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APOPTOZA 1 METODY JEJ BADANIA

Apoptoza to jeden z typéw Smierci komorki. Praca omawia morfologiczne
i biochemiczne zmiany pojawiajace sie podczas ,samobdjstwa komadrki”. Zostaly
opisane czynniki aktywujace ten proces oraz specyficzne geny, biatka i enzymy
pojawiajace sie w kolejnych etapach. Ponadto zostaly przedstawione zalety i wady
wybranych metod badawczych stosowanych w analizie zmian apoptotycznych.

WSTEP

Apoptoza to programowana, aktywna $mier¢ komorki, nazywana Smiercia;
fizjologiczng lub samobodjcza, zalezna od indukcji specyficznych gendw.
Termin ten zostat zapozyczony z jezyka greckiego, w ktérym oznacza
opadanie ptatkow kwiatow lub lisci [4, 40, 41]. Doktadnie pierwsza cze$é
wyrazu - apo opisuje pozorne wyciekanie umierajgcych komoérek do miejsc
wokot nich, a ptosis odnosi sie do usuniecia, znikniecia komorek z tkanki [4],

Aktywna $mier¢ komorki towarzyszy organizmowi od poczatku jego
rozwoju w okresie embriogenezy, morfogenezy i jest podstawg dla prawid-
towego funkcjonowania dojrzatego organizmu. Przykiadem moze byc¢ ciggta
wymiana komorek w tkankach proliferujacych takich jak skéra, nabtonki
[4, 33, 40]. Programowana $mier¢ jest niezbedna dla utrzymania prawidtowej
homeostazy tkankowej, zapobiega rozrostom hiperplastycznym i neoplas-
tycznym. Apoptoza decyduje o selekcji komdrek posiadajgcych niewtasciwy
zestaw receptor6w w uktadzie odpornosciowym. Okoto 90-95% komdrek
umiera podczas dojrzewania tymocytow w grasicy oraz komdrek krwiotwor-
czych w szpiku kostnym [30, 37]. Poza tym programowana $mier¢ komorki
zwigzana jest z eliminacjg blisko 50% komdrek nerwowych w rozwijajgcym
sie mozgu [33]. W stanach patologicznych zwigzanych z neurodegradacja
procesowi apoptozy ulegajg komorki nerwowe, co wystepuje przy chorobach
Alzheimera, Huntingtona, Parkinsona, oraz przy zaburzeniach neuroroz-



wojowych zwigzanych z autyzmem czy schizofrenig [33, 37], Podobnie
limfocyty CD4+ u ludzi chorych na AIDS umierajg poprzez programowang
$mieré komdrki [37], Komorki nowotworowe réwniez umierajg $miercig
samobdjczg wywotywang spontanicznie lub indukowang przez promienio-
wanie jonizujgce i cytotoksyny [1, 27, 28, 37]. Oprbécz tego apoptoze
wywotujg kancerogeny np.: K2Cr20 7 [6, 16]. Niektore leki przeciwnowo-
tworowe aktywujg proces apoptozy w zaatakowanych komodrkach, nalezg
do nich pochodne zwigzkéw platyny takie jak CDDP (ang. cis diammine
dichloro platinum); JM 149 (ang. cis ammine dichloro (cyclohexylaminc)
trans dihydroxo platinum (1V)), JM 335 (ang. trans ammine dichloro (cyc-
lohexylamine) dihydroxo platinum (1V)), [17, 23, 26], leki alkilujace, wink-
rystyna, metatreksat, etopozyd, niektére antymetabolity, deksametazon,
cykloheksamid.

ZMIANY MORFOLOGICZNE | BIOCHEMICZNE ZACHODZACE
W KOMORCE PODCZAS PROCESU APOPTOZY

Podczas apoptotycznej Smierci komaérki w pierwszym etapie dochodzi
do obkurczenia komorki co wigze sie z aktywacjg enzymow proteolitycz-
nych, btona komdrkowa traci swag asymetryczng strukture co zwigzane jest
z przemieszczeniem fosfatydyloseryny do zewnetrznej warstwy biony. Gioéw-
nym miejscem ataku jest jadro komdrkowe gdzie zageszczeniu i mar-
ginalizacji ulega chromatyna tworzac tzw. ,pOtksiezyce” umiejscowione
przy btonie jadrowej [4, 7, 21]. Wazng jednostka bioracg udzial w apop-
tozie sg réwniez mitochondria - centra energetyczne komorki, w ktérych
dochodzi do utraty potencjatu transmembranowego PT [9], Spadek potenc-
jatu jest jednym z wczes$niejszych sygnatow apoptotycznych powigzanym ze
wzrostem produkcji biatka Bcl-2 [10]. W koncowej cze$ci pierwszego etapu
aktywnej Smierci komorki dochodzi do fragmentacji DNA. Chromatyna
ulega wielostopniowym podziatom, zaleznym od aktywnosci endonukleaz.
Pierwszym sygnatem jest fragmentacja na diugie odcinki 700, 300, kilo par
zasad (kpz) [2, 8, 18, 34, 39, 43], Odcinki o dtugosci 300 kpz odpowiadajg
heksamerycznym petlom, znanym jako struktura rozety [34], Nastepnie
dochodzi do powstania mniejszych fragmentéw o diugosci 50 kpz od-
powiadajgcym pojedynczym petlom DNA [34]. W pézniejszym okresie
moze dojs¢ do fragmentacji na regularne odcinki o diugosci 200 par zasad
(pz), widoczne podczas analizy metodami konwencjonalnej elektroforezy na
zelu agarozowym w postaci charakterystycznej ,drabinki apoptotycznej” [4,
7, 37],

Drugi etap wigze sie z powstawaniem ,cialek apoptotycznych” poprzez
uwypuklanie sie btony cytoplazmatycznej (aktywacja transferaz). ,Ciatka



apoptotyczne” zawierajag dobrze zachowane skiadniki komaorki oraz jadra
komdérkowego i sg szybko usuwane z przestrzeni miedzykomdérkowej dzieki
procesowi fagocytozy, przy udziale komdrek zernych - makrofagow [4, 7],
Proces ten zapobiega powstawaniu stanu zapalnego, co powoduje minimalne
zaktécenia struktury tkanki.

Podczas pierwszego etapu apoptozy: kurczenie sie komadrki, marginalizacja
chromatyny moze dojs¢ do naprawy uszkodzen, czyli cofniecia procesu
programowanej $mierci komorki. Po fragmentacji DNA komdrka traci
mozliwo$¢ naprawy.

AKTYWATORY APOPTOZY

Apoptoza jako proces zapewniajagcy utrzymanie prawidtowej homeostazy
organizmu zwigzana jest z dziataniem wielu czynnik6w S$rodowiska we-
wnatrzkomdrkowego (szok biologiczny). Do takich czynnikéw wewnetrznych
pobudzajgcych proces programowanej $mierci komorki, waznej przy np.:
regulacji dojrzewania tymocytéw w grasicy, nalezg glukortykoidy - hormony
sterydowe [30, 37]. Czynniki martwicy nowotworéw (TNF-a) - produkowane
przez makrofagi, (TNF-//) produkowane przez limfocyty regulujg wystepowanie
procesu apoptozy w limfocytach. Komorki B i T zawierajg na swojej
powierzchni receptory (TNFR1) dla czynnika TNF, ktérych aktywacje
moze hamowac inhibitor apoptozy MnSOD 1[4, 5, 25, 33], Kolejnym
czynnikiem wewnetrznym aktywujgcym proces apoptozy jest receptor Fas
(znany takze jako APO-1 czy CD95). Nalezy on do | grupy biatek btonowych
limfocytow T [37], jest receptorem dla przeciwciat Fas/APS [4, 25, 33],
Réwniez niedob6r czynnikéw wzrostu, moze prowadzi¢ do spadku ekspresji
gendéw rodziny Bcl-2 oraz uaktywnienia genéw takich jak c-myc, p53 czy
bax [5, 37],

Po aktywacji apoptozy w dalszym etapie sygnat przekazywany jest przy
udziale kolejnych przekaznikow - biatek cytoplazmatycznych: FADD,
MORT-1 (wigzg Fas) i TRADD (wigzg TNRF-1) oraz ceramiddw, co
prowadzi do aktywacji rodziny biatek ICE, a inaktywacji rodziny biatek
Bcl-2. Zwiekszenie poziomu jonéw Ca2+ w komérce zapewnia dziatanie
enzyméw z klas: endonukleaz, proteaz, transglutaminaz. Dochodzi do
zmian morfologicznych i biochemicznych w komdrce apoptotycznej. Tworza
sie nowe markery powierzchniowe np.: kompleksy FasL/Fas i TNF/TNFR-1,
co pobudza makrofagi do procesu fagocytozy, zapobiega to stanom zapalnym

komérki.



AKTYWACJA GENOW ZWIAZANYCH Z PROCESEM APOPTOZY

Apoptoza jest procesem aktywnym, zaleznym od indukcji i represji
specyficznych genéw. Geny uczestniczace w zmianach apoptotycznych
mozemy podzieli¢ na: 1) majgce zwigzek tylko ze $miercig programowang,
2) biorgce udziat w innych procesach zachodzgacych w komoérce.

Do pierwszej grupy nalezg geny: ced-3, ced-4 i ced-9 zidentyfikowane
u nicienia Caenorhabditis elegans. Geny ced-3 i ced-4 ulegajg ekspresji
w komorkach umierajgcych $miercig naturalng podczas procesu morfogenezy,
kiedy doktadnie 131 komdrek, z ogo6lnej liczby 1090, jest eliminowanych
[4, 7, 33], Odpowiednikiem genu ced-3 u ssakow jest gen kodujgcy informacje
dla biatka ICE (ang. interleukin-1 [i-converting enzyme) nalezagcego do grupy
proteaz cysteinowych, odgrywajacych decydujacg role podczas apoptozy.
Gen ced-4 jest wazny dla wigzania wapnia, co umozliwia aktywacje proteaz,
endonukleaz i transglutaminaz. Geny ced-3 i ced-4 dzialajg przeciwstawnie
do antyapoptotycznego genu ced-9, ktérego aktywacja ma ogranicza¢ proces
$mierci komorki, podobnie jak gen bcl-2 u ssakow [7, 13, 15, 25, 32, 33].

Do wspdlnej rodziny biatek obok Bcl-2 nalezg réwniez: Bcl-xL, Bcl-w,
Mcl-1 (podobnie jak Bcl-2 hamujgce proces apoptozy) oraz Bax, Bik, Bak,
Bad, Bcl-xs (aktywujace proces apoptozy). Biatka te wystepujg w formie
heterodimeréw np. Bcl-2, Bcl-xs. Podczas aktywacji procesu apoptozy
pojawia sie forma homodimeréw np.: Bax\Bax, a odwrotnie kiedy wystepuje
nadwyzka biatek: Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 powstajg homodimery np.:
Bcl-2\Bcl-2, co hamuje, ogranicza programowang $mieré komorki [4, 5, 7,
25, 33], Oproécz tego zmianie moze ulec struktura biatka kodowanego przez
gen bcl-x. Biatko Bcl-x podczas zmian apoptotycznych przyjmuje postac
tancucha krdtszego w stosunku do formy dtuzszej charakterystycznej dla
procesu hamowania apoptozy.

Do drugiej grupy genow aktywnych nie tylko w procesie apoptozy
nalezg protoonkogeny: c-myc, c-fos, c-jun, petnigce funkcje czynnikéw
transkrypcyjnych [36], Rowniez podwyzszona ekspresja genu p53 jest czestym
induktorem programowanej $mierci komorki, np. w tymocytach [20, 24, 33,
35, 37, 42],

AKTYWACJA ENZYMOW BIORACYCH UDZIAL
W PROCESIE PROGRAMOWANEJ SMIERCI KOMORKI

Inicjacja apoptozy zwigzana jest z aktywacjg trzech grup enzymow:
endonukleaz, proteaz i transglutaminaz. Naptyw do wnetrza komorki jonow
Ca2+ rozpoczyna proces samobdjczej $mierci komorki.



Znane sg trzy endonukleazy mogace bra¢ udziat w procesie apoptozy:
NUC-18 i DNA-za | (zalezne od jonéw Ca2+ i Mg2+, ich dziatlanie jest
hamowane przez jony cynku) oraz DNA-za |i [7, 11, 31, 32, 37], Enzymy
endonukleolityczne biorg udziat w degradacji DNA (fragmenty: 700-30 kpz,
200-180 pz), ich dziatanie powoduje zrywanie wigzan internuklcosomalnych.

Kolejng grupe enzymow biorgcych udziat w apoptozie tworzg proteazy,
ktdre uczestniczg w proteolizie, niszczeniu cytoszkieletu co powoduje kurczenie
sie komorki. Ogo6lnie grupe tych proteaz cysteinowych oznaczono jako ICE,
co taczy sie z aktywacjg \-/i interleukiny posredniczacej w reakcjach
zwigzanych ze stanem zapalnym komodrek. Obecnie wyr6zniono w rodzinie
proteaz dziesie¢ odrebnych biatek - kaspaz (aspaz), nalezacych do trzech
podrodzin: kaspazy-1 (ICE), kaspazy-2 (ICH-I/Nedd), kaspazy-3 (CPP32/Y-
AMA). Poszczeg6lne kaspazy r6znig sie rodzajem substratéw, np. dla
kaspazy-1 substratem jest pro-ILIfi (pro-interleukina 1-/0 oraz pro-kaspaza
3 i 4; dla kaspazy-3 substratem jest PARP (polimeraza poli(ADP-rybozy)),
pro-kaspaza 6 i 9 oraz SREBP 1 i 2 (czynnik przytaczajacy biatko regula-
torowe steroli); dla kaspazy-6 substratem jest PARP i lamina (A, B1/B2,
C). Proteazy ICE wystepuja w cytoplazmie w postaci nieaktywnej jako
proenzymy, ich aktywacja wigze sie z pojawieniem czynnika apoptotycznego
oraz inaktywacjg biatek Bcl-2 i Bcel-xL [4, 7, 21, 25, 33], Inhibitorem
proteaz ICE/CPP32/YAMA jest biatko Crm A [5],

Za powstawanie wigzan krzyzowych pomiedzy biatkami cytoplazmatycz-
nymi, ich polimeryzacje oraz tworzenie ,ciatek apoptotycznych” odpowie-
dzialna jest trzecia grupa enzymow - transglutaminazy [10]. Enzymy te
rbwniez biorg udzial w stabilizacji i integrowaniu struktur komdrkowych
w powstajacych ,,ciatkach apoptotycznych” [29].

METODY BADAN APOPTOZY

Zmiany zachodzgce w komdrce apoptotycznej mozemy badac stosujgc
rozne metody analizy morfologicznej i biochemicznej, biorgc pod uwage
calg populacje komorek lub tez pojedyncze komorki.

Analiza morfologiczna pojedynczych komorek wigze sie z obserwacjg
mikroskopowga. Stosujgc rézne techniki barwienia komaorek np.: barwnikiem
Giemsa lub biekitem trypanu, mozemy obserwowaé w mikroskopie $swietlnym
(maksymalne powiekszenie) lub elektronowym kondensacje i marginalizacje
chromatyny oraz tworzenie sie ,,ciatek apoptotycznych” [22], Po zastosowaniu
barwnikéw fluorescencyjnych, np. oranz akrydyny - AO, jodek propidyny
Pl, lub aneksyny mozemy obserwowac tworzenie sie ,ciatek apoptotycznych”
przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego [10, 22],



Kolejng technikg opartg na analizie pojedynczych komdrek przy uzyciu
mikroskopu Swietlnego jest metoda TUNEL [22], Polega ona na wigczaniu
biotynylowanej tréjfosforodeoksyurydyny tacznie z terminalng deoksynuk-
leotydylotransferazg TdT w miejsca peknie¢c DNA.

Wymienione techniki sg powszechnie stosowane przy analizie apoptozy,
ale umozliwiajg one jedynie obserwacje wybranych pojedynczych komorek.

Bywajg przypadki braku zmian morfologicznych w apoptotycznych
komorkach, dlatego tez obok analizy morfologicznej nalezy stosowacé
analize biochemiczng opartg na badaniu catych populacji komorek.

Degradacje DNA mozemy S$ledzi¢ przy uzyciu réznych technik elektro-
foretycznych. Analize duzych fragmentéw DNA: 700 kpz, 500 kpz, 300 kpz,
50 kpz umozliwia stosowanie elektroforezy pulsacyjnej PACE lub elektroforezy
w odwréconym polu FIGE [2, 8, 18, 34, 39, 43], Dalsza degradacje DNA
200 pz zwigzang z powstawaniem ,drabinki apoptotycznej” mozemy badac
stosujgc klasyczng elektroforeze na zelu agarozowym [4, 7, 40]. Analize
fragmentow DNA o diugosci 200 pz umozliwia réwniez technika kometkowa,
ale opiera sie ona na analizie pojedynczych komorek. Nalezy podkresli¢, ze
podczas apoptozy nie zawsze dochodzi do tworzenia sie ,drabinki apop-
totycznej”, wowczas degradacja DNA zatrzymuje sie na etapie tworzenia
duzych fragmentéw DNA.

Ponadto wymienione techniki elektroforetyczne wymagajg duzej iloSci
komorek uzytych do eksperymentu. Kolejnym problemem moga byé rézne
stadia rozwoju komdrek w badanych populacjach.

Inng technika opierajaca sie na analizie biochemicznej populacji komdrek
jest cytometria przeptywowa [10, 12, 14, 19, 22]. Oparta na wykorzystaniu
techniki laserowej oraz uzyciu barwnikoéw fluorescencyjnych: oranzu akrydyny,
jodku propidyny, aneksyny, co umozliwia $ledzenie zmian w DNA, analize
specyficznych biatek np.: Bcl-2, p53, onkoprotein, badanie zmian w potencjale
transmembranowym PT w mitochondriach oraz zmian w btonach komor-
kowych (przemieszczanie sie fosfatydyloseryny PS do zewnetrznej czesci
btony komorkowej). Czesto podczas jednej analizy cytometrycznej po
zastosowaniu mieszaniny barwnikow fluorescencyjnych mozemy badaé jed-
noczes$nie zmiany apoptotyczne zachodzace w réznych miejscach w komdrce.
Przyktadem moze by¢ jednoczesne zastosowanie jodku propidyny Pl i anek-
syny, co umozliwia $ledzenie zmian zachodzgcych zar6wno w jadrze komor-
kowym - Pl i btonie komdérkowej - aneksyna. Wadg tej metody jest
mozliwos¢ biednej interpretacji wynikoOw zwigzana z analizg komorek
znajdujacych sie w pdéZnym stadium apoptozy, woéwczas komdrki moga byc¢
potraktowane jako nekrotyczne (drugi rodzaj Smierci komorki).

Najnowszg technikg opartg na $ledzeniu zmian morfologicznych w apop-
totycznych komérkach jest wideomikroskopia [22]. Metoda ta polega na
ciggtej obserwacji komodrek przy uzyciu wideomikroskopu, gdzie klatka



filmowa zmienia sie co 3-5 min w przypadku populacji komdrek lub co
10-20 s. w przypadku pojedynczych komdrek. Jest to bardzo doktadna
metoda umozliwiajgca uchwycenie wszystkich etapéw apoptozy, co nic jest
mozliwe w przypadku stosowania innych metod. Wadg tej metody jest
potrzeba zapewnienia sterylnych warunkéw w pomieszczeniu doswiadczalnym,
odpowiedniej temperatury, wilgotnosci.

Opisane metody badan apoptozy usSwiadamiajg konieczno$¢ stosowania
ztozonej analizy polegajacej na jednoczesnej obserwacji morfologicznej
i biochemicznej komoarek.
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APOPTOSIS AND METHODS OF INVESTIGATIONS

Apoptosis is one of the kinds of cell death. This paper presents the morphological and
biochemical changes which are connected with apoptotic cell death. The factors, which activate
this process, are described in this article. Moreover the groups of genes, proteins and enzymes
that participate in the ,call suicide” are characterised. The advantages and disadvantages of
the chosen methods of investigations are discussed.



