrialnego potencjatu transbtono-
wego (AYm), ktory prowadzi do uwolnienia czynnika indukujgcego apoptoze (AIF)
z mitochondriow. Zmiany AYm moga by¢ wykryte przez zastosowanie fluorochromu
- rodaminy 123, ktéra gromadzi sie w mitochondriach zywych komaérek przy wyso-
kim AYm. Spadek AYm w czasie apoptozy prowadzi do zmniejszenia koncentracji
rodaminy 123 w mitochondriach, co przejawia sie ostabieniem fluorescencji znako-
wanej komorki (28,29). Podczas procesu apoptozy dochodzi czesto do wzrostu kon-
centracji ROS w komorce, ktorg mozna wykry¢ badajac utlenianie dioctanu 6-kar-
boksy- 2'7’-dichlorofluoresceiny przez zmiany intensywnosci jego fluorescencji.

Jednym z kryteriow pozwalajacych na odrdznienie apoptozy od nekrozy jest
fragmentacja DNA. W przypadku apoptozy enzymy tng dwuniciowy DNA miedzy nu-
kleosomami, co mozna wykry¢ w postaci charakterystycznej ,,drabinki” fragmentéw
DNA, zawierajgcych 180-200 par zasad i wielokrotnos¢ tej liczby, stosujac elektrofo-
reze DNA w zelu agarozowym (30). Nalezy jednak pamietac, ze nie we wszystkich
przypadkach apoptozy nastepuje miedzynukleosomalna fragmentacja DNA, czesto
komérka tnie DNA na odcinki 300 i 50 tys. par zasad (8,31). Tego typu fragmentacje
wykrywa sie za pomocg elektroforezy pulsacyjnej. W przypadku nekrozy dochodzi
do przypadkowej, nieregularnej fragmentacji DNA, co daje obraz réwnomiernej
smugi DNA tzw. rozmazu (32).

Fragmentacja DNA powoduje, jego zmniejszong zawarto$¢ w komorce, ktorg wy-
krywa sie w ocenie ilosciowej apoptozy, stosujgc pomiar fluorescencji DNA zwigza-
nego z fluorochromami. Stwierdzenie tego zjawiska jest mozliwe dzieki wielu te-
stom, jednym z nich jest opisana przez Darzynkiewicza elucja drobnoczasteczkowe-
go DNA w buforze cytrynianowym. Po inkubacji komorek w tym buforze komorki
apoptotyczne cechujg sie nizszg niz charakterystyczna dla fazy G1 zawartoscig DNA.
Metodg pozwalajacg na ilosciowa ocene komdrek zywych oraz komérek we wczes-
nych i pdznych stadiach apoptozy i nekrozy jest barwienie jodkiem propydyny (DNA
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i RNA komorek martwych) oraz fluorochromem Hoechst 33342, barwigcym DNA ko-
morek zywych i apoptotycznych, z r6zng intensywnoscig (33).

Pekniecia taricucha DNA mozna tez wykrywac przez wbudowywanie dUTP sprze-
zonego z fluoresceing, lub digoksygening w taricuch DNA w miejscach peknieé, przy
zastosowaniu terminalnej transferazy lub potimerazy DNA (34). System pozwata
uwidoczni¢ pojedyncze komorki apoptotyczne w mikroskopie fluorescencyjnym tub
mierzy¢ apoptoze populacji komoérek w cytometrze przeptywowym.

Wybor metod identyfikacji apoptozy, zalezy nie tylko od rodzaju induktora, ale
takze od rodzaju komorek i aktywacji w nich réznych proceséw biochemicznych.
Podkresli¢ nalezy, ze sam proces przygotowywania i znakowania komorek czesto
moze powodowac falszywy pozytywny wynik przy uzyciu wybranej metody (28). Na-
lezy pamieta¢, ze metody wykrywania majg ograniczong czuto$¢ i swoistos¢, co
moze byé przyczyna trudnosci w identyfikacji fragmentacji DNA. Drabinka DNA jest
wykrywana, tylko wtedy gdy odpowiednio duza liczba komorek ulegnie apoptozie.
Pozostate metody stuzace do jej identyfikacji, takie jak terminal deoxy-transferase-me-
diated bio-dilTP nick end labelling (TUNEL) oraz in situ nick translation dajg niekiedy
falszywe dodatnie wyniki, poniewaz fragmenty DNA moga réwniez powstawaé w ne-
krozie w wyniku nieswoistego rozpadu jadra. Wedtug Ackermana najwazniejszg
cechg apoptozy pozostajg zmiany morfologiczne, ale tutaj réwniez pojawiajg sie
pewne watpliwosci. Zjawisko ,,gotowania komorki” - morfologiczna cecha apopto-
zy - bywa czesto mylona z tworzeniem pecherzykow - zjawiskiem charaktery-
stycznym dla nekrozy. Pecherzyki nekrotyczne w przeciwienstwie do apoptotycz-
nych, sa wypustkami btony komdérkowej, nie zawierajg skondensowanych fragmen-
téw jadra i organelli komoérkowych, nie prowadza do powstawania ciatek apopto-
tycznych (35). Aktualnie szerokie zastosowanie ma metoda polegajaca na wykrywa-
niu aktywnosci kaspaz w komoérkach apoptotycznych (18). Uwaza sie bowiem, ze
bez kaspaz apoptoza w ogdle nie moze zachodzié. Obecnie przyjeto sie apoptoza
nazywac ,,proces, w ktérym posrednikami w przekazywaniu sygnatu smierci sg ka-
spazy”. Wiele firm oferuje r6zne zestawy odczynnikow do oceny apoptozy poprzez
pomiar aktywnosci kaspaz. Zasada tej metody opiera sie na zastosowaniu substratu
kaspazy znakowanego fluorescencyjnie, np. rodaming 110 oraz bufor powodujgcy
lize komorek. Po trawieniu przez kaspazy peptyd substratowy zaczyna emitowac
Swiatto o dtugosci zaleznej od rodzaju zastosowanego barwnika fluorescencyjnego.

Wystepowanie apoptozy w licznych procesach fizjologicznych i patologicznych
spowodowato powstanie wielu metod identyfikacji tego zjawiska. Pamieta¢ jednak
nalezy o tym, ze zadna z tych metod nie jest uniwersalna dla wszystkich typow ko-
mérek.
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5. Podsumowanie

Zjawisko apoptozy odgrywa szczegélng role w embriogenezie, statym podtrzy-
maniu czynnosci organizmu, w procesach starzenia sie tkanek, w sytuacji gdy ko-
mérka staje sie zbedna lub zaczyna stwarza¢ zagrozenie dla zdrowia organizmu.

Znaczenie programowanej $mierci komorki w rozwoju tkanek i narzadéw zwré-
cito uwage embriologéw. To wiasnie od apoptozy zalezy prawidtowe ksztaltowanie
tkanek i narzadéw w czasie embriogenezy. Wystapienie apoptozy w niezaplanowa-
ny sposéb w przypadku, np. zaindukowania przez toksyczne zwiazki wystepujace
w $rodowisku moze powodowaé pojawienie sie wad wrodzonych. W wielu o$rod-
kach naukowych prowadzone sg obecnie badania majace na celu opracowanie sku-
tecznych metod klonowania ssakow. Uzyskiwanie zwierzat transgenicznych metoda
klonowania ma ogromne znaczenie dla medycyny, w zwigzku z mozliwoscig otrzy-
mywania z tych zwierzat biatek, ktére moga znalez¢ zastosowanie w terapii u ludzi.
Dlatego tak wazne jest opracowanie skutecznych metod wykrywania apoptozy w ho-
dowanych in vitro komdrkach-dawcéw jader. Zjawisko to moze mie¢ negatywny
wplyw, jak sie wydaje, na efektywnos$¢ klonowania, zmniejszajgc odsetek prawi-
dtowo rozwijajacych sie zarodkow.

Ponadto natezy pamiegtac, ze zjawisko apoptozy dotyczy kazdego narzadu i kaz-
dej tkanki. Zbadanie mechanizméw molekularnych regulujacych ten rodzaj Smierci
stanowi zatem jedno z wazniejszych zadan wspotczesnej nauki.
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