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Streszczenie

Wewnetrzna droga indukgcji sygnatu do apoptozy jest aktywowana przez stres komdérkowy. Droga ta angazuje mitochondria w po-
$rednio i bezposrednio. Celem obecnej pracy byta immunohistochemiczna ocena ekspresji biatek kaspazy 9, bax, bcl-2 zaangazowanych
w mitochondrialng droge $mierci komarki podczas apoptozy hepatocytéw szczura indukowanej L-arginina.

Szczury uzyte w niniejszej pracy zostaty podzielone na 2 réwne grupy. Zwierzeta z grupy do$wiadczalnej otrzymywaty L-arginine -
40mg/kg masy ciata per os co drugi dzien przez 2 tygodnie i zostaly dekapitowane po 3 tygodniach do$wiadczenia. Szczury z grupy
kontrolnej dostawaty 2ml wody destylowanej per os co drugi dzien i zostaty dekapitowane po 3 tygodniach do§wiadczenia.

Wycinki watroby pobrane do analizy byly oceniane immunohistochemicznie przy uzyciu standardowej tréjstopniowej metody by
wykry¢ immunolokalizacje kaspazy 9, bax i bcl-2. Wyniki badan byty oceniane jako$ciowo opisujac intensywno$¢ i lokalizacje dodatnie-
go barwnego odczynu w miejscu pojawiania sie reakcji antygen-przeciwciato. Do oceny ilo$ciowej uzyto programu komputerowego
Analysis-pro i obliczono pole powierzchni zajetej dodatnim odczynem.

Badania wykazaty ,ze L-arginina jako prekursor egzogennego tlenku azotu nie aktywuje mitochondrialnej drogi indukcji sygnatu
do apoptozy przez posrednie i bezposrednie uszkodzenie mitochondriéw w hepatocytach i aktywacje kaspazy 9 i biatka bax.

Stowa kluczowe: tlenek azotu, apoptoza, kaspaza 9, biatka Bcl-2, watroba

Abstract

The intrinsic pathway of apoptosis is activated by cellular stress. This pathway initiates apoptosis via involvement of mitochon-
dria: indirect and direct. The aim of present study was immunhistochemical evaluation of expression of proteins: caspase 9 bax and bcl-2
involved in mitochondrial pathway of cell death in L-arginine induced apoptosis of rats’ hepatocytes.

The rats used in this experiment were divided into 2 equal groups. Experimental: rats received per os L-arginine 40mg/kg body
weight, every other day for 2 weeks and were decapitated after 3 weeks of the experiment. Control rats received per os 2ml of distilled
water every other day for 2 weeks and were decapitated after 3 weeks of the experiment.

Specimens taken after decapitation were examined in immunohistochemical way using standard three step method to detect im-
munolocalization of caspase 9,bax and bcl-2. The results of immunohistochemical examinations were subjected to qualitative evaluation
taking into account the intensity of colour reaction at the antigen-antibody site in rat liver examined in individual groups. The quantita-
tive evaluation was using the Analysis-pro software. The surface area of cells with positive reaction (+) was calculated.

The study shows, that L-arginine as a donor of exogenous nitric oxide did not induced mitochondrial way of apoptosis by direct
and indirect damage of hepatocytes’ mitochondria and activation of bax and caspase 9.
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Wstep Produkowany jest on z L-argininy przy udziale enzy-

mu-syntazy tlenku azotu (NOS), przez wiele komdrek

Tlenek azotu (NO) znany jest jako regulator wielu w tym: komoérki srédbtonka, makrofagi [2] i hepatocyty [3].

proceséw zachodzacych w organizmie [1]. Posiada on Poznano korzystne i niekorzystne dziatanie NO

zdolnos¢ wywolywania apoptozy poprzez wolne rodniki w wielu chorobach na drodze hamowania lub tez pobu-

tlenowe i szok tlenowy w komérce. dzania programowanej $mierci komérki [4,5].
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Zaréwno nadprodukcja jaki zmniejszona produkcja NO
sg przyczyna licznych chordb. Istnieje mozliwo$¢ regulo-
wania poziomu NO w organizmie poprzez podawanie
egzogennego NO.

Opisane zostaly dwa szlaki wiodace do apoptozy
komérki [6]. Droga zewnetrzna indukowana jest sygna-
tem z zewnatrz po potaczeniu ligandéw z btonowymi
receptorami $mierci. W drodze wewnetrznej natomiast
zaangazowane s3 mitochondria lub siateczka $réplazma-
tyczna. Pobudza ja stres komoérkowy [7], ktéry moze
wystapi¢ podczas ekspozycji komoérki na promieniowa-
nie, $srodki chemiczne, infekcje wirusowa. Moze réwniez
by¢ konsekwencja uszkodzenia czynnika wzrostu lub
stresu tlenowego.

Droga wewnetrzna moze zaangazowac mitochon-
dria posrednio i bezposrednio: W zaangaZowaniu po-
$rednim uszkodzenie DNA prowadzi do nagromadzenia
sie w komodrce biatka p-53 i zahamowania cyklu komoér-
kowego. Biatko p-53 stymuluje komoérke do produkcji
biatka BAX. Biatko BAX ma zdolno$¢ otwierania kanatéw
w mitochondriach, z ktérych uwalnia sie cytochrom C.
Cytochrom c wraz z biatkiem Apaf 1 tworza kompleks
aktywujacy prokaspaze 9 i aktywujacy tym samym ka-
skade kaspaz. Bezposrednie uszkodzenie mitochondriéw
rowniez uwalnia do cytoplazmy cytochrom c, ktéry
z apafl i prokaspaza 9 tworza apoptosom aktywujac
kaspaze 9 i rozpoczynajac kaskade Kaspar.

Wptyw NO na $mieé komoérki nadal nie jest do konca
poznany, W zalezno$ci od dawki moze on chroni¢ komoérke
przed Smiercig lub wrecz te $mier¢ indukowac [8]. Dziata
on rowniez zaleznie od typu komdrek i narzadéw.
W obecnej pracy przeanalizowano wewnetrzny tor in-
dukcji sygnatu do apoptozy angazujacy mitochondria
w hepatocytach watroby szczuréw poddanych terpii L-
argining. Immunohistochemicznie oceniono ekspresje
kaspazy 9, biatka bcl-2 i bax.

Materiatl i metody

W pracy uzyto samice szczuréw biatych szczepu
Wistar, o poczatkowej masie ciata 200-250g, w wieku od
3,5 do 4 miesiecy.

Samice dobrano losowo zgodnie z zasada jednocza-
sowosci grup kontrolnych i badanych.

Zwierzeta podzielono na 2 réwnoliczne grupy - po
8 samic w kazdej. I grupa - samice, ktérym podawano
per os 40 mg/kg m.c. L-argininy co drugi dzien, przez 2 tygo-
dnie i dekapitowano po 3 tygodniach trwania do$wiadcze-
nia. I grupa - kontrolna, samice, ktorym podawano per os
ok. 2 ml wody destylowanej co drugi dzien, przez 2 tygodnie
i dekapitowano po 3 tygodniach trwania do$wiadczenia.

Pobrane do badan imunohistochemicznych wycinki
prawego ptata watroby szczuréw utrwalono w 10% for-
malinie i po odwodnieniu we wzrastajgcych stezeniach
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etanolu przeswietlano w ksylenie i zatapiano w parafinie.
Bloczki pocieto na 5um preparaty, ktére umieszczono na
szkietkach silenizowanych. Do badan uzyto po dwa pre-
paraty z kazdego badanego narzadu od kazdego osobnika.
Nastepnie preparaty odparafinowywano w ksylenie
i malejgcych stezeniach alkoholu etylowego oraz poddano
obrébce cieplnej w $rodowisku kwasnym dla przeciwciat
przeciwko biatkom: Kaspaza 9, BAX i w $§rodowisku zasado-
wym dla przeciwciat przeciwko biatku Bcl-2. Zastosowano
metode trzech krokéw (three step, metoda tréjwarstwowa).
Najpierw oczyszczono preparaty z endogennych peroksydaz
(H202). Krok pierwszy to reakcja antygen - przeciwciato
pierwotne. Krokiem drugim byta reakcja przeciwciata pier-
wotnego z biotynylowanym przeciwcialem wtérnym. Ostat-
nim etapem byta reakcja biotyny ze streptawidyng (BSA-
biotin-streptavidin) potaczona z peroksydaza chrzanowa.
Dodanie barwnika (AEC), ktéry jest utleniany przez perok-
sydaze chrzanowa w miejscu reakcji antygen-przeciwciato
dato czerwone (AEC (3-amino-9-ethylcarbazole)) zabarwie-
nie w miejscu wystepowania poszukiwanego antygenu.

Wyniki badann immunohistochemicznych oceniano: ja-
kosciowo biorgc pod uwage intensywno$¢ barwnego odczy-
nu w miejscu reakgcji antygen-przeciwciato w watrobie szczu-
ra, w poszczegélnych grupach oraz iloSciowo przy uzyciu
programu komputerowego Analysis-pro, oceniajac 3 losowo
wybrane miejsca na preparatach i liczac pole powierzchni
komérek wykazujacych odczyn dodatni (+) poréwnujac
grupe kontrolng z doswiadczalng. Analizie statystycznej
poddano réznice w $rednim polu powierzchni zajmowanym
przez dodatni odczyn immunohistochemiczny w poszczegol-
nych grupach dla wszystkich badanych przeciwciat.

Uzyskane wyniki badan zestawiono w postaci $red-
nich oraz odchylenia standardowego $redniej i opracowa-
no statystycznie postugujac sie testem ONE WAY ANOVA.
Przyjeto 5% ryzyka btedu wnioskowania i istotnos$¢ staty-
styczna réznic przy p mniejszym lub réwnym 0,05.

Wyniki badan

Odczyn immunohistochemiczny dla biatka BAX
o stabym natezeniu obserwowany byt w watrobie samic
szczura ogniskowo we wszystkich badanych grupach.
Czerwony, grudkowy odczyn cytoplazmatyczny obser-
wowany byt gtéwnie wokét jader hepatocytédw.

Odczyn immunohistochemiczny dla biatka Bcl-2 we
wszystkich badanych grupach byt podobnie, stabo nasilony.

Reakcja barwna miejscu wykrytej kaspazy 9 w grupie
kontrolnej i doSwiadczalnej byta miernie nasilona i w komér-
kach, w ktérych ja odnotowano wypetniata catkowicie i jedno-
licie cytoplazme W watrobie wszystkich badanych grup samic
szczura odczyn dla kaspazy 9 widoczny byt ogniskowo.

Oceniany iloSciowo odczyn immunohistochemiczny
dla biatka BAX, kaspazy 9 i bcl-2 w grupie samic po
L-argininie byl poréwnywalny z kontrola.
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Tab. 1. Srednie pole powierzchni zajmowanej przez od-
czyn immunohistochemiczny dla biatka BAX, Bcl-2 i ka-
spazy 9 na badanym polu w watrobie samicy szczura we
wszystkich grupach. Istotno$¢ statystyczna roznic. Test
ONE WAY ANOVA

grupy Kontrola \'% 0215 (;/://‘:Y
Biatko BAX 2412695?9?2 10i1i16?3”;1 ’ p=0,06
BiatkoBel-2 | ooy | 5ot p=0,16
Dyskusja

W fazie decyzji apoptozy uczestnicza miedzy innymi
biatka z rodziny Bcl-2. Biatka te regulujg apoptoze po-
przez wptyw na istotne dla komoérki procesy: Reguluja
wyptyw czynnikéw proapoptotycznych z przestrzeni
miedzybtonowej mitochondriéw (cytochrom C, AIF (apo-
ptosis inducing factor) poprzez [9]: oddziatywanie czyn-
nikéw proapoptotycznych z tzw.: megakanatami (mega-
channels, permeability transition pore-PTpore) oraz
wplyw na mitochondrialny potencjat transbtonowy [10].
Przepuszczalno$¢ bton mitochondrialnych zalezy od
biatek z rodzin Bcl-2. Petnig one nadzdr nad stanem re-
dox. Kontroluja komérkowy poziom jonéw (wapnia,
wodoru, potasu, chloru). Aktywuja kaspazy i Dnazy.

Biatka Bcl-2 umiejscowione na btonie wewnetrznej
mitochondriéw dziataja zaré6wno antyapoptotycznie
(biatko: Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, Brag) jak i proapopto-
tycznie (biatko: Bax, Bcl-xS, Bak, Bik, Bad, Bim). Stosunek
biatek antyapoptotycznych do proapoptotycznych decy-
duje o $mierci lub przezyciu danej komérki [11].

Biatko Bcl-2 - (B cell limphoma/leukemia-2) anty-

apoptotyczne oprécz btony wewnetrznej mitochondrium
znajduje sie rowniez w btonie jadrowej i w btonach sia-
teczki $rédplazmatycznej [12]. Fosforyluje ono biatka
promotorowe takie jak Bad, co uniemozliwia komoérce
wejscie w proces apoptozy. Fosforylacja ta stymulowana
jest przez krazace czynniki przezycia (czynnik wzrostu
nabtonka, czynnik stymulacji linii granulocytarnej).
Do czynnikéw proapoptotycznych uwalnianych z mito-
chondriéw nalezy Cytochrom C uwalniany z mitochon-
driéw, ktory aktywuje wraz z biatkiem Apaf-1 kaspaze 9,
co rozpoczyna kaskade kaspaz.

Kaspaza 9 zalicza sie do kaspaz inicjujgcych apopto-
ze. Kaspazy inicjujgce zawierajg domeny rekrutujace
kaspazy (CARD). W odpowiedzi na sygnaty z wnetrza
komérki (droga wewn.) kaspazy inicjujace sa aktywowa-
ne w wyniku dimeryzacjii w wielobiatkowym kompleksie
- apoptosomie sktadajacym sie z Apaf 1, 2, i 3. [13].
Apaf-2/cytochrom C (apoptotic protease activating factor 2).

W nieuszkodzonych mitochondriach bierze udziat
w tancuchu oddechowym i syntezie ATP.

Apaf -3/Kaspaza 9/ICE-LAP6/Mché6 (apoptotic prote-
ase activating factor 3/ICE-like apoptotic protease
6/Mammalian CED-3 homologue 6) jest aktywowana dzieki
formowaniu apotosomu. Kaspaza 9 aktywuje kaspaze 3, 7.

W niniejszym do$wiadczeniu zbadano wplyw egzo-
gennego NO na hepatocyty. W tym celu podano szczurom
L-arginine jako substrat NO [14].

Uzycie endogennego tlenku azotu w do$wiadczeniu
badajacym wpltyw NO na rézne procesy zyciowe komo-
rek, w tym na apoptoze nie sprawdza sie, gdyz, komorki
srodbtonka naczyn po wytworzeniu porcji NO majg zdol-
nos¢ do natychmiastowej regeneracji L-argininy,
z L-cytruliny [15]. Udowodniono natomiast, iz egzogennie
podana L-arginina zostaje przetworzona do NO.

W niniejszym do$wiadczeniu dawka L-argininy byta
zblizona do tej, ktéra stosuje sie u kobiet ciezarnych,
w przypadku leczenia gestozy. Dawka ta powinna by¢
wiec bezpieczna dla matki i dla ptodu (tzw. dawka wy-
miatajgca wolne rodniki) [15].

Badania w niniejszym do$wiadczeniu wykazaly, ze
L-arginina jako prekursor egzogennego tlenku azotu nie
aktywuje mitochondrialnej drogi indukcji sygnatu do apop-
tozy przez posrednie i bezposrednie uszkodzenie mitochon-
driéw w hepatocytach i aktywacje kaspazy 9 i biatka bax.
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