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Streszczenie: Apoptoza, przez dekady uwazana za jedyny rodzaj programowanej $Smierci komorki, petni
kluczowg rolg¢ w utrzymaniu homeostazy organizmu. Wyniki badan, prowadzonych w ostatnich latach,
dowodza, ze w zaleznosci od typu komorki, rodzaju czynnika szkodliwego i jego intensywnosci komor-
ka moze by¢ kierowana na drogg apoptozy lub ulega¢ innym, stosunkowo niedawno poznanym typom
programowanej $mierci. Zgodnie z wytycznymi Komitetu do spraw Nazewnictwa Smierci Komorkowej
— NCCD (Nomenclature Committee on Cell Death), wsrod mechanizmow obumierania komorek poza
apoptoza wyrdzniono mi¢dzy innymi autofagi¢, katastrof¢ mitotyczna, anoikozg, paraptoze, degenera-
cj¢ Walleriana, entozg, oraz keratynizacj¢. W powyzej pracy przedstawiono krotka charakterystyke
wymienionych procesow, ze szczegdlnym uwzglednieniem apoptozy i autofagii oraz metod detekcji
tych mechanizméw. Rozpatrzono takze potencjalne powiazania pomig¢dzy programowang i nieprogra-
mowang $Smiercig komdrki. Metodyka wykrywania typow $mierci komdrkowej opiera si¢ na technikach
mikroskopowych, sluzacych do obserwacji charakterystycznych zmian morfologicznych oraz na meto-
dach genetycznych i biochemicznych, umozliwiajacych wykrycie odpowiednio genetycznych lub biat-
kowych markeréw zewnatrz- i wewnatrzkomorkowych. Pomimo dost¢gpnosci licznych metod badaw-
czych, rozréznienie poszczegolnych rodzajow smierci komdrkowej zardwno programowanej, jak i nie-
programowanej nadal przysparza trudnosci. NCCD zaleca stosowanie co najmniej dwoch metod identy-
fikacji obumartych komdrek, np. mikroskopii i metod biochemicznych, umozliwiajacych oceng réznych
markeréw danego procesu.
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Summary: For a long time apoptosis has been considered the only type of programmed cell death
responsible for the maintenance of homeostasis in the organism. However, the results of studies, which
have been carried out for the last years, prove that depending on its type, the cell can be guided in different
directions, which can result either in its survival or death. According to the NCCD Committee, apoptosis
and autophagy are ranked as two types of cell death. The cell death, depending on its localization and its
mechanism, has been divided into several subtypes and newly recognized types, such as: mitotic catastro-
phe, anoikosis, paraptosis, degeneration of Wallerian, entosis and cornification. This review was mainly
focused on the characterization of mentioned processes with special attention paid to apoptosis, auto-
phagy and detection methods. Moreover, a different view on the connections between programmed and
unprogrammed cell death has been presented. The detection methods concerning different types of cell
death in general can be divided into microscopic methods that allow the observation of typical morpholo-
gical changes, and biochemical methods, based on the detection of extracellular and intracellular indicators.
In spite of many available detection techniques, the distinction between particular types of cell death,
both programmed and unprogrammed, often becomes impossible. For that reason, the NCCD Committee
recommended to apply at least two detection methods (for example: microscopic and biochemical).
Nevertheless, there are findings which suggest that many types of cell death should rather be considered
as its stages and should not be divided into different processes.

Key words: programmed cell death, apoptosis, autophagy, detection methods.

WPROWADZENIE

Roéznicowanie komoérek, podobnie jak ich namnazanie i obumieranie jest
naturalnym procesem fizjologicznym zachodzacym w kazdym zywym organizmie.
Wystepowanie sekwencji tych zdarzen jest w kazdej komoérce zaprogramowane,
innymi stowy genetycznie zakodowane.

Zainteresowanie mechanizmami programowanej $mierci komorkowej (PSK) zwickszyto
sie po 1972 roku, kiedy J.F.R. Kerr wprowadzit termin apoptosis i opisat ten proces w
szczurzych komorkach watroby poddanej doswiadczalnemu niedokrwieniu [29]. Jednakze
zjawisko to, pod swoja pierwotna nazwa chromatolisis, zostalo zaobserwowane i opisane
po raz pierwszy juz w 1885 roku przez W. Flemminga [10].

Na poczatku lat 90. XX w. okazalo si¢, ze proces obumierania komorek jest
znacznie bardziej skomplikowany, niz pierwotnie zakladano. W miare pojawiania sie
kolejnych doniesien na temat mechanizméw $mierci komorkowej, wprowadzono ich
podzial na dwie kategorie. Wyrdzniono programowang (genetycznie kontrolowana)
oraz nieprogramowang (genetycznie niekontrolowana) $Smier¢ komorki [6, 8, 10].
Smieré nieprogramowana ma charakter przypadkowy i w kontekscie Zywotnosci
komorki jest zjawiskiem ostatecznym, czyli nieodwracalnym. Jej mechanizm polega
na przerwaniu cigglosci blony cytoplazmatycznej komdrki, co prowadzi do lizy,
tj. nekrozy. Zmiany nekrotyczne w komoérce moga by¢ inicjowane uszkodzeniami
mechanicznymi, termicznymi, ale takze w wyniku dzialania czynnikéw chemicznych
i zwykle dotycza wigkszej liczby sasiadujacych ze soba komorek [8].

Programowana $mier¢ komorki jest aktywnym, uporzadkowanym i scisle
kontrolowanym procesem umozliwiajacym eliminacj¢ komorek uszkodzonych, zbed-
nych, zakazonych lub zmutowanych. Odgrywa istotna rolg w rozwoju tkanek i jest
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konieczna do utrzymania fizjologicznej homeostazy. Zachodzi podczas ksztalto-wania
narzadow, co umozliwia kontrolg liczby komorek oraz usuniecie komoérek zbednych
podczas organogenezy. Przykladem kontrolowanej eliminacji komorek jest zanikanie blony
miedzy palcami podczas formowania diloni u zarodka ludzkiego, a takze usuwanie
nadmiaru komorek, ktdre nie osiagnety whasciwego stopnia dojrzatosci w czasie tworzenia
potaczen miedzy neuronami [14, 17, 52]. Sugeruje sig, ze zjawisko fizjologicznej Smierci
komorki ma istotne znaczenie w biologii rozrodu, szczegoélnie podczas spermatogenezy.
Podczas tego procesu spermatydy ulegaja charakterystycznym przemianom morfolo-
giczno-biochemicznym, m.in. dochodzi do kondensacji chromatyny jadrowej. Proces ten
umozliwia dostosowanie rozmiarow DNA do zmniejszonej objetosci jadra w dojrzalych
plemnikach. U cztowieka, jedno spermatogonium jest zrodtem 100 spermatyd. Liczba
ta znaczaco odbiega od teoretycznej liczby 4096 spermatyd, co wskazuje na udzial w
tym procesie programowanej $mierci komdrkowej [55].

Ponadto programowana smier¢ jest konieczna do unieszkodliwienia komorek
zakazonych lub zmutowanych, stanowiacych zagrozenie dla funkcjonowania
organizmu [27, 37, 49, 50]. Wykazano, iz zaburzenia w funkcjonowaniu mechaniz-
méw PSK odgrywaja wazng role w przebiegu chordb neurodegeneracyjnych m.in.
w chorobie: Parkinsona, Alzheimera, Huntingtona oraz w licznych chorobach
zakaznych, w tym z udziatlem Helicobacter pylori, Mycobacterium tuberculosis
czy Salmonella typhimurium [2, 12, 23, 38, 68].

W ciagu wielu lat badan nad PSK pojawialy si¢ kolejne terminy, opisujace wezesniej
niepoznane i niesklasyfikowane typy programowanej $mierci. Ze wzgledu na wyste-
powanie morfologicznych i biochemicznych réznic w obumierajacych komoérkach
wyrozniono pierwszy (I) i drugi (II) typ programowanej smierci komorkowej, do ktorych
odpowiednio przyporzadkowano apoptoze i autofagie. [8, 36]. Apoptoza jest najlepiej
poznang forma PSK. Obecnie znane sq molekularne mechanizmy kontrolujace ten
proces. Natomiast autofagia, jako proces niedawno odkryty, wciaz jest przedmiotem
intensywnych prac naukowych. Efektem prowadzonych badan jest coraz lepsza
znajomos¢ mechanizmow, induktoréw i metod detekcji tego procesu.

APOPTOZA

W przeciwienstwie do komorek, ktére ulegaja nekrozie, komoérki w stanie Smierci
apoptotycznej sa obkurczone, ich chromatyna staje si¢ skondensowana, a DNA ulega
fragmentacji. Blona plazmatyczna tworzy charakterystyczne wpuklenia co ostatecz-
nie prowadzi do utworzenia tzw. cialek apoptotycznych zawierajacych krotkie (ok.
200 par zasad) odcinki DNA. Te pecherzykowate struktury maja na zewngtrznej
stronie blony komorkowej fosfatydyloseryne (PS), za ktorej posrednictwem sa
rozpoznawane i pochlaniane przez sasiadujace komorki fagocytujace. Eliminacja
cialek apoptotycznych przez makrofagi zapobiega rozwojowi reakcji zapalnej, ktora jest
typowa dla procesu nekrozy (ryc. 1) [27, 29]. W zaleznosci od typu komorki i rodzaju
bodzca (m.in. reaktywne formy tlenu, promieniowanie jonizujace, czynniki pochodzenia



250 K. W. RUDNICKA, E. SZCZESNA, E. MISZCZYK, M. MIKOLAJCZYK-CHMIELA

&
— @&

Nekroza Apoptoza

Tworzenie ciatek

bakteryjnego) apoptoza przebiega w
rézny sposob, uruchamiajac przy tym
odmienne szlaki biochemiczne. Do
najlepiej poznanych naleza: szlak
wewnetrzny, zwigzany z mitochondrium
oraz szlak zewnetrzny, zalezny od
receptorow zakotwiczonych w blonie
komorkowej, do ktdérych zalicza sig

Imianyw przepuszczalnosci
btony komérkowej

czasteczki rodziny TNEF.

W wyniku uruchomienia obu szla-
kéw sygnatowych rozpoczynany jest
proces depolaryzacji blony mitochon-

| drialnej, uwalniany jest cytochrom ¢
@@@ zaliczany do czynnikéw indukujacych
@%@; sSmieré komorki oraz dochodzi do
|

apoptotycznych

aktywacji kaspaz, niszczacych okreslo-
ne biatka komérkowe [13, 14, 20].
Wszystkie poznane dotychczas kaspa-
zy sa syntetyzowane jako nieaktywne
RYCINA 1. Schemat og6lny apoptozy i nekrozy [42] proenzymy, ktore w wyniku cigcia
FIGURE 1. Basic stages of apoptosis and necrosis [42] proteolitycznego sa przeksztalcane w
forme aktywna. Indukcja kaspaz ma
charakter kaskadowy: wzbudzenie kaspaz inicjatorowych (kaspazy-8,-9) pobudza kaspazy
wykonawcze (np. kaspaze-3). Od tej chwili komorka kierowana jest na droge
nieodwracalnych zmian doprowadzajacych do jej $mierci. Dochodzi do enzymatycznego
cigcia substratow, takich jak ICAD (inhibitor DNazy aktywowanej kaspaza-3), co z kolei
indukuje degradacje DNA z udzialem endonukleaz oraz hydroliz¢ bialek PARP (polimeraza
poli-ADP rybozy) (ryc. 2). Ostatecznie aktywacja kaspaz wykonawczych prowadzi do
degradacji komponentéw komodrkowych i tworzenia cialek apoptotycznych [51, 59].

Indukcja Fagocytoza
reakcji zapalnej (brak reakcji zapalnej)

Metody detekcji apoptozy

Do metod najczesciej stosowanych w wykrywaniu procesu apoptozy w komor-
kach somatycznych naleza techniki mikroskopowe z zastosowaniem odpowiednich
znacznikow i barwnikdw, elektroforeza w zelu, metody histochemiczne, technika
cytometrii przeplywowej, metody opierajace si¢ na detekcji potencjalu blonowego
mitochondriow, testy immunoenzymatyczne ELISA umozliwiajace wykrycie kaspaz,
a takze metoda Western-blot (tab. 1).

Najstarsza, ale nadal stosowana metoda jakosciowa jest metoda mikroskopowa,
ktéra pozwala na obserwacj¢ komoérkowych zmian morfologicznych, takich jak
tworzenie cialek apoptotycznych, obserwowanych przy uzyciu mikroskopu elektrono-
wego [4, 65]. Komorki apoptotyczne poddane barwieniu moga by¢ wykrywane przy
uzyciu mikroskopu swietlnego. W tym przypadku stosowane sa barwniki wiazace
si¢ z kwasami nukleinowymi, np. hematoksylina oraz odczynnik Schiffa. W obrazie
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RYCINA 2. Zmiany biochemiczne i morfologiczne zachodzace podczas procesu apoptozy — schemat
ogolny, stosowane skroty: CAD — DNAaza aktywowana kaspaza-3, ICAD — inhibitor DNAazy
aktywowanej kaspaza-3, PARP — polimeraza poli(ADP-rybozy, zmodyfikowano wg [23]

FIGURE 2. Biochemical and morphological changes in apoptotic cells — main stages of the process,
abbreviations: CAD — caspase-3-activated DNase, ICAD — inhibitor of caspase-3-activated DNase,
PARP — Poly(ADP-ribose)-polymerase, modified [23]

mikroskopowym widoczne sa wybarwione fragmenty DNA otoczone blong
komodrkowa ciatka apoptotycznego [67]. Kondensacj¢ DNA, charakterystyczng dla
procesu apoptozy, mozna oceni¢ po wyznakowaniu komorek oranzem akrydyny i
ich obserwacji pod mikroskopem fluorescencyjnym. Wiekszos¢ komodrek bedacych
w poznej fazie apoptozy charakteryzuje sie fragmentacja DNA jadrowego, ktora
mozna wykaza¢ po przeprowadzeniu rozdziatu materialu komdérkowego w polu
elektrycznym technika elektroforezy w zelu. Uzyskany obraz w formie tzw.
»drabinkowego” wzoru DNA $wiadczy o pocieciu materialu genetycznego przez
endonukleazy na odcinki okoto 200 par zasad. Fragmentacja DNA moze by¢ takze
wykryta metodami histochemicznymi, tj. technika TUNEL, opierajaca si¢ na
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TABELA 1. Metody wykrywania apoptozy — TABLE 1. Apoptosis detection methods

Rodzaj metody Techniki detekcji

Mikroskopia obserwacja cialek apoptotycznych (E, F, S), barwienie hematoksyling
ieozyna (S), barwienie oranzem akrydyny (F), uzycie fluorescencyjnych
czasteczek lipofinych (F), TUNEL (F), metody immunohistochemiczne (E, F, S)

Elektroforeza w zelu | barwienie DNA, Western-blot

Metody pomiar markeréw wewnatrzkomorkowych, np. kaspaz (ELISA)
immunoenzymatyczne

Cytometria barwienie JP i aneksyna V, uzycie fluorescencyjnych czasteczek lipofinych,
przeplywowa oznaczanie markerdw apoptozy znakowanymi przeciwciatami monoklonalnymi

E — mikroskopia elektronowa, F — mikroskopia fluorescencyjna, S — mikroskopia $wietlna,
JP — jodek propidyny
zastosowaniu znakowanych fluorescencyjnie lub enzymatycznie fragmentow dUTP,
ktére w obecnosci odcinkow DNA z wolna grupa 3'-OH, tacza si¢ z nimi i sg
wykrywane za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego, cytometru przeplywowego
lub metod immunohistochemicznych. Metoda znajdujaca zastosowanie w wykrywaniu
fragmentéw jednoniciowego DNA (ssDNA) jest technika z uzyciem przeciwciat
monoklonalnych skierowanych przeciwko charakterystycznej sekwencji nukleotydo-
wej (polideoksytymidyny). Przeciwciata tacza si¢ swoiscie z miejscem docelowym
tylko wtedy, gdy ssDNA sklada si¢ z co najmniej 30 par zasad [65, 67, §].
Jedna z charakterystycznych zmian zachodzacych podczas apoptozy i tworzenia
cialek apoptotycznych jest przemieszczenie na powierzchni¢ komoérki fosfatydylo-
seryny (PS) zlokalizowanej w komorkach zywych po wewngtrznej stronie btony
komérkowej. W ten sposoéb staje si¢ ona dostepna dla aneksyny V, biatka
charakteryzujacego si¢ wysokim powinowactwem do PS oraz brakiem zdolnosci
przenikania do wnetrza komorki. Sprzegniecie aneksyny V z barwnikiem fluo-
rescencyjnym, np. izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC), umozliwia wykrycie
translokacji PS w cytometrze przeptywowym. W technice tej, w celu odroznienia
komorek apoptotycznych od nekrotycznych stosuje si¢ dodatkowe barwienie
jodkiem propidyny (JP), ktory taczy sie z DNA. Barwnik ten nie przenika przez
bariere lipidowa, zatem znakuje tylko komorki ulegajace nekrozie, pozbawione
integralnosci blony komdrkowej. W ten sposob, zielong fluoresceing emitowac beda
jedynie komorki w stanie apoptozy eksponujace na swojej powierzchni kompleks
fosfatydyloseryny i aneksyny V. Natomiast komodrki w stanie nekrozy, ktore
zwiazaly JP, beda zrodlem czerwonego $§wiecenia. Ponadto w koncowym etapie
apoptozy lub bezposrednio po tym procesie, ciatka apoptotyczne moga ulegac
rozpadowi. Proces ten okresla si¢ terminem apoptotycznej nekrozy [67].
Cecha typowa dla procesu apoptozy jest obnizenie potencjalu srodbtonowego
mitochondriéw. Zjawisko to wykorzystano w opracowaniu nowych technik
wykrywania procesu apoptozy. W celu detekcji tej wlasciwosci stosuje sig
fluorescencyjne czasteczki lipofilne, ktére w komorkach zdrowych agreguja w
mitochondriach, tworzac Swiecace na czerwono kompleksy polimerowe.
Mitochondria komorek, ktore ulegly apoptozie, maja obnizony potencjal blonowy,
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co sprawia, ze czasteczki lipofilne pozostaja w formie monomerycznej, emitujac
zielong fluorescencje¢. Pomiaru nasilenia intensywnosci $wiecenia mozna dokonaé
przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego lub cytometru przeptywowego [4, 67].

Technika, ktora dzieki wysokiej czulosci znalazta szerokie zastosowanie w ocenie
procesu apoptozy, jest metoda immunoenzymatyczna ELISA pozwalajaca na wykrywanie
kaspaz inicjatorowych i/lub efektorowych w lizatach komdrkowych. Metoda ta shuzy
takze do oceny jakosciowej i ilosciowej innych markeréw apoptozy, bedacych regulatorami
cyklu komorkowego, takich jak: Bax, Bel-2, Apaf-1. Dostgpnosé kilkudziesieciu typow
przeciwcial monoklonalnych skierowanych przeciwko markerom zewnatrz- i wewnatrz-
komdérkowym apoptozy pozwala na szerokie stosowanie metody immunoenzymatycznej
ELISA oraz technik immunohistochemicznych. W metodach tych biatka bedace
markerami procesu apoptozy sa rozpoznawane przez odpowiednie przeciwciato
monoklonalne, a nastgpnie, utworzone kompleksy sa identyfikowane przez izotypowo-
swoiste przeciwciata poliklonalne sprzgzone z enzymem [4, 10].

Stosunkowo niedawno dostepne staly si¢ metody z zastosowaniem interferencyjnego
RNA (iRNA/siRNA) pozwalajace na zablokowanie genow zaangazowanych w
apoptoze. siRNA moze stuzy¢ do stalego wyciszenia okreslonych genéw w komorce
lub generacji stabilnej linii komorkowej pozbawionej tych gendw. Narzedzia takie
pozwalaja na oceng wplywu okreslonych bialek na przebieg apoptozy [4].

Procesy programowanej Smierci komorkowej, wystepujace w meskich komorkach
plciowych sa fizjologicznym, zaprogramowanym genetycznie etapem spermatogenezy,
podczas ktérego eliminowane sa komorki uszkodzone. Z drugiej strony, obumieranie
plemnikéw moze by¢ efektem i manifestacja obnizonej ptodnosci lub bezptodnosci.
Rutynowa ocena jakosci nasienia sprowadza si¢ do mikroskopowej obserwacji
morfologii, liczby i ruchliwosci plemnikow. Obserwacja procesu apoptozy w tych
komorkach jest utrudniona z uwagi na wysoki stopien upakowania chromatyny,
znikoma ilos$¢ cytoplazmy oraz charakterystyczng budowe i rozmiary plemnikow.
Zmiany morfologiczne typowe dla procesu apoptozy komorek somatycznych, np.
obecnos¢ ciatek apoptotycznych nie sa obserwowane w tych komodrkach. W plem-
nikach pochodzacych od mezczyzn z obnizona plodnoscia Shen H. M. i wsp.
wykazali wystgpowanie peknie¢ DNA, translokacje fosfatydylocholiny, jak réwniez
obecnos¢ kaspazy-3 [55]. Autorzy ci sugeruja, ze obecnos¢ peknie¢ DNA oceniona
metodg TUNEL pozwala na wykazanie zachodzacego w plemnikach procesu
apoptozy, pozostajacego w zwiazku z obnizona ruchliwoscia plemnikdéw i negatywnie
skorelowanego z ptodnoscia badanych mezczyzn [55].

AUTOFAGIA

Autofagia jest wysoce zachowawczym procesem wystgpujacym w komorkach
eukariotycznych. Zjawisko to w réznym nasileniu wykryto zarowno w komorkach
Saccharomyces cerevisiae, Drosophila melanogaster, jak i w komodrkach ssaczych
[47, 56]. W przeciwienstwie do apoptozy i nekrozy, autofagia nie jest jednoznacznie
utozsamiana ze stanem $mierci komorkowej. Jest to mechanizm aktywowany w
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odpowiedzi na warunki stresowe, ktorego efektem jest degradacja biatek cytoplazma-
tycznych (uszkodzonych lub zbednych) lub eliminacja catych organelli. W warunkach homeostazy
fizjologicznej autofagia zachodzi na bardzo niskim poziomie, przyczyniajac si¢ do sprawnego
obiegu bialek w komdrce oraz przeciwdziata akumulacji bialek uszkodzonych [3, 26, 31, 41].

W ujeciu ogoélnym jest to proces, w ktérym zmienione biatka cytoplazmatyczne lub
organelle sa zamykane w wakuoli o podwdjnej blonie, tzw. autofagosomie, a nastgpnie
dostarczane lizosomom zawierajacym enzymy, ktore hydrolizuja zawartos¢ powstalego
autofagolizosomu [69]. Autofagia moze funkcjonowaé jako strategia przetrwania komorki
w warunkach ograniczonej dostepnosci substancji pokarmowych. Wiekszosé
rozkladanych w autofagolizosomie komponentéw jest zrodlem skladnikow odzywezych,
umozliwiajac komorce przezycie przy mozliwie najnizszym zuzyciu energii [15, 35].

Proces ten zachodzi we wszystkich komoérkach w celu utrzymania homeo-
statycznych funkcji cytoplazmy, bialek i organelli. Do szybkiego uruchomienia autofagii
dochodzi, gdy zapotrzebowanie komodrki na energie zwigksza sig, a w wyniku stresu
odzywczego, oksydacyjnego lub zakazenia, energia ta nie moze by¢ uzyskana.
Woéwczas nastepuje wychwytywanie wilasnych, cytoplazmatycznych komponentow
komorkowych, ktore w wyniku dzialania enzymow lizosomalnych sg degradowane do
aminokwasow, nukleotydéw i wolnych kwasow tluszczowych. Odzyskiwane w ten
sposob produkty wykorzystywane sa m.in. do syntezy ATP. Autofagia zostata odkryta
w komorkach ssakdow, a dokladniej zbadana w komérkach drozdzy, u ktorych
zidentyfikowano ponad 20 gendéw zwiazanych z tym procesem, m.in. klaster genow
atg, kodujacych biatka zaangazowane w indukcj¢ autofagii, tworzenie i dojrzewanie
autofagosomu oraz odzyskiwanie biatek z dojrzalego autofagosomu. W proces autofagii
zaangazowane sa ponadto kompleksy bialkowe t- i v-SNARE oraz bialka Rab i
GTP-azy determinujace fuzje¢ autofagolizosomu z lizosomem. Autofagia jest procesem
ewolucyjnie konserwatywnym, stad wigkszos¢ gendéw atg opisanych u drozdzy
zidentyfikowano takze u organizméw wyzszych [21, 56].

Podzial autofagii

Degradacja biatek, organelli i innych komponentow jest istotna dla utrzymania
homeostazy zardéwno samych komorek, jak i tkanek. Dwie gltéwne drogi degradacji
biatek to ubikwitynacja, ktora unieczynnia biatka o krotkim okresie poltrwania oraz
autofagia, ktora obejmuje procesy dostarczania biatek i organelli do lizosomow w
celu ich degradacji [11, 16]. Obecnie wyrdznia si¢ trzy rodzaje autofagowej degra-
dacji komponentow komodrkowych rozniace si¢ sposobem dostarczania substratow
do lizosomow, a takze mechanizmami regulacji.

1) Makroautofagia (dalej nazywana autofagia) jest procesem najcze¢sciej induko-
wanym w warunkach stresowych. W poczatkowym etapie tego procesu dochodzi
do oddzielenia sktadnikow cytoplazmy i/lub organelli podwdjna btona komodrkowa
(fagoforem), co w efekcie prowadzi do utworzenia autofagosomu. Wdowczas
wskutek fuzji dojrzatego autofagosomu z lizosomem powstaje autofagolizosomu.
Poszczegdlne fazy tego mechanizmu (formowanie blony, wydtuzanie, dojrzewanie,
fuzja, degradacja) sa regulowane przez ponad 14 biatek, w komorkach drozdzy
zgrupowanych w klaster Atg (ryc. 3a) [39, 41].
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2) Mikroautofagia polega na wprowadzeniu biatek przeznaczonych do degradacji
do wnetrza lizosomoéw i ich enzymatycznym strawieniu (ryc.3b) [41, 43].

3) Autofagia zwiazana z bialkami opiekunczymi — CMA (ang. Chaperone-
Mediated Autophagy) to mechanizm najczesciej przebiegajacy z udzialem bialek
opiekunczych, ktorych zadaniem jest wychwytywanie np. biatek cytoplazmatycznych
o niewlasciwej konformacji. W procesie tym jedynie biatka (a nie organelle) ze
swoistymi sekwencjami sygnalnymi sg transportowane do $wiatla lizosomu, gdzie
ulegaja degradacji [45, 46] (ryc. 3b).

Innym kryterium, wedlug ktorego dokonywany jest podzial autofagii sa induktory
tego procesu. Autofagia moze by¢ inicjowana przez czynniki srodowiskowe lub
zakazne. Do czynnikow pierwszej grupy naleza stres oksydacyjny lub odzywczy oraz
zwiazki chemiczne. W tej grupie wyrozni¢ nalezy induktory farmakologiczne m.in.
rapamycyng, chloramfenikol, kofeing oraz chemokiny IFN-y, TNF-a oraz nanoczas-
teczki (np. czasteczki stanowiace zanieczyszczenia powietrza) [31, 40, 60]. Autofagia
indukowana przez czynniki mikrobiologiczne (tzw. ksenofagia) moze z jednej strony
prowadzi¢ do eradykacji zakazenia, szczegdlnie gdy zawiedzie proces fagocytozy, a
z drugiej za$ strony do wykorzystania autofagosomu jako miejsca namnazania
patogennych bakterii lub wirusow [24, 38].

7 uwagi na lokalizacj¢ procesu autofagii wyroézniono: pyroptoze, ktora dotyczy
makrofagow oraz mitofagie, czyli autofagi¢ mitochondriow [1, 12, 22].

Proces pyroptozy zostal po raz pierwszy opisany w makrofagach zakazonych
Salmonella typhimurium. Stwierdzono, ze jego indukcja nastepuje gdy autofagia,
aktywowana w makrofagach zakazonych mnozacymi si¢ patogenami wewnatrz-
komoérkowymi, nie pozwala zwalczy¢ inwazji bakterii. Jest to szczegdlny rodzaj
programowanej $mierci komorkowej, ktory w odroznieniu od klasycznej autofagii prowadzi
do wzbudzenia reakcji zapalnej. Pyroptoza indukowana jest przez kaspaze-1, proteaze
lepiej znana jako interleukina 13. Makrofagi, traktowane lipopolisacharydem (LPS) paleczek
Gram-ujemnych, uruchamiajg pyroptoze i wraz z bialkami adaptorowymi ASC, oraz
kaspaza-1, tworza kompleksy cytoplazmatyczne, tzw. pyroptosomy [23, 28, 72]. Sugeruje
sie, ze indukcja odpowiedzi immunologicznej w przebiegu pyroptozy jest mechanizmem
celowym. Naptyw komorek immunokompetentnych, w sasiedztwo zakazonych makrofagow
zwigksza szansg na opanowanie inwazji bakterii (ryc. 4) [9, 62].

Mitofagia oznacza natomiast degradacje mitochondriéw w drodze autofagii i jest scisle
powiazana ze zjawiskiem katastrofy mitotycznej [1]. Chociaz istnienie mitofagii zostato
odkryte stosunkowo dawno, to nadal nie wiadomo, czy mitochondria przeznaczone do
degradacji sa wybierane przypadkowo czy tez z udzialem jakiego§ mechanizmu selekcji.

Autofagia jako II typ programowanej $mierci komorki

Jak wspomniano wczesniej, w wiekszosci przypadkow, autofagia jest mechaniz-
mem ,ratujacym” komorke, czyli umozliwiajacym jej przezycie. Zatem dlaczego
proces ten uznano za Il typ programowanej $mierci komérkowej? Otdz, okazato
si¢, iz nadmierna autofagia moze prowadzi¢ do zmian patologicznych i w efekcie
do $mierci komorki. Jednakze, w przeciwienstwie do apoptozy, autofagia jest zwykle
procesem niezaleznym od kaspaz, a ich aktywacja (o ile w ogole nastepuje) rozpoczy-
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RYCINA 3. Makroautofagia (a), mikroautofagia oraz autofagia z udzialem biatek opiekunczych (b) —
schematy ogdlne (na rycinie uwzgledniono tylko organelle zaangazowane w opisywany proces), stosowane
skréoty: Ag—antygen, ATG 4/5/12/16 — biatka zwiazane z procesem autofagii, [IFN-y — interferon gamma,
LC3-1I — fancuch lekki 3 biatka-1 zwiazanego z mikrotubulami, TLR 3/4/7/8 — receptory Toll like),
TNF-a — czynnik martwicy guzéw alfa, Hsp40, Hsp70, Hsp 90, Hip, Hop, Bagl — rodzina anty
apoptotycznych biatek opiekunczych, Lamp-2a — biatko btonowe zwigzane z lizosomami-2a,
zmodyfikowano wg [17]

FIGURE 3. Macroautophagy (a), microautophagy and chaperone-mediated autophagy (b) — basic stages
of the processes (only organelles involved in the processes are shown), abbreviations: Ag —antigen, ATG
4/5/12/16 — autophagy related proteins, [FN-y — interferone gamma, LC3-II — microtubule-associated
proteinl light chain 3, TLR 3/4/7/8 — Toll like receptor, TNF-a¢ — Tumor Necrosis Factor alpha, Hsp40,
Hsp70, Hsp 90, Hip, Hop, Bagl — family of antiapoptotic chaperone proteins, Lamp-2a — Lysosomal-
associated membrane protein 2a, modified [17]

na si¢ w pdznym etapie. Zgodnie z najnowszymi doniesieniami szlak autofagii, z
udzialem bekliny 1 oraz szlak apoptozy z udziatem biatek Bcl-2, moga si¢ taczy¢.
Prawdopodobnie, autofagia jest aktywowana po nieskutecznej indukcji apoptozy [3,
70, 73]. W odréznieniu od apoptozy, w procesie autofagii chromatyna nie ulega
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kondensacji, ale ma miejsce intensywna wakualizacja cytoplazmy. Ponadto dochodzi
do degradacji organelli lub calej komorki, jednakze bez uwolnienia jej zawartosci do
srodowiska, a wigc bez wzbudzania reakcji zapalnej. W proces autofagii nie sa
zaangazowane kaspazy, nie dochodzi takze do uszkodzenia mitochondriéw. Ogromna
liczba autofagosomow obserwowana jest w tkankach zwierzecych podczas eliminacji
zbednych komorek w okresie rozwojowym (np. podczas przeobrazenia owaddw) lub w
okresie homeostazy (np. w trakcie inwolucji gruczotu laktacyjnego) [5, 71]. Autofagia
umozliwia rowniez przetrwanie komorek w warunkach stresu m.in. w sytuacji
wyczerpania czynnikow wzrostu, niedotlenienia czy zakazen bakteryjnych lub wirusowych
[24, 38]. Ostatnie badania potwierdzaja wystgpowanie procesu autofagii w liniach
komoérek nowotworowych poddanych wptywowi chemioterapeutykow [50, 53].

Interakcje patogendéw z procesem autofagii

Przetrwanie makroorganizmu w duzej mierze zalezy od jego zdolnosci do walki z
czynnikami zakaznymi. Liczne drobnoustroje patogenne zakazajac komorki gospodarza
pozyskuja skladniki odzywcze, co pozwala na ich namnazanie i rozprzestrzenianie.
Czesto jednak inwazja drobnoustrojéw prowadzi do rozwoju cigzkich chordb, a nawet
$mierci gospodarza. W walce z patogenami niezwykle wazna jest wczesna odpowiedz
uktadu odpornosciowego polegajaca na wzbudzaniu reakcji zapalnej i aktywacji
mechanizmdéw odpowiedzi wrodzonej, w ktdrej istotng role peilnia granulocyty i
makrofagi. Mechanizmy determinujace skuteczno$¢ pochtaniania patogenow przez
komorki zerne to fagocytoza i autofagia. Sa to procesy kataboliczne, prowadzace do
eliminacji m.in. obcych czastek z wykorzystaniem lizosoméw jako zrodta enzymow
degradujacych. Cecha rozniaca te procesy jest rodzaj neutralizowanego patogenu [11].
W ujeciu ogdlnym, fagocytoza wzbudzana jest przez patogeny zewnatrzkomorkowe,
natomiast autofagi¢ indukuja patogeny wewnatrzkomorkowe (w duzej mierze te gatunki,
ktére sa zdolne do ucieczki z fagosomu i/lub fagolizosomu). Uklad immunologiczny
przystosowal obie odpowiedzi komérkowe do obrony przeciwko réznym mikro-
organizmom. Patogeny wewnatrzkomodrkowe dostaja sie bezposrednio do cytozolu lub
trafiaja tam po wydostaniu si¢ z fagosomu. W pierwszym etapie patogen otaczany
jest podwdjna blona komorkowa, a nastgpnie zamykany w autofagosomie, na ktorego
powierzchni dochodzi do ekspresji markeréw autofagii m.in. LC3 (microtubule-
associated protein 1 light chain). Po fuzji autofagosomu z lizosomem powstaje
autofagolizosom. Jest to struktura o podwdjnej btonie komorkowej zawierajaca w swoim
wnetrzu drobnoustroje przeznaczone do strawienia oraz enzymy lizosomalne. Dla
poréwnania patogeny zewnatrzkomorkowe po etapie adhezji do komorki zostaja
pochlonigte i zamknigte w fagosomie, w ktorym wzbudzaja akumulacje fosfatydylo-
inozytolu (PI3P) poprzez aktywacje kinazy-PI3 (PI3K). PI3P powoduje przylaczenie
si¢ LC3 bezposrednio do blony fagosomu, co wspomaga rotacje fagosomu do
fagolizosomu, faczac drogi autofagii i fagocytozy [18, 38].

Rola fagocytozy w obronie organizmu jest dobrze znana. Natomiast niewiele
wiadomo na temat roli autofagii w patogenezie chordb inwazyjnych. Wydaje sig, ze
autofagia jest procesem, ktory w zaleznosci od rodzaju komorki, nasilenia zakazenia,
gatunku i formy morfologicznej mikroorganizmu moze prowadzi¢ do przezycia
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komorki gospodarza lub faworyzowaé inwazj¢ mikroorganizmu. W odniesieniu do
bakterii zdolnych do ucieczki z fagosomu/fagolizosomu autofagia jest wykorzystywana
przez drobnoustroje jako druga linia obrony przed strawieniem. Przyktadami takich
patogenow sa Listeria monocytogenes, Shigella flexneri czy Mycobacterium
tuberculosis. Sa to wewnatrzkomdérkowe patogeny, ktére opanowuja komorki
gospodarza i namnazaja si¢ w nich, poniewaz sa w stanie uchroni¢ si¢ przed
mechanizmami wewnatrzkomérkowego zabijania [23, 38, 68]. Drobnoustroje te dzigki
enzymom litycznym maja zdolnos$¢ ucieczki z fagosomu podczas fagocytozy. Ponadto
blokuja zakwaszenie fagosomu, w efekcie uniemozliwiajac utworzenie fagolizosomu.

W przebiegu autofagii patogen otaczany jest podwojna blong autofagosomu i
woweczas po fuzji z lizosomem powstala struktura ulega degradacji. Co ciekawe, i ta
linia obrony nie we wszystkich przypadkach jest skuteczna. Paleczki z rodzaju Coxiella
(LCV) wykorzystuja autofagolizosomy jako zrodto substancji odzywczych i miejsce
replikacji. Po wniknieciu do komérki gospodarza, Coxiella burnetii ulega zamknigciu
w fagosomie, a nastepnie dochodzi do fuzji autofagosomu z lizosomem [32]. Wewnatrz
autofagolizosomu patogeny zuzywaja skladniki odzywcze zawarte w autofagosomie
oraz wykorzystuja jego wnetrze jako nisze replikacyjna. Podobny mechanizm
zaobserwowano u Legionella pneumophila i wirusa polio. Autofagia moze rowniez
przyczyniaé si¢ do eliminacji drobnoustroju. Pratki gruzlicy, po pochlonigciu przez
makrofagi, trafiaja do fagosomu. Mikroorganizmy te hamuja fuzje lizosomu z
fagosomem. Wowczas uruchamiany jest proces autofagii jako alternatywnej drogi
eliminacji drobnoustroju, ktéra w przypadku tych bakterii okazuje si¢ skuteczna [37,
38]. Rodzaje i efekty smierci komdrkowej indukowanej przez patogeny zaleza od
gatunku drobnoustroju oraz nasilenia i miejsca zakazenia (tab. 2). Liczne gatunki
mikroorganizméw wyksztalcily szereg skutecznych metod modulujacych mechanizmy
smierci komdrkowej gospodarza, tak aby ostatecznie doprowadzi¢ do inwazji komorek
i rozwoju zakazenia. Mozna przypuszczaé, ze poznanie oddziatywan patogenow na
szlaki programowanej $mierci komorkowej umozliwi lepsze zrozumienie patogenezy
choréb przez nie wywolywanych.

Metody detekcji autofagii

Techniki wykrywania autofagii opieraja si¢ na mikroskopii elektronowej, metodach
biochemicznych, technice rozdzialu w zelu, w polu elektrycznym oraz metodzie
Western-blot [33] (tab. 3).

Metody z zastosowaniem mikroskopii elektronowej pozwalaja na obserwacje
wewnatrzkomorkowych zmian morfologicznych, takich jak tworzenie autofagosomu.
Jest to metoda stosowana od dawna, jakkolwiek powoli wypierana przez najnowsze
techniki biochemiczne i molekularne. Jedng z metod alternatywnych wobec mikroskopii
jest technika barwienia z zastosowaniem pochodnej kadaweryny MDC, ktéra umozliwia
wyznakowanie w komorce przedzialdow o niskim potencjale elektrochemicznym [44, 34].

Duzym ograniczeniem w detekcji autofagii u wyzszych eukariontow jest brak
markerow o wysokiej specyficznosci. Praktycznie jedynym wskaznikiem molekular-
nym autofagii jest wysoce specyficzne biatko LC3. Bialko to wystgpuje w dwodch
postaciach: cytoplazmatycznej (LC3-1) oraz w formie zwigzanej z powierzchnig
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TABELA 3. Metody wykrywania autofagii — TABLE 3. Autophagy detection methods

Typ metody Metoda detekcji

Mikroskopowe barwienie oranzem akrydyny (F), obserwacja cialek autofagosomalnych
(E, F, S), formowanie i akumulacja autofagosoméw (E, F), lokalizacja:
GFP-Atg8 (E, F) i GFP-LC3 (F), znakowanie MDC (F)

Biochemiczne aktywnos$¢ kinazy Atgl, inaktywacja enzymow peroksymalnych,
degradacja znakowanych biatek cytozolowych

Ocena modyfikacji bialek |ekspresja Atg8, aktywnos¢ AtgdB, ciecie Atg8-GFP, fosforylacja Atgl3,
autofagosomalnych degradacja Fox3

E — mikroskopia elektronowa, F — mikroskopia fluorescencyjna, S — mikroskopia $wietlna,
GFP — bialko zelonej fluorescencji (green fluorescence protein), MDC — pochodna kadaweryny

autofagosomu. Stezenie biatka LC3-II koreluje z liczba autofagosoméw obecnych
w komorce. Poziom LC3-I jest zmienny w réznych typach komorek, dlatego sugeruje
si¢ ocene stosunku formy wolnej LC3-1 do zwiazanej LC3-Il. Ograniczeniem tej
metody jest szybka degradacja autofagosmu, a wraz z nim zwiazanego biatka LC3-
I, ktéra nastepuje w wyniku fuzji autofagosomu z lizosomem. Stad w wielu
procedurach stosowany jest jednoczesnie dodatek inhibitoréw proteaz lizosomalnych,
ktére uniemozliwiajg trawienie oznaczanych markeréw. Odpowiednikiem czasteczki
LC3-II obecnej w komdrkach ludzkich jest biatko Atg8 pelniace analogiczng funkcje
podczas autofagii zachodzacej w komorkach drozdzy. Poznanie i zamierzona
konstrukcja gendéw kodujacych biatko LC3 znakowanych np. biatko zielonej
fluorescencji — GFP (green fluorescence protein) pozwala na stworzenie bakteryjnych
lub zwierzecych modeli, u ktorych badanie procesu autofagii byloby mozliwe in vivo
[30, 48, 74]. Obecnie trwaja intensywne prace nad optymalizacja powyzszych metod
oraz poszukiwaniem catkiem nowych markerow tego procesu. Niedawno opisano
sposéb oceny aktywnosci bialka AtgdB. Duze kontrowersje wzbudza pomiar
dehydrogenazy mleczanowej (LDH), dotychczas rezerwowany dla stwierdzenia
obnizonej aktywnosci metabolicznej komoérki, lub dezintegracji blony komdrkowe;.
Metoda ta nie pozwala na identyfikacje okreslonego mechanizmu $mierci komorki [33,
69]. Réwnie mato specyficznym testem jest ocena stezenia ATP w lizatach
komorkowych. Wysoki poziom ATP obserwowany jest tylko w komoérkach aktywnych
metabolicznie, natomiast w komorkach w stanie nekrozy lub apoptozy gwattownie
spada. Wyniki uzyskiwane przy pomocy tej metody nie pozwalaja jednak na okreslenie
typu mechanizmu $mierci komorkowej. Technika ta moze stuzy¢ jako dodatkowa
metoda stwierdzajaca obnizenie aktywnosci komoérki i powinna by¢ stosowana w
potaczeniu z metoda bardziej specyficzna np. ocena stezenia LC3-I/II [69].

INNE TYPY SMIERCI KOMORKI

Zgodnie z najnowsza klasyfikacja typow $mierci komorki zaproponowana przez
NCCD, oprocz apoptozy oraz autofagii i jej podtypow mozna takze wyrdznié inne
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PYROPTOZA
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Y

RYCINA 4. Zmiany biochemiczne i morfologiczne zachodzace podczas proceséw pyroptozy
indukowanych czynnikami zakaznymi: CAD — DNAaza aktywowana kaspaza-3, ICAD — inhibitor
DNAazy aktywowanej kaspaza-3, PARP — polimeraza poli(ADP-rybozy), zmodyfikowano wg [23]

FIGURE 4. Biochemical and morphological changes observed during pyroptosis initiated by microbial
inducers, abbreviations: CAD — caspase-3-activated DNase, ICAD — inhibitor of caspase-3-activated
DNase, PARP — poly(ADP-ribose) polymerase, modified [23]

formy $mierci komdrkowej. Sa to tzw. ,,atypowe” mechanizmy $mierci, ktorych
precyzyjne okreslenie sprawia wiele trudnosci.

Katastrofa mitotyczna jest rodzajem Smierci komoérki, nastepujacym krotko po
nieprecyzyjnym podziale mitotycznym. Charakterystyczne zmiany morfologiczne tego
procesu, czgsto sa wynikiem nierdwnomiernej segregacji chromosomow do komoérek
potomnych, co skutkuje brakiem lub obecnoscia dwéch lub wigkszej liczby jader [7, 58].

Apoptoza wystepujaca w komorkach adherentnych, wywolana przez utrate przyczepnosci
do powierzchni lub do innych komorek, nazywana jest anoikoza (anoikosis). Oprocz
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charakterystycznej drogi indukcji tego procesu, molekularny mechanizm anoikozy odpowiada
temu, ktdry zachodzi podczas klasycznej apoptozy [36, 58].

Paraptoza jest terminem odnoszacym si¢ do programowanej $Smierci komorki, ktora
jest wzbudzana przez insulinopodobny czynnik wzrostu I. Przebiega z rozlegla
wakuolizacja cytoplazmy i pecznieniem mitochondrium, ale nie wykazuje cech
charakterystycznych dla apoptozy. Paraptoza nie jest hamowana przez inhibitory kaspaz,
ani tez przez ekspresje antyapoptotycznych biatek Bcl-2. Wciaz nie dowiedziono
ostatecznie, czy paraptoza reprezentuje odrebny typ $mierci komdrkowej [36, 61].

Degeneracja Walleriana jest forma komorkowego katabolizmu, ktéry ma miejsce
w uktadzie nerwowym. Czes¢ neuronu lub sam akson ulega degeneracji, ktora nie
ma wplywu na zywotno$¢ pozostatej czesci komorki, dlatego termin ten nie opisuje
rzeczywistego procesu smierci komorkowe;j.

Entoza, pierwotnie opisywana jako forma ,.komérkowego kanibalizmu™ opisanego
w limfoblastach pacjentow z choroba Huntingtona, zostata zgloszona jako nowy typ
Smierci komodrkowej, podczas ktorej jedna zywa komodrka pochlania sasiadujaca z
nia, zywa komorke. Proces ten wykryto takze w komorkach raka piersi MCF-7, w
ktorych nie stwierdzono ani obecnosci kaspazy-3, ani bekliny-1, co wyklucza
zachodzenie procesow autofagii i apoptozy. Na tej podstawie podejrzewa sig, iz
entoza jest procesem indukowanym, wtedy gdy inne reakcje kataboliczne sa
zahamowywane.

Zespot NCCD w 2009 roku wyrdznit takze inne formy $mierci komodrkowe;,
miedzy innymi keratynizacje, zachodzaca w komdrkach skory, nekroptozg czy tez
pyronekrozg [36, 66].

Powiazanie programowanej i nieprogramowanej $mierci komorki

Charakterystyczne zmiany zachodzace podczas procesu apoptozy obejmuja m.in.:
obkurczanie komorki, kondensacje chromatyny oraz powstawanie cialek apopto-
tycznych. Struktury te nastepnie sa pochlaniane przez sasiadujace z nimi komorki
fagocytujace, gtdéwnie przez makrofagi. Jednak komorki apoptotyczne nie zawsze
sa rozpoznawane podczas fagocytozy. Wowczas moga podlegac tzw. apoptotycznej
nekrozie. Terminologia ta wydaje si¢ zaskakujaca, poniewaz nekroza i apoptoza sa
powszechnie znane jako dwie rozne, pod wzgledem mechanizmow, formy Smierci
komorki. Jednak wedlug Majno G. i wsp. nekroza nie jest odrebnym rodzajem $mierci
komdrkowej, ale ostatecznym efektem kazdego procesu obumierania komorek [42,
61]. Charakteryzuje si¢ pecznieniem komorki, czesto z towarzyszaca kondensacja
chromatyny. Ostatecznie nekroza prowadzi do lizy catej komorki wraz z jadrem, co
wzbudza reakcje zapalna. Komorki apoptotyczne, ktore nie sa fagocytowane,
wykazuja kilka cech nekrozy, jednak zwykle nie powoduja stanu zapalnego.
Prawdopodobnie dzieje si¢ tak dlatego, ze liczba ciatek apoptotycznych jest niewielka,
a stezenie uwolnionych chemoatraktantow jest niewystarczajace dla mobilizacji
komoérek zapalnych [42, 64]. Innym waznym procesem zaliczanym do nieprogra-
mowanej smierci komorki jest onkoza, odkryta przed stuleciem przez Reckling-
hausena, ktory zaobserwowal ja w osteocytach. Majno G. [42] zaproponowali
uzywanie terminu ,,onkoza” dla kazdego typu smierci komorki, charakteryzujacej sig



APOPTOZA 1 AUTOFAGIA — MECHANIZMY I METODY DETEKCIJI 263

jej pecznieniem, podczas gdy termin ,,nekroza” zostal zarezerwowany dla ostatecznego
rezultatu Smierci komorki, czyli jej rozpadu na drodze lizy [19, 42].

Apoptoza i nekroza powszechnie uznawane sa za dwie rozne formy Smierci
komodrkowej. Jednak w cytowanych pracach, zawarte sa sugestie aby traktowaé
te procesy jako ciag zachodzacych po sobie zdarzen. Pojawienie si¢ kolejnych
systemow klasyfikacji PSK, z wyréznieniem autofagii i jej odmian, coraz bardziej
komplikuje ich podzial i ustalenie odpowiednich markeréw umozliwiajacych identyfi-
kacje poszczegdlnych procesow [54]. Pomimo ustalonych przez NCCD definicji i
podziatéw dotyczacych PSK, czesto granica miedzy tymi procesami jest bardzo trudna
do wyznaczenia. Biorac pod uwage sugestie wielu autorow, w celu okreslenia typu
$mierci komorki, nalezy wykry¢ co najmniej dwa markery danego procesu, przy
zastosowaniu roznych technik badawczych [36, 57, 63].
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