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APOPTOZA 1 METODY JEJ BADANIA

A poptoza  to  jeden z typów  śmierci kom órki. P raca om aw ia m orfologiczne 
i biochem iczne zm iany pojaw iające się podczas „sam obójstw a k om órk i” . Zostały 
opisane czynniki aktyw ujące ten proces oraz specyficzne geny, b iałka i enzymy 
pojaw iające się w kolejnych etapach. Ponadto  zostały przedstaw ione zalety i wady 
w ybranych m etod badawczych stosow anych w analizie zm ian apoptotycznych.

W ST ĘP

Apoptoza to program owana, aktywna śmierć komórki, nazywana śmiercią: 
fizjologiczną lub sam obójczą, zależna od indukcji specyficznych genów. 
Term in ten został zapożyczony z języka greckiego, w którym  oznacza 
opadanie płatków  kwiatów lub liści [4, 40, 41]. D okładnie pierwsza część 
w yrazu -  apo opisuje pozorne wyciekanie um ierających kom órek do miejsc 
wokół nich, a ptosis odnosi się do usunięcia, zniknięcia kom órek z tkanki [4], 

Aktyw na śmierć kom órki towarzyszy organizmowi od początku jego 
rozwoju w okresie embriogenezy, morfogenezy i jest podstaw ą dla praw id
łowego funkcjonow ania dojrzałego organizmu. Przykładem  m oże być ciągła 
w ym iana kom órek w tkankach proliferujących takich jak  skóra, nabłonki 
[4, 33, 40]. Program ow ana śmierć jest niezbędna dla utrzym ania prawidłowej 
hom eostazy tkankow ej, zapobiega rozrostom  hiperplastycznym  i neoplas- 
tycznym. A poptoza decyduje o selekcji kom órek posiadających niewłaściwy 
zestaw receptorów  w układzie odpornościow ym. Około 90-95%  kom órek 
um iera podczas dojrzew ania tym ocytów w grasicy oraz kom órek krw iotw ór
czych w szpiku kostnym  [30, 37]. Poza tym program ow ana śmierć kom órki 
zw iązana jest z eliminacją blisko 50% kom órek nerwowych w rozwijającym 
się m ózgu [33]. W stanach patologicznych związanych z neurodegradacją 
procesowi apoptozy ulegają kom órki nerwowe, co występuje przy chorobach 
Alzheim era, H untingtona, Parkinsona, oraz przy zaburzeniach neuroroz-



wojowych związanych z autyzmem czy schizofrenią [33, 37], Podobnie 
limfocyty C D 4+ u ludzi chorych na AIDS um ierają poprzez program ow aną 
śmierć kom órki [37], K om órki nowotw orow e również um ierają śmiercią 
sam obójczą wywoływaną spontanicznie lub indukow aną przez prom ienio
wanie jonizujące i cytotoksyny [1, 27, 28, 37]. O prócz tego apoptozę 
wywołują kancerogeny np.: K 2C r20 7 [6, 16]. N iektóre leki przeciwnowo- 
tw orowe aktyw ują proces apoptozy w zaatakow anych kom órkach, należą 
do nich pochodne związków platyny takie jak  C D D P (ang. cis diam m ine 
dichloro platinum ); JM  149 (ang. cis am m ine dichloro (cyclohexylaminc) 
trans dihydroxo platinum  (IV)), JM 335 (ang. trans ammine dichloro (cyc- 
lohexylamine) dihydroxo platinum  (IV)), [17, 23, 26], leki alkilujące, wink- 
rystyna, m etatreksat, etopozyd, n iektóre antym etabolity , deksam etazon, 
cykloheksam id.

ZM IA N Y  M O R F O L O G IC Z N E  I B IO C H E M IC Z N E  Z A C H O D Z Ą C E  
W K O M Ó R C E  PO D C Z A S PR O C E SU  A P O PT O Z Y

Podczas apoptotycznej śmierci kom órki w pierwszym etapie dochodzi 
do  obkurczenia kom órki co wiąże się z aktywacją enzymów proteolitycz
nych, błona kom órkow a traci swą asym etryczną strukturę co związane jest 
z przemieszczeniem fosfatydyloseryny do zewnętrznej warstwy błony. G łów 
nym miejscem atak u  jest jąd ro  kom órkow e gdzie zagęszczeniu i m a r
ginalizacji ulega chrom atyna tw orząc tzw. „półksiężyce” umiejscowione 
przy błonie jądrow ej [4, 7, 21]. W ażną jednostką biorącą udział w apop- 
tozie są również m itochondria -  centra energetyczne kom órki, w których 
dochodzi do utraty potencjału transm em branow ego PT [9], Spadek potenc
jału  jest jednym  z wcześniejszych sygnałów apoptotycznych powiązanym  ze 
wzrostem produkcji białka Bcl-2 [10]. W końcowej części pierwszego etapu 
aktywnej śmierci kom órki dochodzi do fragm entacji D N A . C hrom atyna 
ulega wielostopniowym podziałom , zależnym od aktywności endonukleaz. 
Pierwszym sygnałem jest fragm entacja na długie odcinki 700, 300, kilo par 
zasad (kpz) [2, 8, 18, 34, 39, 43], Odcinki o długości 300 kpz odpow iadają 
heksamerycznym pętlom , znanym jako  struktura rozety [34], N astępnie 
dochodzi do  pow stania mniejszych fragm entów o długości 50 kpz o d 
pow iadającym  pojedynczym  pętlom  D N A  [34]. W późniejszym okresie 
m oże dojść do fragm entacji na  regularne odcinki o długości 200 par zasad 
(pz), widoczne podczas analizy m etodam i konwencjonalnej elektroforezy na 
żelu agarozowym  w postaci charakterystycznej „drabinki apoptotycznej” [4, 
7, 37],

D rugi etap wiąże się z powstawaniem  „ciałek apoptotycznych” poprzez 
uwypuklanie się błony cytoplazmatycznej (aktyw acja transferaz). „C iałka



apoptotyczne” zawierają dobrze zachowane składniki kom órki oraz jąd ra  
kom órkow ego i są szybko usuwane z przestrzeni m iędzykom órkow ej dzięki 
procesowi fagocytozy, przy udziale kom órek żernych -  m akrofagów  [4, 7], 
Proces ten zapobiega powstawaniu stanu zapalnego, co pow oduje m inim alne 
zakłócenia struktury  tkanki.

Podczas pierwszego etapu apoptozy: kurczenie się kom órki, marginalizacja 
chrom atyny może dojść do naprawy uszkodzeń, czyli cofnięcia procesu 
program ow anej śmierci kom órki. Po fragm entacji D N A  kom órka traci 
możliwość naprawy.

AKTYW ATORY A P O PT O Z Y

A poptoza jako  proces zapewniający utrzym anie prawidłowej hom eostazy 
organizm u związana jest z działaniem wielu czynników środow iska we
w nątrzkom órkow ego (szok biologiczny). D o takich czynników wewnętrznych 
pobudzających proces program owanej śmierci kom órki, ważnej przy np.: 
regulacji dojrzewania tymocytów w grasicy, należą glukortykoidy -  horm ony 
sterydowe [30, 37]. Czynniki m artwicy nowotworów (T N F-a) -  produkow ane 
przez makrofagi, (TNF-//) produkowane przez limfocyty regulują występowanie 
procesu apoptozy w limfocytach. K om órki B i T zawierają na swojej 
powierzchni receptory (TN FR 1) dla czynnika T N F , których aktywację 
m oże ham ow ać inhib itor apoptozy  M nSO D [4, 5, 25, 33], K olejnym  
czynnikiem wewnętrznym aktywującym proces apoptozy jest receptor Fas 
(znany także jako  APO-1 czy CD95). Należy on do I grupy białek błonowych 
limfocytów T [37], jest receptorem  dla przeciwciał Fas/A PS [4, 25, 33], 
Również n iedobór czynników wzrostu, może prow adzić do spadku ekspresji 
genów rodziny Bcl-2 oraz uaktywnienia genów takich jak  c-myc, p53  czy 
bax  [5, 37],

Po aktywacji apoptozy w dalszym etapie sygnał przekazywany jest przy 
udziale kolejnych przekaźników  -  białek cytoplazm atycznych: F A D D , 
M ORT-1 (wiążą F as) i T R A D D  (wiążą TN R F-1) oraz ceram idów , co 
prowadzi do  aktywacji rodziny białek ICE, a inaktywacji rodziny białek 
Bcl-2. Zwiększenie poziom u jonów  C a2+ w kom órce zapew nia działanie 
enzym ów z klas: endonukleaz, proteaz, transglutam inaz. D ochodzi do 
zm ian m orfologicznych i biochemicznych w kom órce apoptotycznej. Tw orzą 
się nowe m arkery powierzchniowe np.: kompleksy FasL /Fas i T N F /T N F R -1 , 
co pobudza m akrofagi do procesu fagocytozy, zapobiega to  stanom  zapalnym 
kom órki.



AK TY W A CJA G EN Ó W  Z W IĄ Z A N Y C H  Z  PR O C E S E M  A P O P T O Z Y

A poptoza jest procesem aktywnym, zależnym od indukcji i represji 
specyficznych genów. Geny uczestniczące w zm ianach apoptotycznych 
możemy podzielić na: 1) m ające związek tylko ze śmiercią program ow aną, 
2) biorące udział w innych procesach zachodzących w kom órce.

Do pierwszej grupy należą geny: ced-3, ced-4 i ced-9 zidentyfikow ane 
u nicienia Caenorhabditis elegans. Geny ced-3 i ced-4 ulegają ekspresji 
w kom órkach umierających śmiercią naturalną podczas procesu morfogenezy, 
kiedy dokładnie 131 kom órek, z ogólnej liczby 1090, jest elim inowanych 
[4, 7, 33], Odpowiednikiem genu ced-3 u ssaków jest gen kodujący informację 
dla białka ICE (ang. interleukin-1 [i-converting enzyme) należącego do  grupy 
proteaz cysteinowych, odgrywających decydującą rolę podczas apoptozy. 
Gen ced-4 jest ważny dla wiązania wapnia, co umożliwia aktywację proteaz, 
endonukleaz i transglutam inaz. Geny ced-3 i ced-4 działają przeciwstawnie 
do antyapoptotycznego genu ced-9, którego aktywacja m a ograniczać proces 
śmierci kom órki, podobnie jak  gen bcl-2 u ssaków [7, 13, 15, 25, 32, 33].

D o wspólnej rodziny białek obok Bcl-2 należą również: Bcl-xL, Bcl-w, 
Mcl-1 (podobnie jak  Bcl-2 ham ujące proces apoptozy) oraz Bax, Bik, Bak, 
Bad, Bcl-xs (aktywujące proces apoptozy). Białka te w ystępują w formie 
heterodim erów  np. Bcl-2, Bcl-xs. Podczas aktywacji procesu apoptozy 
pojaw ia się form a hom odim erów np.: Bax\Bax, a odwrotnie kiedy występuje 
nadw yżka białek: Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 pow stają hom odim ery np.: 
Bcl-2\Bcl-2, co ham uje, ogranicza program ow aną śmierć kom órki [4, 5, 7, 
25, 33], Oprócz tego zmianie m oże ulec struk tura białka kodow anego przez 
gen bcl-x. Białko Bcl-x podczas zm ian apoptotycznych przyjm uje postać 
łańcucha krótszego w stosunku do formy dłuższej charakterystycznej dla 
procesu ham ow ania apoptozy.

D o drugiej grupy genów aktywnych nie tylko w procesie apoptozy 
należą pro toonkogeny: c-myc, c-fos, c-jun, pełniące funkcję czynników  
transkrypcyjnych [36], Również podwyższona ekspresja genu p53 jest częstym 
induktorem  program owanej śmierci kom órki, np. w tym ocytach [20, 24, 33, 
35, 37, 42],

AKTYW ACJA E N Z Y M Ó W  B IO R Ą C Y C H  U D ZIA Ł  
W  PR O C E S IE  PR O G R A M O W A N E J Ś M IE R C I K O M Ó R K I

Inicjacja apoptozy związana jest z aktywacją trzech grup enzymów: 
endonukleaz, proteaz i transglutam inaz. Napływ  do w nętrza kom órki jonów  
C a2+ rozpoczyna proces samobójczej śmierci kom órki.



Z nane są trzy endonukleazy mogące brać udział w procesie apoptozy: 
NUC-18 i D N A -za I (zależne od jonów  C a2 + i M g2 + , ich działanie jest 
ham owane przez jony cynku) oraz D N A -za li [7, 11, 31, 32, 37], Enzymy 
endonukleolityczne biorą udział w degradacji D N A  (fragmenty: 700-30 kpz, 
200-180 pz), ich działanie powoduje zrywanie wiązań internuklcosom alnych.

Kolejną grupę enzymów biorących udział w apoptozie tw orzą proteazy, 
które uczestniczą w proteolizie, niszczeniu cytoszkieletu co powoduje kurczenie 
się kom órki. Ogólnie grupę tych proteaz cysteinowych oznaczono jak o  ICE, 
co łączy się z aktyw acją \-/i interleukiny pośredniczącej w reakcjach 
związanych ze stanem  zapalnym  kom órek. Obecnie wyróżniono w rodzinie 
proteaz dziesięć odrębnych białek -  kaspaz (aspaz), należących do trzech 
podrodzin: kaspazy-1 (ICE), kaspazy-2 (IC H -l/N edd), kaspazy-3 (CPP32/Y- 
A M A ). Poszczególne kaspazy różnią się rodzajem  substratów , np. d la 
kaspazy-1 substratem  jest p ro -IL l fi (pro-interleukina 1-/0 oraz pro-kaspaza 
3 i 4; dla kaspazy-3 substratem  jest PA R P (polim eraza poli(A DP-rybozy)), 
pro-kaspaza 6 i 9 oraz SREBP 1 i 2 (czynnik przyłączający białko regula
torow e steroli); dla kaspazy-6 substratem  jest PA R P i lam ina (A, B1/B2, 
C). Proteazy IC E występują w cytoplazmie w postaci nieaktywnej jako  
proenzym y, ich aktyw acja wiąże się z pojawieniem czynnika apoptotycznego 
oraz inaktywacją białek Bcl-2 i Bcl-xL [4, 7, 21, 25, 33], Inhibitorem  
proteaz IC E/C PP32/Y A M A  jest białko Crm A [5],

Za powstawanie wiązań krzyżowych pomiędzy białkam i cytoplazm atycz- 
nymi, ich polimeryzację oraz tworzenie „ciałek apoptotycznych” odpow ie
dzialna jest trzecia grupa enzymów -  transglutam inazy [10]. Enzymy te 
również biorą udział w stabilizacji i integrowaniu struk tu r kom órkow ych 
w powstających „ciałkach apoptotycznych” [29].

M E T O D Y  BADAŃ A P O P T O Z Y

Zm iany zachodzące w kom órce apoptotycznej m ożem y badać stosując 
różne m etody analizy morfologicznej i biochemicznej, biorąc pod uwagę 
całą populację kom órek lub też pojedyncze kom órki.

A naliza m orfologiczna pojedyńczych kom órek wiąże się z obserwacją 
m ikroskopow ą. Stosując różne techniki barwienia kom órek np.: barwnikiem  
Giemsa lub błękitem trypanu, możemy obserwować w m ikroskopie świetlnym 
(m aksym alne powiększenie) lub elektronowym  kondensację i m arginalizację 
chrom atyny oraz tworzenie się „ciałek apoptotycznych” [22], Po zastosowaniu 
barw ników  fluorescencyjnych, np. oranż akrydyny -  AO, jodek propidyny 
PI, lub aneksyny możemy obserwować tworzenie się „ciałek apoptotycznych” 
przy użyciu m ikroskopu fluorescencyjnego [10, 22],



K olejną techniką opartą  na analizie pojedynczych kom órek przy użyciu 
m ikroskopu świetlnego jest m etoda T U N E L  [22], Polega ona na włączaniu 
biotynylowanej trójfosforodeoksyurydyny łącznie z term inalną deoksynuk- 
leotydylotransferazą T dT  w miejsca pęknięć DNA .

W ymienione techniki są powszechnie stosowane przy analizie apoptozy, 
ale umożliwiają one jedynie obserwację wybranych pojedynczych kom órek.

Bywają przypadki braku  zm ian m orfologicznych w apoptotycznych 
k om órkach , d latego  też obok  analizy m orfologicznej należy stosow ać 
analizę biochemiczną opartą  na badaniu  całych populacji kom órek.

Degradację D N A  możemy śledzić przy użyciu różnych technik elektro- 
foretycznych. Analizę dużych fragm entów DNA : 700 kpz, 500 kpz, 300 kpz, 
50 kpz umożliwia stosowanie elektroforezy pulsacyjnej PACE lub elektroforezy 
w odw róconym  polu F IG Ę  [2, 8, 18, 34, 39, 43], D alszą degradację D N A  
200 pz zw iązaną z powstawaniem „drabinki apoptotycznej” możemy badać 
stosując klasyczną elektroforezę na żelu agarozowym [4, 7, 40]. Analizę 
fragmentów D N A  o długości 200 pz umożliwia również technika kom etkowa, 
ale opiera się ona na analizie pojedynczych kom órek. Należy podkreślić, że 
podczas apoptozy nie zawsze dochodzi do  tworzenia się „drabinki ap o p 
totycznej” , wówczas degradacja D N A  zatrzym uje się na etapie tw orzenia 
dużych fragm entów D N A .

Ponadto  wymienione techniki elektroforetyczne wymagają dużej ilości 
kom órek użytych do eksperym entu. Kolejnym  problemem m ogą być różne 
stadia rozwoju kom órek w badanych populacjach.

Inną techniką opierającą się na  analizie biochemicznej populacji kom órek 
jest cytom etria przepływowa [10, 12, 14, 19, 22]. O parta  na wykorzystaniu 
techniki laserowej oraz użyciu barwników fluorescencyjnych: oranżu akrydyny, 
jodku  propidyny, aneksyny, co umożliwia śledzenie zmian w D N A , analizę 
specyficznych białek np.: Bcl-2, p53, onkoprotein, badanie zmian w potencjale 
transm em branow ym  PT w m itochondriach oraz zm ian w błonach kom ór
kowych (przemieszczanie się fosfatydyloseryny PS do  zewnętrznej części 
błony kom órkow ej). Często podczas jednej analizy cytom etrycznej po 
zastosow aniu mieszaniny barwników fluorescencyjnych m ożem y badać jed 
nocześnie zmiany apoptotyczne zachodzące w różnych miejscach w komórce. 
Przykładem  m oże być jednoczesne zastosow anie jodku  propidyny PI i anek
syny, co umożliwia śledzenie zmian zachodzących zarów no w jądrze kom ór
kowym -  PI i błonie kom órkowej -  aneksyna. W adą tej m etody jest 
m ożliw ość błędnej interpretacji wyników zw iązana z analizą kom órek  
znajdujących się w późnym stadium  apoptozy, wówczas kom órki m ogą być 
potrak tow ane jak o  nekrotyczne (drugi rodzaj śmierci kom órki).

N ajnow szą techniką opartą  na śledzeniu zmian m orfologicznych w ap o p 
totycznych kom órkach jest w ideom ikroskopia [22]. M etoda ta  polega na 
ciągłej obserwacji kom órek przy użyciu w ideom ikroskopu, gdzie klatka



filmowa zmienia się co 3-5 min w przypadku populacji kom órek lub co 
10-20 s. w przypadku pojedynczych kom órek. Jest to bardzo dok ładna 
m etoda umożliwiająca uchwycenie wszystkich etapów  apoptozy, co nic jest 
możliwe w przypadku stosowania innych m etod. W adą tej m etody jest 
potrzeba zapewnienia sterylnych warunków w pomieszczeniu doświadczalnym, 
odpowiedniej tem peratury, wilgotności.

Opisane m etody badań apoptozy uświadam iają konieczność stosow ania 
złożonej analizy polegającej na jednoczesnej obserwacji m orfologicznej 
i biochemicznej kom órek.
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A P O P T O S IS  AND M E T H O D S  O F IN V ESTIG A T IO N S

A poptosis is one o f the kinds o f  cell death . This paper presents the m orphological and 
biochem ical changes which are connected with apopto tic  cell death . T he factors, which activate 
th is process, are described in this article. M oreover the groups o f genes, p ro teins and enzymes 
th a t participate  in the „call suicide” are characterised. T he advantages and d isadvantages of 
the  chosen m ethods o f investigations are discussed.


