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STRESZCZENIE

Zagadnienia dotyczace procesu
programowanej $mierci komoérkowej od
lat stanowia przedmiot zainteresowania
swiata naukowego. Wynika to z faktu, ze
jest to proces nierozerwalnie zwiazany
ze wzrostem 1 rozwojem organizmow
ro$linnych i zwierzecych. Jednakze, wie-
dza na temat procesu $mierci komérko-
wej jest dotychczas niewystarczajaca,
aby mozna bylo stworzyé¢ jasny schemat
regulacji 1 przebiegu tego procesu. Liczne
proby klasyfikacji $mierci komoérkowej,
ktére prowadzone sa w oparciu o przeja-
wy $émierci komérkowej, doprowadzily do
sklasyfikowania S$mierci komoérkowej u
organizméw  zwierzecych. Natomiast

liczne préby klasyfikacji émierci w orga-
nizmach roélinnych, dotychczas nie do-
prowadzily do przedstawienia typoéw
$mierci komérkowej. Byé moze w przy-
padku organizméw ro§linnych nie nalezy
poszukiwaé takiej klasyfikacji, gdyz wy-
raznie widaé, ze kazda komodrka lub
tkanka moze umiera¢ w spos6b dla sie-
bie specyficzny.

Stowa kluczowe: programowana S$mierc
komérkowa, apoptoza, nekroza-
nekroptoza, autofagia, Smieré¢ apoptozo-
podobna, reakcja nadwrazliwos$ci, kata-
strofa mitotyczna.
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PROGRAMMED CELL DEATH IN GROWTH AND DEVELOPMENT OF PLANTS
AND ANIMALS

SUMMARY

The issues related to the process
of programmed cell death have been dis-
cussed for many years. The fact that the
process is inextricably connected with
the growth and development of both
plant and animal organisms constitutes
a very interesting case. However, the
knowledge of cell death process is not
known enough to create a clear regula-
tion pathway of the process. The numer-
ous attempts which are being made to
classify cell death are mainly based on
the cell death characteristics that re-
sulted in the classification of the pro-
grammed cell death in animals. In con-
trast, the attempts to classify the pro-

grammed cell death in plant organisms
have not established the types of the
plant cell death so far. The same classifi-
cation presumably should not be applied
on the same level to plants and animals
due to the clearly visible fact that each
cell or tissue dies only in a specific for
itself conditions.

Keywords: programmed cell death, apop-
tosis, necrosis - necroptosis, autophagy,
apoptotic-like death, hypersensitive re-
sponse, mitotic catastrophe.

WSTEP

Punkt rozpoczecia badan procesu pro-
gramowane] $mierci komoérkowej jest
wyznaczony data publikacji KERR
I WSPOLAUT., (1972), ktéra definiuje
apoptoze jako proces kontrolowany 1 za-
angazowany w wymiane komoérek w wie-
lu prawidlowo rozwijajacych sie tkan-
kach. Rozpoczyna sie on we wczesnych
etapach embriogenezy 1 kontroluje wiele
proceséw rozwojowych organizméw, ale
takze moze zostaé wywolany przez czyn-
niki uszkadzajace, zar6wno w stadium
zarodkowym jak i w dorostych organi-
zmach. Razem z cyklem komoérkowym
apoptoza odpowiada za utrzymanie pra-
widlowej liczby komoérek organizmow
wielokomorkowych.

Dotychczasowe badania nad $miercia
komérkowa wskazuja, ze definicja za-
proponowana przez pionieréw badaja-
cych ten proces nie jest dzisiaj wystar-

czajaca. Jednoczeénie, ustalenie jednej
definicji nie jest do konca mozliwe ze
wzgledu na fakt, ze w zalezno$ci od ro-
dzaju organizmu, organu 1 tkanki, ko-
morki umieraja wedlug innych schema-
tow, co jest widoczne zaréwno w obrazie
morfologicznym komérek (SKULACHEV,
1999) jak i w specyficznej biochemicznej
maszyneril uruchamianej podczas proce-
su émierci (GALLUZZI 1 WSPOLAUT.,
2012).

Najbardziej wtasciwa definicja byloby
okreglenie programowanej $mierci ko-
morki jako genetycznie zaprogramowa-
nej sekwencji zdarzen, wymagajacej do-
starczenia energii (DUSZENKO I WSPOL-
AUT., 2006), ktéra wywolana czynnikami
egzogennymi (chemicznymi, fizycznymi
i biologicznymi) lub endogennymi (sy-
gnaly pochodzace od sasiednich komérek
lub z wnetrza komorki, np. hormony
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6 | MAGDALENA DONIAK, ANDRZEJ KAZMIERCZAK

ijony wapnia), prowadzi do samounice-
stwienia komérek (KACPRZYK I WSPOL-
AUT., 2011).

Programowana émieré komérki (ang.
Programmed Cell Death, PCD) jest pro-
cesem towarzyszacym organizmom wie-
lokomérkowym przez cale ich zycie,
uczestniczac w procesach rozwoju 1 roz-
nicowania sie komoérek i tkanek (JACOB-
SON I WSPOEAUT., 1997), ale takze pod-
czas przebiegu réznego rodzaju chordb
oraz reakcji na dzialanie patogenéw (JA-
COBSON I WSPOLAUT., 1997, VAN DOORN
I WSPOAUT., 2011). Ponadto PCD nie
zawsze wigze sie z zabiciem komoérki, ale
jest takze elementem obrony organizmu,
majacym na celu wyeliminowanie
uszkodzonych struktur komdérkowych,
poza jadrem komoérkowym, ktérego usu-
niecie zwykle decyduje o émierci komoér-
ki (RUDNICKA I WSPOLAUT., 2011).

W  organizmach wielokomérkowych
PCD pozwala utrzymacé liczbe komoérek
na stalym poziomie (homeostaza komé-
rek), usuwajac komérki stare, uszkodzo-
ne lub tez takie, ktére wypelnily swoja
funkcje (JACOBSON I WSPOLAUT., 1997).
Pod tym wzgledem komorki, ktore uru-
chamiaja endogenny mechanizm prowa-
dzacy do samobdjstwa, zachowuja sie
altruistycznie. Umieraja po to, aby za-
pewnié¢ zréwnowazony rozwdj pozosta-
lym komérkom, a co za tym idzie calemu
organizmowi (SKULACHEV, 1999), a tak-
ze dostarczy¢ sktadniki odzywcze innym
strukturom jak np. rozwijajacemu sie
pyltkowi w pylniku (PARISH I WSPOLAUT.,
2010). Jednak w pewnych przypadkach

mamy do czynienia z sytuacja gdzie kon-
trola homeostazy liczby komoérek zawo-
dzi 1 dochodzi do niekontrolowanego ich
namnozenia sie (zachwianie réwnowagi
pomiedzy $§miercig i mitoza), co prowadzi
do szybkiego rozwoju miedzy innymi
nowotworéw (MATES I WSPOLAUT., 2008)
lub do nadmiernej eliminacji komorek,
co wowczas prowadzi do $mierci organu
lub calego organizmu.

Przez wiele lat uwazano, ze $mierci
komérkowej ulegaja wytacznie komorki
organizméw wielokomérkowych. Jednak
w latach 90-tych XX wieku pojawily sie
informacje, ze proces ten wystepuje row-
niez u jednokomoérkowych organizméw
eukariotycznych 1  prokariotycznych,
co wskazywaloby na to, iz jest to proces
ewolucyjnie stary (SKULACHEV, 1999).
Jednak w przypadku organizméw jedno-
komérkowych, na pierwszy rzut oka zja-
wisko to moglo by nie mieé sensu, po-
niewaz jest procesem terminalnym,
a skutkiem tego jest unicestwienie orga-
nizmu (DEPONTE, 2008). Jednakze
z szersze] perspektywy, émieré komor-
kowa u organizméw jednokomoérkowych
spelnia te same funkcje co u organizméw
wielokomorkowych, np. utrzymuje na
stalym poziomie liczbe komoérek mikro-
organizméw wystepujacych w postaci
kolonii, podobnie jak liczbe komoérek
w zawiesinowych hodowlach komoérko-
wych organizméw eukariotycznych oraz
jest sposobem odpowiedzi na warunki
srodowiskowe (RAMSDALE, 2012), wérod
ktorych istotnym czynnikiem ogranicza-
jacym dynamike rozwoju komorek
w populacji sa warunki pokarmowe.

MARKERY PROGRAMOWANEJ SMIERCI KOMORKOWEJ

Poczatkowo zainteresowanie naukow-
coOw skupilo sie wokot $émierci komorko-
wej organizmow zwierzecych. Wigzano z
niq mozliwo$¢ leczenia wielu chordb,
gtéwnie nowotworowych, dla ktérej ko-
nieczne bylo zrozumienie catego procesu,
gltéwnie kierujacych nim mechanizmoéow
molekularnych  (LESNIEWSKA, 2003).

Rozwéj nowych technik 1 metod analizy
przebiegu procesu $mierci komoérkowe;]
pod koniec XX wieku, gtéwnie w oparciu
o obraz morfologiczny, przyczynil sie
do wyréznienia wielu typow Smierci ko-
morkowej zaréwno u organizméw zwie-
rzecych jak i roélinnych (VAN DOORN
I WSPOLAUT., 2011). Jednak uzyskana
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wiedza byla niewystarczajaca, do tego
aby stworzy¢ ,sztywna” klasyfikacje ty-
pow $mierci komoérkowej, poniewaz ist-
nieje wiele cech wspélnych pomiedzy
poszczegblnymi strategiami émierci ko-
moérkowej 1 nie mozna wyznaczy¢ jedno-
znacznej granicy pomiedzy nimi (VAN
DOORN, 2011). Wydaje sie, ze kazda ko-
moérka (albo grupa komoérek) moze umie-
ra¢ wedlug wlasnego, niezaleznego od
innych komoérek programu, na co wska-
zuja, szeroko opisane wyniki badan (YIN
I WSPOLAUT., 2009; KACPRZYK I WSPOEL-
AUT., 2011). Potrzebne sa zatem szczegé-
towe badania biochemiczno - metabolicz-
ne, ktore dostarcza informacji na temat
molekularnej] maszynerii uruchamiane;j
w czasie $mierci komérkowej (KROEMER
I WSPOLAUT., 2009).

Komorka, ktorej przeznaczeniem jest
$mieré musi (1) odebraé sygnal z ze-
wnatrz lub wnetrza organizmu, (2) uru-
chomié specyficzne szlaki metaboliczne,
ktére prowadza do degradacji komorki
i nastepnie (3) musza zostaé¢ usuniete
szczatki degradowanej komorki. W opar-
ciu o wspollczesng wiedze na temat
$mierci komérkowej, niezwykle trudno
jest opracowaé szczegdlowy schemat re-
cepcji sygnalu §mierci 1 jego transdukcje,
az do etapu wykonawczego (VAN DOORN
I WSPOLAUT., 2011).

Wydaje sie, ze proces apoptozy, jeden
z rodzajow S$mierci komérkowej u zwie-
rzat, wraz z elementami jej sygnalizacji,
zostal najlepiej poznany u nicienia Cae-
norhabditis elegans. W toku rozwoju
osobniczego tego organizmu, ktéry jest
zbudowany z 1090 komoérek, umiera od
poczatku jego rozwoju zarodkowego do-
ktadnie 131. Na podstawie licznych ba-
dan opracowano szlak sygnalizacji
$mierci komoérkowej u tego organizmu,
zarOwno na poziomie genetycznym jak
i morfologicznym (CONRADT I WSPOL-
AUT., 2005).

Najwazniejsze zmiany morfologiczne,
jakie zachodza podczas $mierci komor-
kowej, mozna zaobserwowaé zaraz po

tym, jak komoérka odbierze sygnat
o Smierci. Wowczas nastepuje zerwanie
wszelkich polaczen z sasiadujacymi ko-
morkami, co szczegdlnie dobrze jest wi-
doczne w komorkach roSlinnych, gdyz
zerwanie kontaktu miedzy tymi komor-
kami polega na zerwaniu polaczen pla-
smodesmowych (KAZMIERCZAK, 2008). W
dalszej kolejnosci nastepuje dezorgani-
zacja blony komérkowej (co dobrze udo-
kumentowano w komorkach zwierze-
cych), z ktérej zostaje usuniety kwas
sjalowy, a fosfatydyloseryna przemiesz-
cza sie z wewnetrznej] warstwy blony
komérkowej do warstwy zewnetrznej.
W wyniku tego dochodzi do zmiany po-
tencjalu blonowego i zwiekszenia prze-
puszczalno$ci btony komoérkowej, wycie-
ku wody 1 elektrolitéw z komoérki do
przestrzeni miedzykomérkowej 1 gest-
nienie cytoplazmy (KILARSKI, 2003).
W zaleznosci od rodzaju komoérek, moga
powstawacé obltonione pecherzyki, zawie-
rajace fragmenty cytoplazmy wraz z ca-
Iymi organellami przeznaczonymi
do strawienia. Degradacja organelli ko-
moérkowych dotyczy w pierwszej kolejno-
$c1 mitochondriéw, a u roélin takze chlo-
roplastow. W przebiegu $mierci komor-
kowej u roslin istotnym elementem jest
wakuola lityczna, ktéra uczestniczy
w tym procesie w dwojaki sposéb 1 jest
charakterystycznym przejawem dla pro-
cesu autofagii (por. rozdz. Typy émierci
komérkowej). W procesie autofagii ob-
serwuje sie zwiekszenie przepuszczalno-
§ci tonoplastu w nastepstwie czego zo-
staja uwolnione do cytoplazmy wakuo-
larne enzymy hydrolityczne, ktére tra-
wig zawarto$é komorki lub obserwuje sie
pochtoniecie  organelli komoérkowych
przez wakuole w procesie inwaginacji
tonoplastu (VAN DOORN I WSPOLAUT.,
2005). Od momentu odebrania sygnalu
S§mierci, nastepuja réwniez zmiany
w jadrze komérkowym, ktére zachodza w
trzech etapach. W pierwszym etapie do-
chodzi do zwiekszenia przepuszczalnosci
otoczki jadrowej 1 degradacji lamin ja-
drowych (bialek pelniacych role szkiele-
tu, ktory odpowiada za  ksztalt
1 przestrzenna strukture jadra komor-

www.naukiprzyrodnicze.ssnp.org.pl

7



8 | MAGDALENA DONIAK, ANDRZEJ KAZMIERCZAK

kowego). Drugi etap degradacji jadra
komérkowego polega na zmianach w
strukturze chromatyny jadrowej, ktéra
w pierwsze] kolejnosci ulega kondensa-
cji, a nastepnie marginalizacji, oraz de-
gradacji kwaséw nukleinowych (DOMIN-
GUEZ I WSPOLAUT., 2012, DONIAK
WSPOLAUT., 2014). Za procesy rearanza-
¢ji chromatyny odpowiedzialne sa enzy-
my nukleolityczne (nukleazy), ktérymi w
komoérkach zwierzat sa DFF40/CAD,
EndoG 1 DNaza II, natomiast u ro$lin
podobna  funkcje pelnia  nukleazy
NUC18, NUC1, Zenl, BEN1 1 DNaza I
oraz kwaséne 1 zasadowe nukleazy zalez-
ne od jonéw cynku i/lub magnezu (ALEK-
SANDRUSHKINA I WSPOLAUT., 2008; Do-
NIAK I WSPORAUT., 2014). U zwierzat,
atakze w niektéorych przypadkach
$mierci komoérkowe] u roélin degradacja
jadra komoérkowego jest mozliwa do za-
obserwowania po rozdziale takiego DNA
w zelu agarozowym. W obrazie widoczne
s, internukleosomowe (krotnoéé 180 par
zasad) fragmenty DNA, nazywane ,dra-
binka”. Ostatnia, trzecia faza degradacji
jadra komoérkowego rozpoczyna sie od
degradacji otoczki jadrowej. W umieraja-
cych komorkach zwierzat dochodzi do
degradacji centralnych i peryferycznych
nukleoporyn, biatek kanaléw jadrowych.
W wyniku ich degradacji dochodzi do
zerwania polaczen miedzy tymi kanata-
mi a kondensujaca chromatyna. Ponadto
dochodzi do tworzenia sie skupisk poréw
jadrowych (VAN DOORN, 2005; DOMIN-
GUEZ I WSPOLAUT., 2012).

Podczas Smierci komoérkowej zostaja
aktywowane takze inne specyficzne ele-
menty metabolizmu, ktére obejmuja
w pierwsze] kolejnoéci ekspresje gendw,
miedzy innymi genéw rodziny sag (ang.
Senescence Associated Genes), ktore
z kolei koduja kaspazy, zwierzece biatka
o charakterze proteolitycznym, ze specy-
ficznoécia ciecia wiagzania peptydowego
w sasiedztwie kwasu asparaginowego.
Ich specyficzna aktywacja, gléwnie
w czasie apoptozy, rozpoczyna $mieré
komoérek u zwierzat. W przypadku roslin
sa to metakaspazy , enzymy typu VPE

(ang. Vacuolar Processing Enzymes
HARA-NISHIMURA I WSPOEAUT., 2005),
subtylazy, w tym saspazy 1 fitaspazy
(SICZEK T MOSTOWSKA, 2012) oraz Al
podjednostki proteasoméw (Tabela 1;
YIN I DONG, 2009; KACPRZYK I WSPOL-
AUT., 2011), a takze enzymy ostatnich
etapow degradacji frakcji lipidow, we-
glowodanéw 1 kwaséw nukleinowych
(egzo- i endonukleazy)( WOJCIECHOW-
SKA, 2001). U zwierzat zostaja aktywo-
wane biatka proapoptotyczne z rodziny
Bcl-2, ktérych nie zidentyfikowano do tej
pory u roslin. Jednakze, przypuszcza sie
ich istnienie u roslin, ze wzgledu na fakt,
ze istnieja u nich inhibitory biatek Bel-2.
Takim inhibitorem jest biatko Bl-1, ktére
hamuje postep procesu é$mierci komor-
kowej u roélin 1 hamuje aktywno§¢ proa-
poptotycznego biatka Bax u zwierzat,
ograniczajac proces apoptozy (YIN
I WSPOLAUT., 2009; KACPRZYK I WSPOL-
AUT., 2011). W dalszej kolejno$ci naste-
puje zwiekszenie iloSci jonéw wapnia
w cytoplazmie (jony wapnia pochodza,
gltéwnie z retikulum endoplazmatyczne-
go), a nastepnie dochodzi do zmian

w mitochondriach, ktére  prowadza
do uwolnienia z wewnetrznej blony mito-
chondrialne;j cytochromu c,

Smac/DIABLO (ang. Second mitochon-
dria-derived activator of caspases/Direct
IAP Binding protein with LOw pl) oraz
tworzenia sie reaktywnych form tlenu
i azotu (KACPRZYK I WSPOLAUT., 2011).

Dotychezas u ro$lin nie znaleziono
specyficznych ligandéw ani ich recepto-
row, ktore bylyby odpowiednikami zwie-
rzecych systeméw sygnalizacji procesu
$mierci. Wydaje sie, ze role ta moga pet-
ni¢ roélinne hormony, o ktérych wiado-
mo, ze kontroluja wszystkie inne procesy
wzrostu 1 rozwoju organizméw roslin-
nych. Wséréd tych hormondéw kluczowa
role odgrywa etylen, gibereliny, kwas
abscysynowy, kwas jasmonowy 1 salicy-
lowy (YIN I WSPOLAUT., 2009). Ostatnio
wydaje sie, ze do hormonéw kontroluja-
cych émieré komérkowa mozna zaliczyé
cytokininy, substancje naturalnie wyste-
pujace w roélinach (BARCISZEWSKI

www.naukiprzyrodnicze.ssnp.org.pl



UDZIAL, PROGRAMOWANEJ SMIERCI KOMORKOWEJ WE WZROSCIE I ROZWOJU
ORGANIZMOW ROSLINNYCH I ZWIERZECYCH

I WSPOLUT., 2007), w szczegblnoéci BAP
(benzyloaminopuryna; CARIMI 1 WSPOL-
AUT., 2003) oraz kinetyne (N-6-
furfyryloadenina; KUNIKOWSKA
I WSPORAUT., 2013). Kontrola proceséw
Smierci komoérkowej u roslin za posred-
nictwem cytokinin i etylenu moze sie
odbywaé¢ z wudzialem jonéw wapnia
(DREW I WSPOLAUT., 2000; KUNIKOWSKA
I WSPOLAUT., 2013) jako kluczowego
wtornego przekaznika sygnaléw w ko-
morce, ktéry poprzez kinazy szlaku MAP
moze modulowaé proces $mierci komor-
kowej (DREW I WSPOLAUT., 2000; YIN I
WSPOLAUT., 2009; DONIAK I WSPOLAUT.,
2014).

W przypadku roélin Smieré komoérko-
wa bierze udzial w regulacji licznych
proceséw morfogenezy, ktore sa induko-
wane przez czynniki endogenne jak 1
egzogenne. W pierwszym przypadku
chodzi o takie procesy, jak na przyklad
tworzenie sie woreczka zalgzkowego
(VAN DOORN I WSPOLAUT., 2005), zanik
tapetum pylnikowego (LESNIEWSKA,
2003, SOLIS I WSPOLAUT., 2014) oraz réz-
nicowanie sie naczyn wiazek przewodza-
cych (ksylogeneza)( VAN DOORN I WSPOL-
AUT., 2005). Smieré komérkowa induko-

wana czynnikami egzogennymi obejmuje
zjawiska oparte o czynniki abiotyczne
(susza lub zalanie, promieniowanie UV)
i biotyczne (ataki patogenéw grzybowych
i bakteryjnych)( Tab. 2). W wyniku dzia-
tania czynnikéw Srodowiskowych docho-
dzi do tworzenia sie miedzy innymi
tkanki powietrznej, zwanej aerenchyma,
ktéra jest sposobem adaptacji rosliny do
zmieniajacych sie warunkéw Srodowi-
skowych (WOJCIECHOWSKA, 2001; Do-
NIAK I WSPOLAUT., 2014), natomiast
wspotdziatanie czynnikéw egzogennych
(temperatura) oraz endogennych (syner-
giczne dzialanie hormonodw, takich jak
etylen, auksyny i kwas abscysynowy)
mozna zaobserwowaé w przypadku two-
rzenia sie warstwy odcinajacej w ogon-
kach podczas opadania lisci 1 owocow
(GREENBERG, 1996). Natomiast, reakcje
organizméw roslinnych na czynniki bio-
tyczne sa okreslane reakcja nadwrazli-
woéci (HR, ang. Hypersensitive Respon-
se). Czesto tez podaje sie w literaturze
naukowej, ze istnieje typ $mierci komor-
kowej okreSlany skrotem HR-PCD. Jed-
nakze wyrdznienie takiego zjawiska jest
doé¢ duzym naduzyciem, gdyz kazdy
przypadek reakcji na patogen zwigzany
ze Smiercia jest inny.

TYPY PROGRAMOWANEJ SMIERCI KOMORKOWEJ

Organizmy roélinne, w przeciwienstwie do organizmoéw zwierzecych, w toku ewo-
lucji stworzyly odrebne strategie 1 szlaki radzenia sobie ze stresami érodowiskowymi
oraz atakami patogenéw. Jest to spowodowane tym, ze roéliny prowadza osiadly tryb
zycia 1 maja specyficzny schemat organizacji architektury komoérki. Podezas gdy apopto-
za jest powszechnym sposobem usuwania niechcianych komérek przez sasiadujace ko-
morki albo przez makrofagi, obecnoéé sztywnej $ciany komérkowej wyklucza to zjawisko
u ro§lin. Moga natomiast zostaé aktywowane mechanizmy pokrewne do autofagii w celu
usuniecia fragmentéw lub catej komoérki roélinnej, lecz ich molekularne podloze nadal
pozostaje zagadka. Niemniej jednak, kilka cytologicznych zmian obserwowanych pomie-
dzy PCD u roélin i apoptoza u zwierzat, ktore leza u podstaw usuwania komorek sugeru-
je, ze proces programowanej Smierci komoérkowej zaczal ewoluowaé zanim nastapita dy-
wergencja krélestwa ro$lin 1 zwierzat. Wyniki wieloletnich badan oraz liczne préby kla-
syfikacji §mierci komdrkowej doprowadzity do wyodrebnienia kilku podstawowych typow
Smierci komérkowej tak u zwierzat jak i roélin, a sa to apoptoza, autofagia, nekroza oraz
$émieré apoptozo-podobna. (STEPIEN I WSPOLAUT., 2007; KACPRZYK I WSPOLAUT., 2011;
VAN DOORN, 2011, VAN DOORN I WSPOLAUT., 2011).
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APOPTOZA

Dotyczy tylko organizméw zwierze-
cych 1 jest jednym z najlepiej poznanych
proceséw Smierci komérkowej. Podstawa
uruchomienia tego procesu sa blonowe
receptory neutrofinowe TNF, a w tym
TNFR1 1 TNFR2, Fas/CD95/Apol 1
TRIAL/Apo2. Drugim waznym elemen-
tem apoptozy sa kaspazy, wérdd ktérych
wyroéznia sie kaspazy inicjatorowe: 8, 91
10 oraz kaspazy wykonawcze: 3, 6 1 7.
Trzecim waznym elementem procesu
apoptozy sa bialka z rodziny Bcl-2 o cha-
rakterze proapoptotycznym (np. Bid,
Bax, Bcl-xS, Bak, Bik, Bad i Noxa) i an-
tyapoptotycznym (np. Bel-2, Bel-w, Bel-
xL,, Mcl-1; STEPIEN I WSPOLAUT., 2007).
W szlaku apoptozy wyrdznia sie na ogot
trzy fazy, tj. (1) faze specyfikacji, (2) faze
zabijania i (3) faze egzekucji (CONRADT I
WSPOLAUT., 2005).

Faza specyfikacji jest faza ,wyboru”
komoérek, ktére maja umrzeé 1 tych, kto-
re maja przezy¢. W przypadku S$mierci
komérkowej u organizméw wielokomor-
kowych, o tym, ktére komoérki wchodza,
na droge $mierci, decyduja czynniki po-
chodzace z sasiednich komoérek lub ze
srodowiska zewnetrznego. Taki szlak
nazywa sie szlakiem nieautonomicznym.
Natomiast w przypadku, gdy czynniki
decydujace o $mierci komoérki pochodza, z
wnetrza komérki (np. u wspomnianego
wcezeéniej nicienia), méwimy o szlaku
autonomicznym. Wydaje sie, ze faza spe-
cyfikacji jest regulowana na poziomie
czynnikéw transkrypcyjnych (CONRADT I
WSPOLAUT., 2005).

Faza zabijania jest to faza, w ktorej
dochodzi do promocji $mierci z udzialem
receptoréw oraz biatek sygnalizacyjnych.
Najwazniejsze z tych elementéw to: ka-
spazy, biatka proapoptotyczne z rodziny
Bcl-2 oraz Apaf-1, konieczny do budowy
apoptosomu, skladajacego sie z cyto-
chromu ¢, prokaspazy 9, Apaf-1 oraz
ATP. Apoptosom jest konieczny do uru-
chomienia aktywnoéci kaspazy 9, ktéra
jest kaspaza inicjatorowsa rozpoczynjaca

proces $mierci. Wazny na tym etapie jest
udzial mitochondriéw, w blonach kté-
rych, w wyniku dziatania proapoptotycz-
nych bialek Bcl-2 1 jonéw wapnia, po-
wstaja megakanaly, przez ktére cyto-
chrom c¢ wydostaje sie do cytoplazmy
(CONRADT I WSPOLAUT., 2005; STEPIEN I
WSPOLAUT., 2007).

Faza egzekucji rozpoczyna sie od ter-
minacji replikacji 1 terminacji tran-
skrypcji gendéw, a nastepnie fragmentacji
DNA. W proces degradacji jadrowego
DNA, w czasie apoptozy, zaangazowa-
nych jest ponad 10 transkryptéw genow,
z ktérych najwazniejsze to geny kodujace
endonukleazy (np. endonukleaza NUC1)
i egzonukleazy (STEPIEN I WSPOLAUT.,
2007; DOMINGUEZ I WSPOLAUT., 2012). W
ten etap $mierci zaangazowane sa takze
inne nukleazy takie jak na przyktad En-
doG (endonukleaza G), enzym znajduja-
cy sie w mitochondriach, ktéry w wa-
runkach homeostazy bierze udzial w
replikacji mtDNA  (mitochondrialny
DNA). W momencie, gdy komérka wcho-
dzi na droge $mierci, EndoG zostaje
przeniesiona z mitochondriéw za pomoca,
biatka Bid — uczestniczacego w szlaku
$mierci komoérkowej, na tej samej zasa-
dzie co cytochrom c, przemieszcza sie do
jadra i bierze udzial w degradacji RNA,
ssDNA 1 dsDNA, uwalniajac wolne konce
3-OH (WIDLAK, 2000; ZHANG I WSPOL-
AUT., 2002).

Apoptoza moze by¢ realizowana w
oparciu o pie¢ szlakéw sygnalizacyjnych.
Pierwszy z nich to szlak zewnetrzny (re-
ceptorowy), drugi wewnetrzny (zwiazany
z mitochondriami), a kolejne to szlak
pseudoreceptorowy (angazujacy perfory-
ny oraz granzym B), szlak sfingomieli-
nowo-ceramidowy (obejmujacy skladniki
btony komérkowej, w tym ceramidy
i fosfocholine) oraz szlak indukowany
stresem (z udzialem ER i kaspazy 12;
Rys. 1)( ELMORE, 2007; STEPIEN I
WSPOLAUT., 2007).
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Typowym obrazem morfologicznym
przebiegu apoptozy jest charaktery-
styczna dla tego procesu degradacja
DNA w jadrze komérkowym do fragmen-
téw  internukleosomowych  (NAGATA,
2005). Jednak w organizmach zwierze-
cych istnieja komoérki, ktére pomimo de-
gradacji jadra komoérkowego nadal funk-
cjonuja, prawidlowo. dJest to przyklad
$mierci komoérkowej bioracej udzial w
specyficznym procesie terminalnego réz-
nicowania sie komorek. Takimi komor-
kami sa ssacze erytrocyty oraz widkna
soczewki oka, w ktérych jadra komorko-
we zanikaja. Dla takiego typu komorek

wyodrebniono osobny, tak zwany typ
apoptozy jadrowej (YIN I WSPOLAUT.,
2009). Jednak wydaje sie, ze w tym
ostatnim przypadku nie tyle mamy do
czynienia z procesem apoptozy, tylko ze
specyficznym rodzajem autofagii tj. nu-
kleofagii, ktora jednoczesénie jest konco-
wym etapem S$mierci komoérkowej glow-
nie apoptozy (NAGATA, 2005; STEPIEN
I WSPOELAUT., 2007). U roélin komérkami,
ktore funkcjonuja bez jadra komoérkowe-
go sa komorki tyka, inaczej floemu, bio-
race udzial w dalekodystansowym
transporcie metabolitow w roSlinie.
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Rys. 1. Mozliwe szlaki apoptozy: A — zewnetrzny, B — wewnetrzny, C — psuedoreceptorowy, D
— sfingomielinowo-ceramidowy, E — wywolany stresem (na podstawie STEPIEN I WSPOEAUT.,
2007).

Proces apoptozy jest gtéwnym elemen-
tem rozwoju zarodkowego, miedzy inny-
mi w procesie gastrulacji, zagniezdzania
sie zarodka w lozysku (implantacja), a
takze na etapie morfogenezy zwiazanej z
oddzieleniem sie poszczegdlnych tkanek
1 narzadow w rozwijajacym sie organi-
zmie, w tym wyodrebnianie sie mie$ni
szkieletowych, pecherzykéw plucnych,
oskrzeli a takze formowanie sie komor
serca, klebuszkéw nerkowych i réznico-
wania sie systemu immunologicznego
(Tab. 3)( YIN I WSPOLAUT., 2009). Apop-
toza jest zwiazana z zanikiem blon

plawnych pomiedzy palcami, z réwno-
czesnym formowaniem sie centralnego
ukladu nerwowego, gtéwnie kory moé

zgowe] 1 polaczen nerwowych, ktorych
jest wiecej u rozwijajacych sie plodow niz
potrzeba do prawidtowego funkcjonowa-
nia organizmu. Tuz po narodzeniu na-
stepuje zanik czeSci komoérek nerwo-
wych, ktére nie nawiazaly potaczen sy-
naptycznych z innymi komoérkami ner-
wowymi lub pozostalymi komoérkami
somatycznymi (YEO I WSPOLAUT., 2004).
Ponadto z udzialem apoptozy przebiega
determinacja plci oraz procesy oogenezy
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1 spermatogenezy, zaréwno podczas roz-
woju prenatalnego jak i postnatalnego.
Z udzialem apoptozy tworzone sa réw-
niez nasieniowody i jajowody. Proces
apoptozy jest jednym z elementéw cho-
réb neurodegeneracyjnych, w tym choro-
by Alzhaimera, Parkinsona 1 choroby
Huntingtona. Ponadto apoptoze w ptu-
cach moze indukowaé¢ dym tytoniowy, a
w watrobie wirus zapalenia watroby ty-
pu B i C (YIN I WSPOLAUT., 2009). Apop-
toza ma szczegdlne znaczenie w walce z

licznymi nowotworami. Wykorzystujac
substancje chemiczne zaréwno te natu-
ralne jak i1 syntetyczne, ktore indukuja
$mier¢ tych komorek. Z tego tez powodu,
prowadzi sie liczne badania nad proce-
sem apoptozy, co odzwierciedla sie w
postaci ogromnej iloSci danych zawar-
tych w  publikacjach  naukowych
z dziedziny medycyny 1 nauk pokrew-
nych (VERMEULEN 1 WSPOLAUT., 2005;
STEPIEN I WSPOLAUT., 2007; YIN
I WSPOLAUT., 2009).

NEKROZA — NEKROPTOZA

Dotyczy organizméw zwierzecych 1 ro-
§linnych. Przez dilugi czas uwazano, ze
nekroza jest procesem przypadkowym i
niekontrolowanym przez wewnetrzne
mechanizmy regulacji proceséw komor-
kowych. Jednakze, obecnie wiadomo
(McCALL, 2010), ze w wielu przypadkach
jest to proces w pelni programowany.
Dlatego tez wprowadzono nowe pojecie
dla tego procesu — nekroptoza (GALLUZZI
I WSPOLAUT., 2008; GALLUZZI I WSPOL-
AUT., 2012). Nekroza w niektérych pu-
blikacjach byla opisywana takze jako
nielizosomowy (VAN DOORN
I WSPOLAUT., 2005) lub nieautolityczny
typ émierci (VAN DOORN, 2011).

Glownymi metabolicznymi przejawa-
mi procesu nekrozy u zwierzat i ro$lin sa,
reaktywne formy tlenu 1 utrata we-
wnatrzkomérkowe] homeostazy jonéw
wapniowych, zaburzenia energetyczne w
konsekwencji prowadzace do spadku
zawarto$ci ATP, ktore sa odpowiedzialne
za sygnalizacje tego procesu. Wérdd tych
elementéw nalezy wymienié¢ takze kapa-
liny, katepsyny i1 ceramidy, ktore sa od-
powiedzialne za rozpad organelli komor-
kowych 1 btony komoérkowej. Kluczowym
czynnikiem inicjacji nekrozy sa biatka
wspoéldzialajace z serynowo - treonino-
wymi receptorami (RIP1; ang. Receptor
Interacting Proteins) o aktywnoéci kina-
zowej. W morfologicznym obrazie nekro-
za u organizméw zwierzecych przejawia
sie pecznieniem komoérek 1 organells,

gléwnie mitochondriéw, wczesnym pek-
nieciem blony komérkowej, nie obserwu-
je sie natomiast kondensacji chromaty-
ny. Ten rodzaj $mierci komoérkowej, w
odréznieniu od apoptozy, uczestniczy nie
tylko w procesach rozwojowych 1 fizjolo-
gicznych, ale takze w procesach patolo-
gicznych, wystepujacych w chorobach
neurodegeneracyjnych oraz podczas in-
fekcji, powodujac miedzy innymi ekscy-
totoksycznos¢ w komorkach nerwowych
indukowana przez jeden z transmiterow
— glutaminian oraz jony wapnia wywotu-
jac jednocze$nie stany zapalne w zdro-
wych komoérkach. W procesie nekrozy-
nekroptozy nie funkcjonujg typowe dla
apoptozy szlaki sygnalizacji. Udzial ne-
krozy w mniektérych procesach fizjolo-
gicznych obserwuje sie na przyklad pod-
czas owulacji, $émierci chondrocytéw 1
wymianie komoérek w jelicie cienkim
(MAYHEW I WSPORAUT., 1999; YIN I
WSPOLAUT., 2009). Proces nekrozy ob-
serwuje sie czesto w polaczeniu z innymi
typami $mierci komérkowej, na przyktad
z apoptoza 1 autofagia, gdzie nasila ona
$mier¢ komoérek w chorobie Alzheimera,
Parkinsona i Huntingtona. Nekroza jest
jednym z typéw $mierci komérkowej, na
drodze ktoérej umieraja komoérki nerwo-
we w wyniku dzialania silnego czynnika
mechanicznego lub chemicznego (YIN I
WSPOLAUT., 2009). U organizméw zwie-
rzecych, innymi przykladami procesow,
w ktorych bierze udzial nekroza to cho-
roby powstale w wyniku niedotlenienia,
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na przyklad Smieré komoérek miesnia
sercowego, komoérek mozgu, dystrofia
mieéni szkieletowych, cukrzyca 1 jako
efekt szeregu réznych infekcji
(Tab. 3)(MCCALL, 2010).

Nekroza u roélin to zjawisko, ktore
zasadniczo przejawia sie w sposéb po-
dobny do tego, jaki obserwuje sie u orga-
nizméw zwierzecych (pekanie blony ko-
morkowej, pecznienie organelli 1 utrata
zawartoéci komoérki), z ta jednak réznica,
ze komorki roslinne w swojej budowie
posiadaja Sciane komoérkowa, ktoéra
ogranicza mozliwo$¢ pecznienia komorki.
Ponadto, u organizméw roélinnych w
wyniku $mierci nekrotycznej komorek
nie wystepuje stan zapalny, natomiast
pozostalosci po zdegradowanej komorce
sa, pochlaniane przez sagsiednie komorki.

Ten typ $mierci komoérkowej jest czesto
skojarzony z reakcja roSliny na Srodowi-
skowe czynniki abiotyczne i biotyczne,
ktore sa okreslane mianem reakcji nad-
wrazliwosci. W przypadku dzialania
czynnikéw abiotycznych, nekroza poja-
wia sie w ciagu kilku minut, podczas gdy
w przypadku czynnikéw biotycznych
moze pojawié sie po 24 godzinach (VAN
DOORN I WSPOLAUT., 2011). W zwiazku z
tym, jesli czynnik Srodowiskowy prowa-
dzi do uszkodzenia komorki, w wyniku
ktorego nastepuje natychmiastowa jej
émieré (bez uruchomienia programéw
genetycznych), to taka nekroze nalezy
rozumie¢ jako proces Kklasyczny, czyli
nagly 1 nieprogramowany, tak jak do
niedawna rozumiano pojecie nekrozy
(VAN DOORN I WSPOEAUT., 2011).

AUTOFAGIA

Autofagia-Autolityczny typ S$mierci-
Wakuolarny typ $mierci (organizmy
zwierzece i ro$linne, drozdze). W niekté-
rych publikacjach pojecie autofagii mie-
sci sie w zakresie autolitycznej (VAN
DOORN, 2011) lub wakuolarnej émierci
komérkowej (VAN DOORN I WSPOLAUT.,
2011). Pomimo, ze autorzy wskazuja, ze
pojecia te nie sa tozsame, to jednak prze-
jawy $émierci opisywane dla kazdego z
tych typéw sg do siebie podobne lub tez
w zasadnicze] cze$ci nakladaja sie. Ten
ewolucyjnie konserwatywny typ $mierci
komoérkowej, nazywany czesto samo-
strawieniem, zostal po raz pierwszy za-
obserwowany w komorkach drozdzy,
Drosophila melanogaster oraz C. ele-
gans. Autofagia jest rozpatrywana jako
proces majacy na celu przetrwanie ko-
morki, ze wzgledu na fakt, ze bierze
udzial w usuwaniu tylko uszkodzonych
czasteczek, gltéwnie nieprawidlowo sfor-
mowanych biatek i/lub organelli, réwno-
cze$nie zapobiegajac ich nagromadzeniu
sie w komérkach (YIN I WSPOLAUT., 2009;
RUDNICKA I WSPOLAUT., 2011). Autofagia

jest procesem powolnym, w wyniku kté-
rego komoérka moze przezy¢ lub umrzeé
gdy utraci podstawowe organella komor-
kowe, takie jak mitochondria. Jest réw-
niez mozliwe, ze w organizmach wyz-
szych autofagia zostaje aktywowana w
odpowiedzi na minimalne uszkodzenia i
,komoérka potrzebuje czasu, aby zdecy-
dowac”, czy wlaczenie proceséw napraw-
czych przyniesie oczekiwany rezultat,
czy tez nalezy doprowadzi¢ komoérke do
$émierci (ZHIVOTOVSKY, 2002).

W zalezno$ci od tego, w jaki sposdb
substancje przeznaczone do zniszczenia
trafiaja do lizosomoéw/wakuoli litycznej
wyrézniono zaréwno dla organizmoéw
ro$linnych jak i zwierzecych makroauto-
fagie, mikroautofagie oraz autofagie za-
lezna od bialek opiekunczych (CMA)
(YIN I WSPOLAUT., 2009; RUDNICKA I
WSPOLAUT., 2011). Ponadto wyrdznia sie
jeszcze jeden rodzaj autofagii, o nazwie
megaautofagia. Proces ten w obrazie
morfologicznym jest zwigzany ze zwiek-
szeniem przepuszczalno$ci lub naglym

www.naukiprzyrodnicze.ssnp.org.pl

13



14 | MAGDALENA DONIAK, ANDRZEJ KAZMIERCZAK

rozerwaniem tonoplastu, ktére prowadzi
do uwolnienia duzych ilo$ci hydrolaz do
cytoplazmy 1 prowadzi do degradacji pro-
toplastu oraz w niektérych wypadkach
$ciany komérkowej (VAN DOORN I PAPINI,
2013). Megaautofagia jest zwieficzeniem
procesu obumierania komoérek, ktore
rozpoczely gow oparciu o inne szlaki me-
taboliczne, uwzgledniajac wspomniany
typ wakuolarny 1 autolityczny oraz apop-
tozo-podobny.

Podczas makroautofagii, degradowane
fragmenty komorki zostaja zamkniete w
otoczonym podwoéjng blona komoérkowa
autofagosomie 1 nastepnie polaczone z
lizosomem (zwierzeta), co prowadzi do
ostatecznej] degradacji autofagosomu
(YIN I WSPOLAUT., 2009; MEHRPOUR
I WSPOLAUT., 2010). Struktury podobne
do autofagosomoéw zwierzecych obserwu-
je sie w niektérych przypadkach émierci
komérkowej u roélin (MININA I WSPOL-
AUT., 2013).

W przebiegu mikroautofagii u zwie-
rzat, male porcje cytoplazmy wraz z or-
ganellami sa bezpoSrednio pobierane
poprzez inwaginacje blon lizosomow
(SAHU I WSPOLAUT., 2011) lub tonoplastu
wakuoli litycznej — u roélin (VAN DOORN
I WSPOLAUT., 2005).

Podczas autofagii zaleznej od biatek
opiekunczych, biatka uszkodzone, ktore
posiadaja w swojej strukturze sekwencje
pieciu aminokwaséw (KFERQ)( BEJARA-
NO I WSPOLAUT., 2010) wiaza, sie z bial-
kiem opiekunczym Hsc70 (bialko szoku
cieplnego) (YIN I WSPOLAUT., 2009). Tak
powstaly kompleks laczy sie z czynni-
kiem LAMP-2A (BEJARANO I WSPOELAUT.,
2010) zlokalizowanym na powierzchni
blony lizosomu, przez ktéry odbywa sie
transport uszkodzonego biatka do jego
wnetrza (YIN I WSPOLAUT., 2009). Proces
autofagii u ro§lin jest procesem, w kto-
rym biora udzial liczne proteazy, a prze-
de wszystkim metakaspazy (Tab. 1)
(MININA I WSPOELAUT., 2013).

Proces autofagii bierze udziat w pro-
cesach rozwojowych 1 jest zaangazowany
miedzy innymi w usuwanie apoptotycz-
nych komoérek podczas embriogenezy.
Wiadomo tez, ze szlak autofagii jest od-
powiedzia na stres, taki jak np. glodze-
nie, 1 petni funkcje recyklingu substancji
odzywczych (gléwnie aminokwaséw) w
celu podtrzymania podstawowych proce-
sow biologicznych zachodzacych w pozo-
statych, nieuszkodzonych komérkach.
Autofagia u zwierzat bierze udzial w
procesie rozwojowym w $liniankach po-
czwarki D. melanogasteri jest wywolana
przez hormon steroidowy ekdyson (hor-
mon metamorfozy owadéw). W tym pro-
cesie zostaly zaobserwowane takze cechy
charakterystyczne dla apoptozy. W ko-
morkach zwierzecych, autofagia moze
przyczyni¢ sie do Smierci komoérek pod-
czas warunkow stresowych, takich jak
leki przeciwnowotworowe, promieniowa-
nie, niedokrwienie moézgu 1 cytokiny ta-
kie jak INF-y (VAN DOORN I WSPOLAUT.,
2005). Ponadto autofagia moze zostaé
aktywowana w przypadku, kiedy inne
procesy prowadzace do $mierci komérek
sq uposledzone, na przykltad w komor-
kach gdzie zostala zablokowana aktyw-
no$¢ apoptotycznych kaspaz, wowczas
zostaje wlaczony program autofagii, kto-
ry zabija uszkodzone komoérki. Takie
zjawisko wystepuje w licznych przypad-
kach niedotlenienia komoérek mobzgo-
wych, w czasie epilepsji oraz w przebiegu
wspomnianych juz wczeéniej chorobach
neurodegeneracyjnych zwigzanych
z wiekiem, takich jak Alzheimer, Par-
kinson i choroba Huntingtona (YIN
I WSPOLAUT., 2009). W przypadku orga-
nizmo6w roslinnych $mieré¢ o charakterze
autofagicznym lub wakuolarnym 1 auto-
litycznym bierze wudziat w niemal
wszystkich procesach morfogenezy poza
reakcja organizmu ro§linnego na czynni-
ki $rodowiskowe. W przypadku tych
ostatnich najczeséciej obserwuje sie ne-
kroze i/lub émieré apoptozo - podobnag
(REAPE I WSPOLAUT., 2010; VAN DOORN I
WSPOLAUT., 2011).
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Proces autofagii jest niezwykle skom-
plikowanym zjawiskiem. Jego regulacja
zalezy od rodzaju organizmu, tkanki
1 komoérek. Ztozono$é przebiegu 1 regula-
cji tego procesu poglebia fakt, ze wspo-
maga on inne procesy $mierci komoérko-
wej. U roélin wspomaga procesy zwiagza-
ne ze wzrostem 1 rozwojem oraz reakcje
na patogeny (Tab. 2), natomiast u zwie-
rzat wspomaga proces nekrozy i apopto-
zy (Tab. 3). Obecnie znanych jest ok. 31
genéw atg (ang. AuTophaGy), ktoére
pierwotnie  zostaly  zidentyfikowane
u drozdzy, a skojarzone sa z procesem
autofagii. Kluczowym elementem regu-
lacji autofagii jest kompleks TOR (ang.
Target Of Rapamycin). Kompleks ten w
swojej aktywnej formie hamuje proces
autofagii. W zwigzku z tym, aby proces
autofagii mogl zaistnieé¢, aktywnosé
kompleksu TOR musi by¢ zahamowana
przez kinaze AMP w odpowiedzi na
wzrastajacy poziom wapnia, ktéry akty-
wuje kinazy zalezne od kalmoduliny. Na

tym etapie proces autofagii jest polaczo-
ny z procesem apoptozy, gdyz zmiany
poziomu wapnia sa specyficznie regulo-
wane w oparciu o stres zwigzany z ER
(Geden z rodzajéw apoptozy; Rys. 1).
Wsrod genow, ktéore uruchamiaja szlak
apoptozy zalezny od ER jest produkt
genu atg8, ktory jest aktywowany
w obecnoéci produktu genu atg7 (enzym
aktywujacy ubikwityne). Gen ten akty-
wuje produkt genu atgl2 z udzialem
atg10 (biatko transportujace ubikwityne)
1 taczy sie z bialkiem atgs. Kompleks
taki wystepuje w blonach wczesnych
autofagosoméw. W tym zakresie wydaje
sie, ze proces autofagii zalezny jest od
ubikwityn, bialek zwiazanych z protea-
somowaq, degradacja biatek. Innym z ge-
néw, ktore biora udzial w kontroli proce-
su autofagii jest supresor nowotworowy
Beclin-1 (atg6), ktéry ulega ekspresji w
komérkach ssakéw (YIN I WSPOLAUT.,
2009).

SMIERC APOPTOZO — PODOBNA

Smieré apoptozo-podobna (hodowle
komérek eukariotycznych). Ten typ
$mierci komérkowej zostal wyrdzniony
jako charakterystyczny dla organizméw
ro$linnych ze wzgledu na fakt, ze prze-
bieg tego procesu odbywa sie w sposéb
podobny do tego jaki ma miejsce podczas
apoptozy u zwierzat. Nalezy zwrdcié
uwage, ze podobienstwo dotyczy tylko
niektérych elementéow szlaku sygnaliza-
¢ji 1 etapu wykonawczego procesu $mier-
ci. Ten rodzaj procesu PCD jest procesem
szybkim 1 w obrazie morfologicznym ob-
serwuje sie kondensacje 1 obkurczanie
sie cytoplazmy, kondensacje i1 internu-
kleosomowag, fragmentacje DNA, rozpad
cytoszkieletu, a w finale rozpad mito-
chondriéw, ktére uwaza sie za kluczowe
dla przebiegu tego procesu (REAPE
I WSPOLAUT., 2013). W émierci apoptozo-
podobnej biora réwniez udzial proteazy,
ale nie kaspazy, tylko subtylizynowo-
podobne proteazy serynowe, subtylazy
oraz podjednostki proteasoméw (Tab. 1)

(PARISH I WSPOLAUT., 2010). W procesie
sygnalizacji $mierci podobnej do apopto-
zy biora réwniez udzial jony wapnia,
wolne rodniki oraz cytochrom ¢ (ROGERS,
2012). W nielicznych przypadkach ob-
serwuje sie tworzenie sie tzw. ,cial apop-
totycznych”, w tym przypadku nazwane
cialami apoptozopodobnymi (ang. ,,apop-
totic-like bodies”). Ten typ $mierci ob-
serwuje sie najczeScie] u organizmow
jednokomérkowych, a w przypadku wie-
lokomérkowych organizméw rosélinnych
w komorkach aktywnie dzielacych sie, to
jest merystemach i na etapie rozwoju
tapetum (PARISH I WSPOLAUT., 2010)
oraz w niemal wszystkich przypadkach
hodowli  zawiesinowych  (CARIMI I
WSPOLAUT., 2003). Smieré apoptozo-
podobna to taki typ émierci, ktéry nie-
kiedy wystepuje réwniez w reakcji ko-
morek na zewnetrzne czynniki Srodowi-
skowe, w tym czynniki abiotyczne i bio-
tyczne (COLLAZO I WSPOLAUT., 2006).
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PROCESY WZROSTU I ROZWOJU ORGANIZMOW ROSLINNYCH I ZWIERZECYCH OPARTE
O PROGRAMOWANA SMIERC KOMORKOWA

Smieré komérkowa moze byé¢ induko-
wana czynnikami endogennymi (we-
wnetrznymi) oraz czynnikami egzogen-
nymi (zewnetrznymi). Czynniki endo-
genne nalezy rozumie¢ jako wszystkie
zjawiska generowane w komoérce w opar-
ciu o program genetyczny komorki, ktére
specyficznie uruchamiaja $mieré¢ komo-
rek, szczegdélnie w konteks$cie procesow
rozwojowych. Nalezy zwréci¢ uwage na
te, ktére sa niezbedne do uformowania
prawidlowo funkcjonujacego wieloko-
moérkowego organizmu, czy to roslinnego
czy zwierzecego. Jesli chodzi natomiast o
czynniki zewnetrzne to nalezy mie¢ na
myéli czynniki abiotyczne (czynniki
chemiczne, fizyczne 1 mechaniczne)
i biotyczne (drobnoustroje, w tym wirusy
1 bakterie, oraz pasozyty i szkodniki,
a wéréd nich nicienie i inne organizmy).
Wséréd licznych proceséw, ktére oparte sa,
o zjawisko émierci komérkowej (Tabela
2,3), szczegblne miejsce zajmuja reakcje
organizméw roslinnych na czynniki bio-
tyczne, zwane reakcja nadwrazliwo$ci
(VAN DOORN I WSPOLAUT., 2011) oraz
starzenie sie 1 katastrofa mitotyczna
(STEPIEN I WSPOLAUT., 2007).

Reakcja HR jest specyficznym proce-
sem typowym dla roélin, ktéry jest pod-
stawg, obrony organizmu przed atakiem
patogenu, w celu ograniczenia jego szko-
dliwego dziatania na roéline i zahamo-
wanie namnazania sie biotroféw, wérdd
ktorych sa wirusy, bakterie 1 grzyby.
Podstawa sukcesu w tym kontekscie jest
doprowadzenie komorki zywiciela do
$mierci, co w ostatecznos$ci prowadzi do
Smierci patogenu. Reakcja organizmu
ro$linnego na patogeny jest procesem
ztozonym, przejawiajacym sie cechami
$mierci komérkowej opartymi o nekroze,
autofagie a takze o proces apoptozo-
podobny. Podstawg reakcji HR sa tzw.,
geny R, ktére sg odpowiedzialne za roz-
poznanie patogenu i uruchomienie ka-

skady reakcji obronnych rosliny. W
zwiazku z tym, obserwuje sie przejawy
zwiazane z ekspresja metakaspaz i en-
zyméw kaspazo-podobnych (wrazliwych
na inhibitory kaspaz), wéréd ktérych
znajduja sie VPEazy i TATDazy (Tab. 1),
powstaniem 1 zwiekszeniem objetosci
wakuol litycznych, przerwaniem tono-
plastu z uwolnieniem enzymoéw hydroli-
tycznych (VPE), fuzja tonoplastu z blong
komoérkowa, obkurczaniem protoplastu,
grubieniem $ciany komérkowej (w celu
utworzenia warstwy izolujacej patogen)
oraz ekspresje genéw atg (LAM, 2005;
VAN DOORN I WSPOEAUT., 2011).

Proces starzenia sie  dotyczacy
wszystkich organizméw, lecz nie zawsze
jest zwiazany ze $miercig komoérki. Pod-
czas starzenia sie dochodzi do wycofania
czedci sktadnikéw starzejacego sie orga-
nu do innych czeéci rosliny, czego nie
zaobserwowano w przypadku starzenia
sie organizmow zwierzecych. Oznacza to,
ze komoérki moga podlegaé procesowi
autofagii, ktéry polega w tym przypadku
na redystrybucji zwigzkéw powstatych
po degradacji uszkodzonych lub przezna-
czonych do eliminacji organelli komor-
kowych oraz makroczasteczek. dJezeli
jednak procesy autofagii u zwierzat nie
ochronia, komoérki to dochodzi do uru-
chomienia apoptozy lub nekrozy (STE-
PIEN I WSPOLAUT., 2007), a u roélin wa-
kuolarnego lub autolitycznego typu
émierci (VAN DOORN, 2011; VAN DOORN I
WSPOLAUT., 2011), w wyniku ktérego
dochodzi do eliminacji jednej lub kilku
komoérek.

Katastrofa mitotyczna, ktora jest pro-
cesem charakterystycznym tylko dla
organizméw zwierzecych, dotyczy komo-
rek intensywnie dzielacych sie, np. ko-
morek naskérka lub komoérek nowotwo-
rowych. Katastrofa mitotyczna powstaje
w wyniku nieprawidtowosci zachodza-
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cych w procesie mitozy, kiedy zostanie
zaburzona prawidlowa segregacja chro-
mosomoéw. W konsekwencji prowadzi to
do formowania sie komoérek euploidal-
nych lub aneuploidalnych. Zjawisko wy-
stepowania komoérek poliploidalnych jest
niekorzystne dla organizmu zwierzecego
1 w wiekszo$ci przypadkéw letalne
(KAZMIERCZAK, 2010). Zmiana iloéci ma-

terialu genetycznego jest sygnalem do
eliminacji komérek (STEPIEN I WSPOL-
AUT., 2007). Proces ten przebiega z
udzialem apoptozy lub nekroptozy (daw-
niej nekroza (GALLUZZI I WSPOLAUT.,
2012). Dlatego tez katastrofa mitotyczna
jest mechanizmem usuwania komoérek, a
czynnikiem go indukujacym sa aberracje
chromosomowe.

PODSUMOWANIE

Smieré komérkowa jest waznym zja-
wiskiem w procesie rozwoju organizmow
ro$linnych 1 zwierzecych. Jednakze, po-
mimo szeroko zakrojonych badan na ca-
lym éwiecie, nadal nie jest to proces do-
brze poznany, w szczegdlnosci u organi-
zméw rosélinnych. Znane sa kluczowe
markery $émierci komérkowej, do ktérych
naleza w zakresie morfologicznym kur-
czenie sie lub pekanie protoplastu i/lub
wakuoli, kondensacja 1 czesto internu-
kleosomowa degradacja DNA, tworzenie
sie specyficznych struktur o nazwie au-
tofagosomy lub wakuole lityczne oraz
niekiedy ciala apoptotyczne. W zakresie
sygnalizacyjnym i metabolicznym, szcze-
gélnie istotna role odgrywaja cysteinowe
proteazy, tj. kaspazy 1 metakaspazy oraz
elementy metabolizmu zalezne od prote-
asoméw, a takze jony wapnia 1 reaktyw-
ne formy tlenu i azotu. Wymienione po-
wyzej cechy charakteru $émierci komor-
kowej dotycza albo $émierci komérek or-

Nazwa enzymu

Wiaséciwoéci enzymu

ganizméw ro§linnych albo zwierzecych,
czesto tez sg wspdlne dla nich jak np.
spos6b degradacji jader komoérkowych
czy udzial jonéw wapnia lub reaktyw-
nych form tlenu. W zwiazku z tym liczne
proby klasyfikacji procesu $mierci ko-
moérkowej, szczegoblnie u roslin nie przy-
niosly spodziewanego usystematyzowa-
nia wiedzy w tym zakresie. Najwiekszym
w tym zakresie problemem, jak sie wy-
daje, jest nakladanie sie lub tez wyste-
powanie po sobie réznych strategii pro-
cesu $mierci w eliminacji komoérek. W
przypadku organizméw roslinnych naj-
lepiej bytoby nie wyrédzniaé typéw Smier-
c1 komérek tylko przedstawiaé proces, w
ktérym é$mieré komoérkowa jest podsta-
wowym elementem w jego przebiegu,
jako zbiér specyficznych dla tego procesu
przejawow uwzgledniajac przy okazji
tempo 1 czas, w ktorym one ulegaja eks-
presji.

Funkcje

o
ié* e ' Hydrolizuja, vx‘rialzani‘a pepty-
5 Proteazy cysteinowe dowych w sasiedztwie kwasu

NB asparaginowego

Proteazy cysteinowe.
= Sekwencja aminokwa- | Hydrolizuja wiazania pepty-

& | Metakaspazy s6w podobna do zwie- dowe przy grupie karboksy-

= rzecych kaspaz, lecz lowej lizyny

A z inna specyficznoscia, 1 argininy

substratowa,
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VPE (ang. Vacuolar Pro-

Specyficznie rozpoznaja, mo-

Proteazy leguminowe. tyw YVAD (kaspaza 1), hy-

Homologiczne do prote-

cessing Enzymes) az lizosoméw zwierze- _drolizuja wiazania
eveh w bliskim sasiedztwie kwasu
y asparaginowego
Hydrolizuja wiazania pepty-
dowego w sasiedztwie kwasu
Saspazy (rodzina subty- Proteazy serynowe, asparaginowego
strukturg osobne do ..
laz) cubstvlizvn w sekwencji VKMD, VEHD,
yhuzyny VNLD (substraty kaspazy 6)
i IETD (substraty kaspazy 8)
Hydrolizuja wiazania pepty-
dowe w sasiedztwie kwasu
e
(rodzipna }s,ubt laz; aktywnos¢ jest hamor goraz motyw VQEI%) a tgkzye
s wana inhibitorem Ac- . 7 ’ y
TATDaza i VEIDaza) maja ograniczona aktywnos§é

VEID-CHO wobec YVAD (kaspaza 1),

LEHD (kaspaza 9) i IETD
(kaspaza 8)

Pozostale proteazy
o aktywnoéci kaspaz-
podobnej (LEVDaza)

Hamowane inhibitorami
zwierzecej kaspaz 3 —
Ac-DEVD-CHO

Hydrolizuja wigzania pepty-
dowe o motywie LEVD

Katalityczne podjednost-
ki proteasoméw

Podjednostki £1 protea-
somow, wrazliwe na
inhibitor kaspazy 3

Specyficzne dla substratu
kaspazy 3 (DEVD)

Tab. 1. Poznane enzymy proteolityczne procesu programowanej $mierci komérkowej (opracowane na pod-
stawie: CHICHKOVA I WSPOLAUT., 2004; KACPRZYK I WSPOLAUT., 2011; SITCZEK I WSPOLAUT., 2012;

CAIT WSPOEAUT., 2014).

Proces

Przejawy

PROCESY OGOLNO-ROZWOJOWE

Ksylogeneza
(tworzenie sie naczynh we
wigzkach przewodzacych)

utrata potencjatu bton mitochondriéw

tuz przed rozpoczeciem procesu Smierci uwalnianie

z mitochondriéw cytochromu c

zwiekszone pobieranie jonéw wapnia ze Srodowiska
zewnetrznego

gromadzenie sie w wakuoli centralnej enzymoéw hydro-
litycznych (proteazy, DNazy i RNazy), pekanie tonopla-
stu 1 ich uwolnienie do cytoplazmy

tworzenie sie wtornej Sciany komoérkowej, proces ha-
mowany z udziatem inhibitoréw kaspaz, sugerujacy
udzial enzymoéw kaspazo-podobnych

w wiekszosci przypadkéw brak zwiekszonej kondensacji
chromatyny i fragmentacji DNA, w nielicznych przy-
padkach tworzenie sie stabej drabinki DNA

Ztuszczanie sie komorek -
czapeczki w czasie wzrostu | —

korzeni

obkurczanie sie protoplastow
tworzenie sie fragmentéow komorek zawierajacych DNA,
ich powstawanie poprzedza bezposrednio oderwanie sie
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$ciany umierajacej komoérki od czapeczki
kondensacja DNA i tworzenie sie w DNA
TUNEL-pozytywnych wolnych koncéw 3-OH

Morfogeneza lisci na przy-
kladzie lisci Monstera

kondensacja cytoplazmy i chromatyny

brak internukleosomowej degradacji DNA

rozpad wakuoli w koncowe;j fazie procesu

organelle pozostaja nienaruszone niemal do koncowych
etapéw Smierci. Degradacja w koncowej fazie §mierci
inwaginacja (zaglebianie sie) blony komérkowej

Réznicowanie sie wloskow
liSciowych

Eliminacja wieszadetka

WORZENIE SIE

T ZARODKA I ELEMENTY TOWARZYSZACE
KIEEKOWANIU NASION

ograniczona ekspresja (fael), elongazy kwaséw ttusz-
czowych

nadekspresja ICK/KRP poprzedzajaca pojawienie sie
chromocentréw w kondensujacej chromatynie

zanik jaderka

proces apoptozo-podobny (fragmentacja jadra i degra-
dacja DNA na 50 kpz internukleosomowe odcinki o
TUNEL-pozytywnym charakterze) z udzialem autofagii
z wezesnym demontazem organelli 1 jadra komoérkowego
poprzedzajacym lize tonoplastu co w efekcie prowadzi
do powstania pustej przestrzeni po komorce

proces poprzedzony uwolnieniem z mitochondriéw cyto-
chromu c 1 aktywacja metakaspaz

Usuwanie (aborcja) dodat-
kowych lub niepotrzebnych
zarodkéw ro§linnych

fragmentacja DNA
zwiekszanie sie objeto$ci wakuoli litycznej, degraduja-
cej organella komérkowe w sposéb podobny do autofagii

Usuwanie komérek osrod-
ka (nucellus)

TUNEL-pozytywna degradacja DNA

zanik jaderka

pojawienie sie rycynosomow® jako elicytoréw procesu
$mierci zwierajacych pro-cysteinowa endopeptydaze
(CysEP)

aktywacja metakaspaz 1 innych proteaz kaspazo-
podobnych gtéwnie do kaspazy 1, 316

rycynosomy® pelnig takze role w starzeniu sie tkanek

Smieré komoérek bielma
i komoérek warstwy aleuro-
nowej

Bielmo

wzrost aktywnoéci nukleaz poprzedzajaca fragmentacje
DNA

TUNEL-pozytywna degradacja DNA skojarzona

z uwolnieniem do cytoplazmy rycynosomow*

obecnoéc¢ pecherzykéw o charakterze autofagosomoéow
typowych dla komoérek umierajacych na drodze autofa-
gii

z aktywnoécia VEIDazy (enzym homologiczny do ka-
spazy 6)

Warstwa aleuronowa

$mier¢ o charakterze autolitycznym
aktywacja nukleaz i proteaz oraz szeregu innych hydro-
laz o charakterze serynowych i asparaginowych proteaz
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specyficznie zwigzanych z aktywacja, procesu $mierci
komérkowej, a w tym fitepsyny (homolog katepsyny
D — asparaginowa proteza zawarta w lizosomach)

— intensywna wakuolizacja komoérki przed $miercia

— ostatni etap Smierci przejawia sie nagla utrata inte-
gralnosci btony komoérkowej

— proces $mierci apoptozo-podobny oparty o recycling
substancji pokarmowych

— wzrost ilosci jonéw wapnia w cytozolu komoérek stupka
spowodowany jego szybkim wplywem do komérki juz
w ciagi 1 min po indukcji

— utrata potencjalu btonowego mitochondriéw wraz
z uwolnieniem cytochromu c 1 wzrost jego 1loéci

Samoniezgodno§¢ w cytoplazmie po 1-2 h

podczas zapylenia — aktywacja kaskady kinaz MAP, przede wszystkim ki-
nazy pb6

— zwiekszona fosforylacja biatek

— rearanzacja utozenia widkien aktynowych

— fragmentacja DNA

_ REAKCJE NA CZYNNIKISRODOWISKOWE

— 1inwaginacja btony komoérkowej
— kondensacja chromatyny i czasem internukleosomowa

Degradacja pylnikow

degradacja DNA
— tworzenie sie cial apoptotyczno-podobnych, struktur
Niedotlenienie — tworzenie otoczonych pojedyncza btona komérkowa,
sie aerenchymy z nienaruszonymi organellami, proces obrazuje konden-

sacje cytoplazmy

— wazrost poziomu jonéw wapnia w cytozolu hamowanie
lub wzmaganie procesu $mierci poprzez kontrole ilosci
jondéw wapnia w cytozolu

— wazrost 1loSci reaktywnych form tlenu

— reakcja z przejawami apoptozo-podobnymi (obkurczanie
protoplasu, kondensacja chromatyny, drabinka DNA,
uwolnienie cytochromu c, zwiekszenie aktywnosci en-
zymow kaspazo-podobnych, gtéwnie kaspazy 3, zwiek-
szona ekspresja biatek Bl-1,inhibitoréw biatek Bax

— u niektérych organizmoéw jednokomoérkowych z cechami
autofagii

— fragmentacja DNA, wakuolizacja komérki i jej liza, za-
istnienie autofagii moze sie przyczyniaé¢ do tolerancji na
stres solny 1 susze

— wazrost przepuszczalnos$ci bton mitochondriow
1 zwiekszony przeplyw jonéw wapnia odpowiedzialny za
zwiekszenie ilo$ci reaktywnych form tlenu

— zaburzenie homeostazy jonéw sodowych (zwiekszony
wplyw do komérki) powodujacy depolaryzacje btony
komoérkowej 1 zwiekszony przeplyw jonéw potasu oraz
wodoru

— aktywacja biatek szoku cieplnego (HSP)

— uwolnienie cytochromu c

Stres solny i stres suszy

Szok cieplny
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— wzrost ilosci ceramidéw w wewnetrznej warstwie blony
komoérkowe;j

*rycynosom — pecherzyki powstale z cystern siateczki Srodplazmatycznej, ktore zawieraja nieaktywne formy
enzymoéw proteolitycznych (proteaz cysteinowych), ktérych aktywnoéé ujawnia sie w czasie procesu §mierci
komorkowej.

Tab. 2. Wybrane procesy (zjawiska) wzrostu i rozwoju organizméw roélinnych, ktérych przebieg jest zwiaza-
ny ze specyficznymi przejawami $émierci komérkowej (opracowano na podstawie KACPRZAK I WSPOEAUT., 2011;
HIERL I WSPOLAUT., 2014).

Proces Rodzaj émierci
EMBRIOGENEZA

Usuwanie uszkodzonych komérek podlegajacych gametogene-

zie (oocyty i spermatocyty) apoptoza

Usuwanie nadmiernej liczby oocytow u ssakow apoptoza
Proces spermiogenezy - roznicowanie sie plemnikow apoptoza
Proces implantacji zarodka w tozysku. Usuwanie jednej lub apoptoza

dwoéch komoérek tozyska

ORGANOGENEZA
Rozdzielanie warstw tkanek, np. wyodrebnienie sie¢ miesni
szkieletowych, oskrzeli 1 pecherzykéw ptucnych, réznicowanie apoptoza

sie komoér serca 1 ktebuszkéw nerkowych

Réznicowanie sie systemu nerwowego (czeéci wspélczulnej

. , . apoptoza
1 nerwéw czuciowych) pop

Hematopoeza komoérek uktadu immunologicznego i komoérek

krwi. Okoto 50-90 % powstajacych komoérek umiera. Homeo-

staza limfocytéw 1 komorek wrodzonej odpornosci, komorek

szpiku apoptoza

w tym granulocytow, komorek tucznych, makrofagow i komo-

rek dendrytycznych, megakariocytéw i plytek krwi. R6znico-
wanie sie krwinek czerwonych u ssakéw

Wyodrebnianie sie soczewki z rogéwki oka, tworzenie sie kub-

kéw smakowych, kloaki u ryb, rozdzielanie sie somitéw (mio- apoptoza
meréw) oraz tworzenie sie jajowodéw 1 nasieniowodéw
PATOGENEZA
Postepujaca niewydolnosé serca 1 wirusowe zapalenie watroby apoptoza
typu B1 C
Ostre 1 przewlekle uszkodzenia ptuc indukowane czynnikami N
, . . apoptoza-nekroza
srodowiskowymi
Ztuszczanie sie komorek nabtonkowych apoptoza-nekroza*
Choroby ptuc wywolane paleniem tytoniu apoptoza

Zastoinowe 1 niedokrwienno-reperfuzyjne zapalenie watroby.

- *
Polekowe uszkodzenie watroby apoptoza-nekroza

Ostra niewydolno$¢ nerek apoptoza-nekroza*
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Terapie przeciwnowotworowe. Chemioterapia, radioterapia,
Immunoterapia 1 terapia genowa

apoptoza

Nagte, lokalne 1 rozlegle, niedokrwienne lub mechaniczne
uszkodzenie mézgu. Epilepsja. Uraz rdzenia kregowego. Cho-
roby neurodegeneracyjne mézgu: Alzheimer, Parkinson 1 pla-

sawica Huntingtona

apoptoza-nekroza-
autofagia®

* W tym przypadku maja udzial wszystkie wymienione typy $mierci komérkowej. Tworza specyficzny mie-

szany przebieg procesu $mierci komoérkowej.

Tab. 3. Procesy wzrostu i patogenezy u organizméw zwierzecych przebiegajace z udzialem $émierci
komérkowej (opracowano na podstawie YINIDONG, 2009, KACPRZYK I WSPOEAUT., 2011).
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UDZIAL LEPTYNY W REGULACJI AKTYWNOSCI OSI
PODWZGORZOWO - PRZYSADKOWO - GONADALNEJ U OWIEC

STRESZCZENIE

Leptyna nalezaca do rodziny cy-
tokin klasy I, syntetyzowana jest przede
wszystkim przez komoérki bialej tkanki
ttuszczowej. Hormon ten odgrywa diugo-
terminowa role w kontroli przyjmowania
pokarmu 1 funkcji reprodukcyjnych.
Dzialanie leptyny odbywa sie przez spe-
cyficzne receptory blonowe, wéréd kto-
rych wyrézniamy izoforme dtuga (Ob-Rb)
oraz izoformy krétkie (Ob-Ra, Ob-Rc,
Ob-Rd, Ob-Re, Ob-Rf). Leptyna laczac
sie z receptorem leptynowym przekazuje
sygnal do wnetrza komoérki za pomoca
aktywacji szlakéow enzymatycznych, w
tym szlaku JAK/STAT, $ciezki sygnato-
wej kinazy biatkowej aktywowanej przez
mitogeny (MAPK) oraz ukladu kinazy
biatkowej C, fosfolipazy C i tlenku azotu.
Do oddzialywan leptyny na poziomie
OUN mozna zaliczy¢ indukowanie syn-
tezy proopiomelanokortyny (POMC) i
kortykoliberyny (CRH) oraz hamowanie
ekspresji neuropeptydu Y (NPY) w pod-

wzgbérzu pobudzajacego pobieranie po-
karmu. Obwodowo leptyna pobudza lipo-
lize, wzmaga hemopoeze 1 angiogeneze,
uczestniczy w metabolizmie glukozy,
apoptozie adipocytéw oraz procesach
immunologicznych. Leptyna jest jednym
z sygnaléw metabolicznych inicjujacych
proces dojrzewania plciowego poprzez
aktywacje osi podwzgobrzowo-
przysadkowo-gonadalnej (HPG). Na po-
ziomie podwzgdérza leptyna oddziatuje na
wydzielanie gonadoliberyny (GnRH) za
posrednictwem uktadu kisspepty-
na/GPR54 (KiSS-1/GPR54), NPY oraz
POMC. Ponadto leptyna moze bezpo-
Srednio pobudzaé sekrecje gonadotropin
z przedniego plata przysadki moézgowe;j.
Leptyna stymuluje takze rozwdj peche-
rzykéw jajnikowych oraz reguluje proces
sterydogenezy.

Stowa kluczowe: leptyna, owce, o$ pod-
wzgbrzowo-przysadkowo — gonadalna.
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PODWZGORZOWO-PRZYSADKOWO - GONADALNEJ U OWIEC

CONTRIBUTION OF LEPTIN TO THE REGULATION OF HYPOTHALAMIC-
PITUITARY-GONADAL AXIS ACTIVITY IN SHEEP

SUMMARY

Leptin, which belongs to class 1
cytokine family, is synthesized mainly
by the white adipose tissue. This hor-
mone plays a role in a long-term control
of food intake and reproductive func-
tions. Its action is possible by the pres-
ence of specific membrane receptors,
such as long-isoform (Ob-Rb) and short-
isoforms (Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re,
Ob-Rf). Binding with its receptors, leptin
transmits the signal inside the cell by
the activation of enzymatic pathways,
including JAK/STAT pathway, mitogen-
activated protein kinase pathway
(MAPK) as well as protein kinase C,
phospholipase C and nitric oxide. Func-
tions of leptin at the level of CNS in-
clude an induction of hypothalamic
proopiomelanocortin (POMC) or cortico-
liberin (CRH) synthesis and inhibition of
neuropeptide Y (NPY) responsible for

increase of food intake. Peripherally,
leptin stimulates lipolysis, enhances
hematopoiesis and angiogenesis, takes
part in glucose metabolism, adipocyte
apoptosis and immunological processes.
Leptin is one of the metabolic signals
initiating puberty by activation of hypo-
thalamic-pituitary-gonadal axis (HPG).
At the level of hypothalamus leptin af-
fects gonadoliberin (GnRH) secretion via
kisspeptin/GPR54 system (KiSS-
1/GPR54), NPY and POMC. Moreover,
leptin may directly trigger gonadotropin
secretion from the anterior pituitary.
Leptin stimulates also maturation of
ovary follicles and regulates steroido-
genesis.

Keywords: leptin, sheep, hypothalamus-
pituitary - gonadal axis.

WSTEP

Zapoczatkowanie dojrzewania
plciowego u maciorek uzaleznione jest
m.in. od osiagniecia krytycznej iloSci
podskornej i trzewnej tkanki ttuszczowej
oraz odpowiedniego poziomu leptyny
(CHEUNG I WSPOLAUT., 1997). Leptyna
nalezaca do rodziny cytokin klasy I, ko-
dowana jest przez gen zlokalizowany
uowiec w 4 chromosomie (CAMPBELL
I WSPOLAUT., 2003). Gen leptyny koduje
167 aminokwasowe biatko wydzielnicze,
ktére po odcieciu sekwencji sygnatowej,
jako czasteczka 146 aminokwasowa, zo-
staje uwolniona do krazenia (PROLO
I WSPOLAUT., 1998). Leptyna syntetyzo-

wana jest gtdwnie przez adipocyty bialej
tkanki tluszczowej (WAT) (FRIEDMAN I
WSPOLAUT., 1998; MASUZAKI I WSPOL-
AUT., 1995). W mniejszych iloéciach wy-
twarzana jest takze w brunatnej tkance
ttuszczowej, podwzgdrzu, przysadce, jaj-
nikach, lozysku, gruczole sutkowym,
nabtonku przewodu pokarmowego, mie-
éniach szkieletowych, watrobie oraz
szpiku kostnym (MOSCHOS I WSPOLAUT.,
2002). Do oddzialywan leptyny na po-
ziomie OUN nalezy indukowanie syntezy
propiomelanokortyny (POMC) i kortyko-
liberyny (CRH) oraz hamowanie ekspre-
sji neuropeptydu Y (NPY) w podwzgérzu
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pobudzajacego pobieranie pokarmu (KO-
CELAK 1 WSPOLAUT., 2009). Leptyna po-
budza takze lipolize, uczestniczy w regu-
lacji ci$nienia krwi i hemopoezy, odpo-
wiedzi immunologicznej, angiogenezie,
metabolizmie glukozy i1 apoptozie adipo-
cytéow (AUWERX I WSPOLAUT., 1998;
MARKOWSKA I WSPOLAUT., 2003). Ponad-
to leptyna jako hormon sygnatowy prze-
kazujacy informacje o stanie energetycz-
nym organizmu do osi podwzgdorzowo-
przysadkowo-gonadalnej (HPG) (ZIEBA I
WSPOLAUT., 2005), odgrywa istotna role
w inicjacji dojrzewania plciowego oraz
regulacji  procesé6w reprodukcyjnych.
Wydzielanie leptyny stymulowane jest
przez insuline oraz glikokortykoidy, ha-
mowane za$ przez czynniki zmniejszaja
ce mase tkanki ttuszczowej: glukagon,
aminy katecholowe, somatotropine, ty-
roksyne oraz niska temperature (PRA-
TLEY 1 WSPOLAUT., 2000; SLIEKER I
WSPOLAUT., 1996). Leptyna dziala po-
przez receptory blonowe (Ob-R) zaliczane
do rodziny receptoréw cytokin klasy I
(WOLINSKA-WITORT, 2007). Receptor
leptynowy wystepuje w kilku izoformach
btonowych: Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-
Rd, Ob-Re, Ob-Rf. Wéréd nich wyrédz-
niamy forme dtuga (Ob-Rb) oraz izofor-
my krétkie (Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-
Re, Ob-Rf) (TARTAGLIA I WSPOLAUT.,
1995). Leptyna laczac sie z receptorem
Ob-Rb przekazuje sygnal gléwnie po-
przez aktywacje szlaku JAK/STAT
(STAHL 1 WSPOLAUT., 1995; WHITE I
WSPOLAUT., 1997). Leptyna moze takze
uczestniczy¢ w transmisji sygnalu za
posrednictwem szlaku kinazy biatkowej

aktywowanej mitogenem MAPK oraz
uktadu kinazy biatkowej C, fosfolipazy C
i tlenku azotu (FRUHBECK, 2006). Ob-Rb
wykazuje ekspresje gtéwnie w podwzgo-
rzu w okolicy jadra lukowatego (ARC),
brzuszno-przyérodkowego (VMH), przy-
komorowego (PVN), obszaru bocznego
podwzgérza (LHA) oraz splotu naczy-
niéwkowego (GUAN I WSPOLAUT., 1997;
FEI I WSPOLAUT., 1997). Obszary te od-
powiedzialne sa za kontrole gospodarki
energetycznej, pobieranie pokarmu, jak
réwniez regulacje proceséow reprodukeyj-
nych (Rys. 1.). Natomiast ekspresje in-
nych izoform receptora leptyny wykryto
miedzy innymi w przednim placie przy-
sadki moézgowej, plucach, nerkach, wa-
trobie, $ledzionie, komoérkach B wysp
trzustki, nadnerczach, sercu, wezlach
chlonnych, endometrium, jadrach, jajni-
kach, tozysku, mieéniach szkieletowych
czy hematopoetycznych komoérkach pnia
(MARKOWSKA I WSPOLAUT., 2003; KARLS-
SON I WSPOLAUT., 1997; LEE I WSPOL-
AUT., 1996, TARTAGLIA I WSPOLAUT.,
1995). OB-Ra stwierdzono w splotach
naczyniowkowych komor bocznych mo-
zgu, tetniczkach prekapilarnych, naczy-
niach wlosowatych 1 zylkach postkapi-
larnych. Izoforma ta wuczestniczy w
transporcie leptyny przez bariere krew-
mézg 1 do pltynu moézgowo-rdzeniowego
(LEE 1 WSPOLAUT., 1996; TARTAGLIA I
WSPOLAUT., 1995). Najkrétsza forma
receptora leptyny (Ob-Re) jest rozpusz-
czalna we krwi oraz pelni role bialka
transportowego, kontrolujacego m.in.
poziom wolnej leptyny w osoczu krwi
(MYERS, 2004).

regulacja pobierania pokarmu

funkcje endokrynne

uktad immunologiczny

osteogeneza

reprodukcja

hematopoeza

angiogeneza

Rys. 1. Plejotropowe dzialanie leptyny. (Na podstawie JASINSKA
I WSPOLAUT., 2010).
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ROLA LEPTYNY W PROCESIE INICJACJI DOJRZEWANIA PLCIOWEGO NA POZIOMIE
PODWZGORZA

W trakcie dojrzewania plciowego
u owiec nastepuje zapoczatkowanie 1
zwiekszenie pulsacyjnego wydzielanie
GnRH przez neurony jadra tukowatego
(ARC) i pola przedwzrokowego (POA)
podwzgérza (SMITH, 2008). Gonadolibe-
ryna pobudza sekrecje hormonu luteini-
zujacego (LH) i folikulotropowego (FSH)
z przedniego plata przysadki mézgowe;j.
Nastepnie hormony gonadotropowe od-
dziatluja na aktywno$é jajnikéw (APTER,
1997). LH pobudza produkcje plciowych
hormonéw sterydowych, gléwnie andro-
genéw 1 progesteronu w komoérkach
oslonki wewnetrzne] oraz stymuluje
owulacje. FSH natomiast wplywa na
produkcje estrogenéw w komorkach
ziarnistych, a takze odpowiada za selek-
cje 1 rekrutacje pecherzykéw Graffa
(HOWLES, 2000). Na podstawie przepro-
wadzonych dotychczas badan wykazano,
1z leptyna pelnigca funkcje mediatora
miedzy poziomem tkanki tluszczowe) a
oérodkiem generacji pulsow GnRH w
ARC 1 POA odgrywa istotna role w pro-
cesie  zapoczatkowania  dojrzewania

plciowego poprzez aktywacje osi HPG
(SMITH I WSPOLAUT., 2002). Nie stwier-
dzono jednak obecno$ci receptoréw lep-
tyny w neuronach GnRH (CUNNINGHAM
I WSPOLAUT., 1999; WOLINSKA-WITORT,
2007). Leptyna bowiem oddzialuje na
wydzielanie gonadoliberyny za posred-
nictwem ukladu kisspeptyna/GPR54
(KiSS-1/GPR54), neuropeptydu Y oraz
proopiomelanokortyny (AHIMA, 2011;
HAUSMAN I WSPOLAUT., 2012; BACKHO-
LER I WSPOLAUT., 2010). Ekspresja genu
receptora Ob-Rb zostala wykazana m.in.
w neuronach produkujacych kisspeptyny
w ARC i POA u owiec (BACKHOLER I
WSPOLAUT., 2010). Kisspeptyna kodowa-
na przez gen KiSS-1 1 bedaca endogen-
nym ligandem receptora GPR54, peini
kluczowsg role w zapoczatkowaniu proce-
su dojrzewania plciowego (CASTELLANO I
WSPOLAUT., 2010). Laczac sie z recepto-
rami GPR54 w jadrze tukowatym 1 polu
przedwzrokowym podwzgdrza, stymuluje
08 HPG, pobudzajac wydzielanie GnRH,
gonadotropin 1 jajnikowych hormonéw
sterydowych u owiec (SMITH, 2008).

WPELYW LEPTYNY NA KOMORKI GONADOTROPOWE PRZYSADKI MOZGOWEJ

Leptyna oddziatuje bezposrednio
na komorki przedniego ptata przysadki
mozgowe] owiec stymulujac wydzielanie
LH i FSH poprzez mechanizmy para- i/lub
autokrynne (KoslorR - KORzECKA, 2008;
KosIoR - KORzeECKA, 2003). Obecnosé
receptoréw Ob-R wykazano w komorkach
gonadotropowych cze$ci guzowatej 1 czg-
sci obwodowej przysadki owiec (IQBAL 1
WSPOLAUT., 2000). Stwierdzono ze, poda-
nie leptyny do trzeciej komory mozgu
stymuluje wydzielanie hormonu luteinizu-
jacego zarowno u niedozywionych, jak 1
glodzonych owiec (HENRY I WSPOLAUT.,
2001). Jednak Morrison i wspoétaut. (MOR-

RISON T WSPOLAUT., 2001) nie wykazali
pobudzajacego wplywu egzogennej lepty-
ny na sekrecje LH u standardowo zywio-
nych i niedozywionych owiec in vivo. Do-
stepne dane wskazuja takze, iz leptyna w
stezeniach od 10® do 107 M pobudza in-
dukowang GnRH sekrecje hormonu lutei-
nizujacego jak 1 folikulotropowego z ko-
morek przedniego ptata przysadki mozgo-
wej owiec in vitro. Natomiast najwyzsze z
zastosowanych stezen (10° M) hamuje
wydzielanie LH i FSH (KOsIOR - KORZzEC-
KA, 2008; KOSIOR - KORZECKA T WSPOL-
AUT., 2006). Ten hamujacy wptyw leptyny
spowodowany jest znaczgcym obnizeniem
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poziomu ekspresji mRNA, zarowno krot-
kiej, jak 1 dhlugiej izoformy receptoréw
leptynowych w komorkach przysadki gru-

czotowej owiec pod wptywem leptyny w
stezeniu 10° M (KOSIOR - KORZECKA,
2008).

BEZPOSREDNIE ODDZIALYWANIE LEPTYNY NA JAJNIK

Leptyna poza oddzialywaniem na
podwzgoérze 1 przysadke uczestniczy tak-
ze bezposrednio w regulacji funkcji jaj-
nika  (WOLINSKA-WITORT,  2007).
Obecno$é receptorow leptynowych w go-
nadach zwlaszcza w komoérkach ziarni-
stych, komoérkach oslonki wewnetrzne;j
oraz  komoérkach  érédmiazszowych,
wskazuje na jej udzial w kontroli rozwo-
ju pecherzykoéw jajnikowych, jak réwniez
sekrecji estrogenéw (JASINSKA I WSPOL-
AUT., 2010; KUMOR I WSPOLAUT., 2004;
MEIER I WSPOLAUT., 2004). Obecnosé
leptyny stwierdzono réwniez w plynie
pecherzykowym oraz oocytch (ANTCZAK I
WSPOLAUT., 1997). Ponadto, zostala zlo-
kalizowana w cialku zéttym funkcjonal-
na forma receptora leptynowego (Ob-Rb),
przez ktéra leptyna oddziatuje na drodze
para-/autokrynnej oraz endokrynnej na
funkcje jajnika (SMOLINSKA I WSPOL-
AUT., 2010). Zgodnie z dostepnymi da-
nymi wplyw leptyny na rozwd) ciatka
z6ttego odbywa sie poprzez wplyw na
proces apoptozy (GREGORASZCZUK 1
WSPOLAUT., 2005). Doniesienia z ostat-

nich lat wskazuja takze na znaczaca role
tego hormonu w regulacji jajnikowej ste-
roidogenezy, zaréwno w komorkach
ziarnistych jak 1 komoérkach ostonki we-
wnetrznej. Jednak dziatanie to zalezy od
stosowanej dawki oraz fazy cyklu rujo-
wego.  Zaobserwowano  pobudzajacy
wplyw leptyny na podstawowa 1 stymu-
lowana przez LH produkcje progestero-
nu w duzych przedowulacyjnych peche-
rzykach (GREGORASZCZUK I WSPOLAUT.,
2003; SIAWRYS I WSPOLAUT., 2013). Z
innych badan wynika, ze leptyna w du-
zych dawkach hamowala, natomiast w
niskich pobudzala sekrecje progesteronu
przez komérki warstwy ziarnistej (TSAIT
WSPOLAUT., 2002; KARAMOUTI I WSPOL-
AUT., 2009). W badaniach in vitro wyka-
zano, ze dodawanie leptyny do hodowli
komérek jajnika, powoduje spadek
uwalniania estradiolu i1 progesteronu co
dowodzi, ze leptyna moze dzialaé¢ jako
inhibitor  steroidogenezy (SPICER I
WSPOEAUT., 1997; ZACHOW I WSPOLAUT.,
1997).

PODSUMOWANIE

Leptyna, ktora nalezy do obli-
gatoryjnych sygnalow metabolicz-
nych odgrywa istotna role w inicjacji
dojrzewania plciowego poprzez akty-
wacje osl podwzgoérzowo - przysad-
kowo - gonadalnej (Rys. 2.). Obecnoéé
receptorow leptynowych wykryto na
wszystkich poziomach osi HPG. Ten
pochodzacy gléwnie =z adipocytéw
hormon tkankowy, za poSrednictwem

uktadu KiSS-1/GPR54, neuropeptydu
Y oraz proopiomelanokortyny oddzia-
tuje zaréwno na neurony w jadrze
tukowatym, jak 1 mneurony pola
przedwzrokowego podwzgoérza wzbu-
dzajac sekrecje GnRH u owiec. Po-
nadto leptyna wplywa bezposrednio
na komorki gonadotropowe przysadki
mozgowej, stymulujac wydzielanie
LH oraz FSH u maciorek. Leptyna
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odgrywa takze istotna role w kontroli proces dojrzewania pecherzykow jaj-
funkcji jajnika wplywajac m.in. na nikowych 1 owulacje.
podwzgorze

gonadoliberyna

przysadka <

gonadotropiny

leptyna

jajniki <

hormony pltciowe

dojrzewanie ptciowe

tkanka tluszczow a

Rys. 2. Oddziatywanie leptyny na o$ HPG.
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ZASTOSOWANIE RADIOIZOTOPOW W NAUKACH BIOLOGICZNYCH

STRESZCZENIE

Radioizotopy to odmiany tego sa-
mego pierwiastka rdznigce sie zawarto-
$cia, neutrondéw w jadrze. Sq one niesta-
bilne i ulegaja samorzutnej przemianie
W inne izotopy emitujac przy tym czastki
lub kwanty promieniowania jonizujace-
go. Izotopy promieniotwércze maja wiele
zastosowan w naukach biologicznych 1
medycznych. W biochemii i biologii mo-
lekularnej sa wykorzystywane do zna-
kowania, ktére pozwala m.in. na $ledze-
nie szlakéw metabolicznych. W paleonto-
logii dzieki okreéleniu zawartoéci radioi-
zotopu wegla “C w préobkach mozliwe
jest oszacowanie ich wieku. W immuno-

logii izotopy promieniotwoércze sa czesto
laczone ze swoistymi przeciwciatami, co
p6zniej wykorzystuje sie do oznaczania
antygenow nowotworowych, enzymow,
przeciwcial, a takze lekéw metoda RIA
(radiocimmunologiczna). W latach powo-
jennych powstal nowy dzial radiologii
lekarskiej — medycyna nuklearna. Jest
ona oparta o zastosowanie radioizotopéw
w diagnostyce oraz terapii.

Stowa kluczowe: znakowanie radioizoto-
powe, metoda RIA, datowanie radioizo-
topowe, medycyna nuklearna.
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RADIOISOTOPES IN BIOLOGICAL SCIENCES

SUMMARY

Radioisotopes are variants of the
same element that differ in the neutron
content in the nucleus. They are unsta-
ble and thus undergo spontaneous trans-
formation into other isotopes with emis-
sion of radiation. Radioisotopes have
many applications in biological and med-
ical sciences. In biochemistry and mo-
lecular biology they are used for labeling
which allow, inter alia, tracking meta-
bolic pathways. In paleontology, the 14C
radioisotope content indicates the sam-
ple age. In immunology, radioisotopes

are often combined with specific antibod-
ies which later are used to determine
tumor antigens, enzymes, antibodies and
drugs by the RIA method (radioim-
munoassay). In the post war years, a
new medical science - nuclear medicine,
was created. It is based on the use of
radioisotopes in diagnosis and therapy.

Keywords: radioisotope labeling, RIA
method, radioisotope dating, nuclear
medicine.

WSTEP

Izotopy to odmiany tego samego
pierwiastka rézniace sie liczba masowsg
ale posiadajace identyczna liczbe ato-
mowa. Innymi slowy, sa to nuklidy o
odmiennej liczbie neutronéw w jadrze
jednoczes$nie charakteryzujace sie taka
samag, zawarto$cia, protondéw. Za radioizo-
topy, inaczej izotopy promieniotworcze,
uznano izotopy nietrwale, ulegajace sa-
morzutnej przemianie w inne izotopy lub
inne pierwiastki. W wyniku powyzszego
procesu jadra atomowe traca cze$é swo-
jej energii emitujac czastki lub kwanty
promieniowania jonizujacego. Zaintere-
sowanie radioizotopami rozpoczelo sie w
1896 roku, kiedy Henri Becquerel odkryt
zjawisko radioaktywno$ci podczas bada-
nia fluorescencji rud uranu. Badania

nad emisja niewidzialnych promieni
kontynuowali Maria i Piotr Curie (CHI-
BOWSKI I WSPOLAUT., 2010).

Radioizotopy sa stosowane w wie-
lu dyscyplinach naukowych. W naukach
biologicznych najczeScie] wykorzystuje
sie je w biochemii, biologii molekularnej,
paleontologii oraz immunologii. W po-
nizszych podrozdzialach zostana opisane
niektére zastosowania izotopéw promie-
niotwérczych w wybranych naukach bio-
logicznych. W ostatniej czesci pracy zo-
stang réowniez oméwione przyklady za-
stosowan radioizotopéw w medycynie
nuklearnej, poniewaz w ostatnich latach
zaobserwowano ogromny rozwoj tej dzie-
dziny.

RADIOIZOTOPY W BIOCHEMII I BIOLOGII MOLEKULARNEJ

W biochemii i biologii molekular-
nej czesto wykorzystuje sie znaczniki
promieniotwoércze. Sa to m.in. fosfor 32P,
tryt 3H, siarka 35S, wegiel 4C oraz wapn

45Ca. Najczeéciej sa one stosowane w
badaniach nad pierwotnym i wtérnym
metabolizmem, ekspresja genéw (trans-
lacja, transkrypcja), potranslacyjnymi
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modyfikacjami bialek, metabolizmem
lekow, jak réwniez transportem metali
przez membrany biologiczne. W ostat-
nich latach eksperymenty z wykorzysta-
niem radioizotopéw sa coraz rzadziej
wykonywane, co jest zwiazane z opraco-
waniem innych metod badawczych sto-
sujacych ,bezpieczniejsze” reagenty.
Warto podkreslié, ze niedogodno$cia w
stosowaniu  izotopéw  promieniotwor-
czych jest koniecznoéé posiadania specja-
listycznych laboratoriéw, a takze odpo-
wiednio przeszkolonej kadry. Jednakze,
badania z zastosowaniem radioizotopow
charakteryzuja sie wysoka rozdzielczo-
§cia, czuloscig 1 dlatego, pomimo wielu
trudnosci, sa one nadal prowadzone
w placéwkach naukowych (KAWACHI
I WPOLAUT., 2011).

Fosfor promieniotworczy jest emi-
terem czastek B o energii ok. 1,7 MeV, a
jego czas poéltrwania wynosi ok. 2 tygo-
dni. Ze wzgledu na identyczne wlasciwo-
$ci chemiczne, fosfor 1 fosfor promienio-
tworczy beda tworzyly takie same
zwiazki chemiczne oraz beda metaboli-
zowane przez organizmy w taki sam spo-
sob. Wprowadzenie radioizotopu fosforu
do organizmu zwierzecia (odpowiednie
przygotowanie pokarmu) pozwala na
§ledzenie migracji fosforu poprzez po-
miary emitowanego promieniowania
odpowiednim licznikiem. W podobny
spos6b mozna réwniez $ledzié¢ role 1 szla-
ki metaboliczne mikroelementéw w or-
ganizmach (KAWACHI I WSPOLAUT., 2011;
WITTEN I WSPOLAUT., 1956).

Fosfor  promieniotwoérczy jest
réwniez wykorzystywany w biologii mo-
lekularnej. Poczatkowo byt stosowany do
okre$lania sekwencji DNA. Obecnie stu-
zy on do identyfikacji miejsca fosforylacji
biatek, ktéorym jest zazwyczaj seryna
1/lub treonina. Do mieszaniny reakcyjnej
dodaje sie [y-*?P]JATP oraz kinaze bial-
kowa, ktéra umozliwia przeprowadzenie
fosforylacji. Reakcje zatrzymuje sie po-
przez dodanie kwasu tréjchlorooctowego,
a niezwigzany radioaktywny fosforan
jest usuwany na drodze saczenia i plu-

kania probek na filtrach GF/C. Reak-
tywnos¢ badanych prébek biatkowych
okresla sie przy wykorzystaniu licznika
scyntylacyjnego (SZEWCZUK, 2011).

Warto réwniez wspomnieé, ze ra-
dioizotop siarki 35S (emiter czastek B o
energii 167 keV) jest wykorzystywany do
identyfikacji miejsca sulfatacji bialek.
Jest to reakcja przeprowadzana przy
udziale sulfotransferazy i1 dotyczy glow-
nie tyrozyny (MOORE, 2003). Promienio-
twoércza siarka stuzy réwniez do etykie-
towania peptydéw lub biatek, ktére pole-
ga na wprowadzaniu do ich sekwencji L-
[35S]-metioniny lub L-[35S]-cysteiny. Ety-
kietowanie pozwala na $ledzenie syntezy
wybranych bialek (KAWACHI I WSPOL-
AUT., 2011).

Radioaktywny wapn rozpada sie
emitujac czastki B o energii 257 keV.
Okres jego péltrwania zostal oszacowany
na ok. 257 dni (KAWACHI I WSPOLAUT.,
2011). Jest on stosowany w badaniach
nad metabolizmem wapnia, a takze w
pracach doéwiadczalnych nad bialtkami
wigzacymi ten pierwiastek (kalmoduli-
na, kalretikulina i annakseina). Identy-
fikacja powyzszych biatek dostarcza klu-
czowych informacji o ich biochemiczne;j
roli w zywych komérkach (BERRIDGE I
WSPOLAUT., 2003). Izotop 45Ca jest nie-
zbedny w okresleniu zdolno$ci wiazania
wapnia przez badane biatka, poniewaz to
jego kompleksy z biatkami sa pdzniej
oznaczane iloSciowo. Poczatkowo oczysz-
czona, probke nanosi sie na membrane,
np. PVDF, ktora nastepnie inkubuje sie
w roztworze zawierajacym 45Ca, np.
CaClz, MgClz. W kolejnym etapie usuwa
sie niezwigzany 1izotop przemywajac
membrane etanolem o stezeniu procen-
towym  réwnym  50%  (NAGASAKI
I WSPOLAUT., 2008). Po osuszeniu mem-
brany wykonywany jest autoradiogram
poprzez jej ekspozycje na dzialanie pro-
mieniowania rentgenowskiego (3 dni, -
80°C). W przypadku zanieczyszczonych
probek oznaczenie poprzedza sie izolacja,
biatek za pomoca metody SDS-PAGE.
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Radioizotop 45Ca jest rOwniez wy-
korzystywany podczas badania mechani-
zmu transportu wapnia przez blony bio-
logiczne. Transport ten odbywa sie za
posrednictwem pomp o aktywnosci ATP-
azy. Dzieki wykorzystaniu izotopu pro-
mieniotworczego mozliwe jest okreslenie
kinetycznych parametréw transportu
wapnia, a tym samym mozliwa jest oce-
na jego fizjologicznej roli. Na poczatku
przygotowuje sie ,pecherzyk” z blony
komérkowej wyizolowanej z tkanek ro-
§linnych. Nastepnie do roztworu, w kté-

rym zawieszona jest membrana, dodaje
sie znakowany CaClz. Po uptywie okre-
§lonego czasu mieszanina reakcyjna zo-
staje przefiltrowana przez blony nitroce-
lulozowe. Na nich zostaje zatrzymany
wapn, ktoéry zostal przetransportowany
do wnetrza analizowanego ,pecherzyka”.
Wolny 45Ca zostaje usuniety za pomoca,
EGTA. Aktywno$¢ prébki wynikajaca z
obecnosci radioaktywnego izotopu jest
mierzona z wykorzystaniem licznika
scyntylacyjnego (KAWACHI I WSPOLAUT.,
2011).

RADIOIZOTOPY W IMMUNOLOGII

Immunologia to kolejna dziedzina
naukowa wykorzystujaca izotopy pro-
mieniotworcze. Niestabilne nuklidy sa
m.in. stosowane w metodzie radioimmu-
nologicznej RIA (ang. Radio Immuno
Assay). Stuzy ona do iloéciowego ozna-
czania hormonéw, antygenéw nowotwo-
rowych, swoistych przeciwciat IgE, le-
kéw, witamin oraz innych zwiazkéow
chemicznych. RIA zostala opracowana
przez Rosalyn Yalow, ktéra w 1977 roku
zostala nagrodzona Nagroda Nobla za
swoje odkrycie. Metoda radioimmunolo-
giczna oparta jest na reakcji antygenu ze
swolstym przeciwcialem oraz poézniej-
szym pomiarze radioaktywnos$ci izotopu,
z ktérym jest zwiazany jeden z reagen-

tow. Do znakowania wykorzystuje sie
najczeéciej jod 1251, wegiel C lub tryt
3H. Radioizotop jodu emituje promienio-
wanie gamma, a jego czas poltrwania
wynosi ok. 60 dni. Jest on stosowany do
oznaczania antygenow bialkowych. Z
kolei, tryt emituje czastki B i1 jest wyko-
rzystywany podczas analizy zwiazkéw
drobnoczasteczkowych. W ostatnich la-
tach, ze wzgledu na trudnoéci zwiazane z
praca z wykorzystaniem radioizotopow,
metoda RIA jest coraz czeéciej zastepo-
wana metoda ELISA. W tej technice izo-
top promieniotwérczy zastepowany jest
enzymem, ktory katalizuje reakcje
barwna (YALOW I WSPOLAUT., 1960).

RADIOIZOTOPY W PALEONTOLOGII

Paleontologia to dziedzina biolo-
gii, ktérego obiektem badan sa organi-
zmy kopalne. Nauka ta formuluje wnio-
ski ogdlne dotyczace zycia w przeszto$ci
na podstawie skamienialosci oraz sladow
dziatalnoéci organizméw. Bardzo pomoc-
nga metoda w okreélaniu wieku zgroma-
dzonych materiatow jest datowanie ra-
dioizotopowe. Do tej pory wyrdzniono
kilka odmian tej metody, m.in. datowa-
nie radioweglowe, uranowo-torowe, po-
tasowo-argonowe.

Datowanie radioweglowe to me-
toda pozwalajaca na okreSlenie wieku
préobek powstalych do 50 tysiecy lat te-
mu. Bazuje ona na izotopie wegla 4C, a
doktadniej na proporcji pomiedzy radioi-
zotopem #C a izotopami trwalymi 2C i
13C. Datowanie z zastosowaniem radioi-
zotopu wegla zostalo opracowane przez
Willarda Libby’ego 1 jego wspo6tpracow-
nikéw w 1949 roku (Nagroda Nobla w
dziedzinie chemii w 1960 roku). Izotop
promieniotwoéreczy wegla powstaje w gor-
nych czeSciach atmosfery w wyniku re-
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akcji neutronéw, pochodzacych z pro-
mieniowania kosmicznego, z atomami
azotu “N. Izotop ten zostaje nastepnie
utleniony do dwutlenku wegla #CO:z 1
utrzymuje sie wraz z CO2 przez ok. 10
lat w atmosferze. Jednoczesnie 4C zosta-
je wbudowany do organizméw zywych na
drodze fotosyntezy. W ten sposéb ustala
sie rownowaga pomiedzy iloScig atomow
14C w érodowisku 1 w organizmach zy-
wych (staly stosunek 4C/12C). W mo-
mencie $mierci organizmu ustaje pobie-
ranie radioizotopu wegla ze $rodowiska,

a wegiel 14C dotychczas pochtoniety za-
czyna ulegaé¢ rozpadowi. Jak wynika z
czasu polowicznego zaniku, po 5730 la-
tach 1ilo§¢ izotopu promieniotwoérczego
zmniejsza sie o potowe. A zatem, na pod-
stawie stosunku izotopu wegla “C do
catej zawartoéci wegla mozna oszacowac,
kiedy nastapilo wbudowanie izotopu
promieniotworczego, czyli jaki jest wiek
badanego materialu. Datowanie radio-
weglowe pozwala na okreélenie wieku z
dokladnoécig + 40 lat (WALANUS I KO-
KOWSKI, 2010; KOMOSA, 2008).

RADIOIZOTOPY W MEDYCYNIE

Medycyna nuklearna to dziat ra-
diologii lekarskiej, ktory powstal w la-
tach powojennych. Za jej ojca uznano
Johna Lawrence’a, ktory jako pierwszy
dopatrzyl sie mozliwosci medycznego
wykorzystania promieni emitowanych
przez cyklotron. W 1971 roku medycyna
nuklearna zostala oficjalnie uznana za
odrebna specjalizacje przez Amerykan-
skie Stowarzyszenie Medyczne (WIL-
LIAMS, 1999). Dyscyplina ta jest oparta
na zastosowaniu izotopow promienio-
twérczych w diagnostyce oraz terapii.
Wykorzystuje ona otwarte zrddia pro-
mieniowania jonizujacego w sposob bez-
posredni lub w postaci radiofarmaceuty-
kéw — zwiazkéw znakowanych radioizo-
topami. Izotopy stosowane w medycynie
musza, spelnia¢ pewne wymagania, m.in.
musza charakteryzowaé sie niskg ener-
gia promieniowania, posiadaé¢ stosunko-
wo krotki czas potowicznego zaniku, wy-
kazywaé powinowactwo do okreSlonych
tkanek 1 narzadow oraz zdolno$é wigza-
nia z substancjami chemicznymi, mieé
dobra stabilnoéé oraz wysoka radioak-
tywnos¢ w stosunku do miejsc docelo-
wych przy mozliwie najnizszej szkodli-
wosci wobec zdrowych tkanek. Najcze-
Sciej stosowanymi izotopami sa: technet
99mTe, itr 90Y, ren 186Re 1 188Re, fosfor 32P,
stront 89Sr.

Technet 9mTc¢ to metastabilny
izomer technetu %Te, o czasie péttrwania
wynoszacym 6 godzin. Emituje on kwan-
ty gamma o energii 140 keV. Metasta-
bilny technet jest izotopem promienio-
twérczym najczesciej] wykorzystywanym
do celéw diagnostycznych. Dzieki okre-
Slonym wtadciwo$ciom fizycznym, tj.
krétkiemu czasowi poéltrwania (po 24
godzinach 93,7% metastabilnego techne-
tu rozpada sie do technetu *Tc), mozliwe
jest szybkie uzyskanie informacji o sta-
nie pacjenta przy jego niskim napromie-
niowaniu. Jednakze, te same wtasciwosci
wykluczaja zastosowanie technetu jako
farmaceutyku. Ograny, ktére mozna
diagnozowaé przy wykorzystaniu 99mTc
to m.in. tarczyca, moézg, serce, watroba
(GERMAN, 2013).

Itr 9°Y jest emiterem B o czasie
potowicznego zaniku ok. 64 godzin. Jest
on stosowany w radioimmunoterapii —
specjalistycznym leczeniu, w ktérym
komoérki rakowe sa niszczone przez prze-
ciwciata zwigzane z radioaktywnym izo-
topem. Terapia ta pozwala na dokladny
transport leku w wybrane miejsce. Kaz-
dy bowiem nowotwér (chloniak) ma na
swojej powierzchni antygeny (CD20),
ktore sa rozpoznawane przez odpowied-
nie przeciwciala. Ze wzgledu na to, ze
zazwyczaj same przeciwciala nie sa w
stanie skutecznie zniszczy¢ komoérek
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nowotworowych, laczy sie je z radioak-
tywnym itrem. Pierwiastek ten rozpada-
jac sie emituje czastki promieniowania
jonizujacego, ktére dodatkowo niszcza
komoérki rakowe. Wazna zaletg terapii
jest maly zasieg emitowanego promie-
niowania (ok. 5 mm). Dzieki temu mniej
zdrowych komorek ulega zniszczeniu w
porownaniu ze standardowg radiotera-
pia (JURCZAK I WSPOLAUT., 2006). Oprécz
leczenia chioniakéw, radioimmunotera-
pia jest stosowana do zwalczania biala-
czek, nowotworow jelita grubego, jajnika
oraz sutka.

Izotopy renu sa stosowane za-
rowno w celach diagnostycznych, jak 1
leczniczych. 18Re to emituje czastki B o
energii 939,4 keV (21,5%) i 1076,6 keV
(71,6%), a takze kwanty y o energii
137,15 keV (8,6%) i 123 keV (1,8%). Jego
czas péltrwania wynosi 3,7 dnia. Jest on
wykorzystywany w leczeniu reumatoi-
dalnego zapalenia stawéw czy zapalenia
kostno-stawowego. 188Re emituje czastki
B o energii 2,12 MeV (71,6%) i 1,96 MeV
(25,1%) oraz kwanty y o energii 177 keV
(15%). Czas polowicznego zaniku tego
radioizotopu wynosi 16,9 godzin. Do dia-
gnostyki wykorzystuje sie emitowane
przez !'8Re promieniowanie gamma. Z
kolei, czgstki B sg stosowane w leczeniu
guzéw (brachyterapia — bezpoérednie
napromieniowanie zmian nowotworo-
wych poprzez umieszczenie radioizotopu
w guzie lub jego bliskim sasiedztwie)
(PAWLICKI I WSPOEAUT., 2002).

Medycyna nuklearna jest réwniez
stosowana w terminalnych stanach no-
wotworowych w celu zmniejszenia bdlu
odczuwanego przez chorego. Bdl ten jest
zwiazany z przerzutami raka do kosci,
tkanek miekkich, a takze z jego przerzu-
tami do mézgu. W tym przypadku stosu-
je sie najczesciej radioaktywny fosfor w
postaci ortofosforanu 1 radioaktywny
stront w formie chlorku. Efekt tej terapii
utrzymuje sie przez wiele miesiecy, row-
niez przy odstawieniu lekéow przeciwbo-
lowych (MARKOWSKA I WSPORAUT.,
2011).

Warto réwniez wspomnie¢ o
dwoch gléwnych technikach diagno-
stycznego obrazowania nuklearnego:
scyntygrafii oraz tomografii SPECT. W
technikach tych, w odréznieniu od tech-
nik rentgenowskich, zrédlo promienio-
twércze w postaci radiofarmaceutykow
wprowadzane jest do ciala pacjenta (do-
zylnie lub doustnie). Emitowane kwanty
gamma sa wykrywane przez odpowied-
nie kamery i na tej podstawie tworzony
jest obraz danego narzadu. Scyntygrafia
pozwala na uzyskanie dwuwymiarowego
obrazu, np. szkieletu. Z kolei1 SPECT to
technika umozliwiajaca rejestrowanie
obrazéw tréjwymiarowych. W czasie ba-
dania wykonuje sie wiele ujeé¢ pod réz-
nymi katami, ktére nastepnie odpowied-
nio sie sktada. Technika SPECT jest
gléwnie wykorzystywana do badania
moézgu i piersi (KHALKHALI I WSPOLAUT.,
1999).

PODSUMOWANIE

Przedstawione mozliwo$ci wyko-
rzystania izotopéw promieniotwérczych
w naukach biologicznych i medycznych
Swiadcza o tym, ze podejmowanie prac
eksperymentalnych z ich zastosowaniem
jest w pelni uzasadnione. Wykorzystanie
radioizotopéw w réznych dziatach medy-

cyny wydaje sie by¢ najwiekszym osig-
gnieciem chemii jadrowej. To wlasnie
dzieki izotopom  promieniotwoérczym
mozliwe jest dokladne obrazowanie na-
rzadéw, skuteczne leczenie réznego ro-
dzaju nowotwordow, a takze uSmierzanie
bélu nieuleczalnie chorych pacjentow.
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* rekomendowanym rozwiagzaniem jest model, w ktérym autor(zy) i recenzenci nie znaja,
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