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Streszczenie

Celem pracy byta immunohistochemiczna ocena egzogennej drogi indukcji sygnatu do apoptozy w komdrkach nabtonka nerek

w fizjologicznej ciazy uwzgledniajaca czynnik czasu.

W pracy oceniono immunohistochemicznie ekspresje biatka kaspazy 8 - aktywowanej podczas receptorowej, zewnetrznej drogi apoptozy.

Uzyte do do$wiadczenia samice szczura podzielono na 4 réwnoliczne grupy - po 8 samic w kazdej I grupa - samice, ktére zaptodniono
i dekapitowano 10 dnia trwania cigzy II grupa - samice, ktére zaptodniono i dekapitowano 20 dnia trwania cigzy Il grupa - samice, ktdre za-
ptodniono i dekapitowano 10 dni po rozwigzaniu IV grupa - kontrolna - samice, ktére dekapitowano 30 dnia od poczatku do$wiadczenia.

Preparaty nerek pobrane do badan analizowano immunohistochemicznie standardowa tréjstopniowa metoda wykrywajac biatko Kaspaza 8.

Odczyn immunohistochemiczny wzrést we wszystkich grupach doswiadczalnych w poréwnaniu z grupa kontrolna. Nie byto réz-

nic statystycznie istotnych miedzy grupa samic 10 dnia cigzy i 10 dni po okoceniu.

Zmiany hormonalne w przebiegu cigzy wywotuja apoptoze, w ktoérej sygnat do indukcji przebiega droga zewnetrzng przez akty-
wacje kaspazy 8 gtéwnie pod koniec ciazy (20-tego dnia). Droga zewnetrzna zaangazowana jest réwniez w potowie cigzy na podobnym
poziomie jak po okresie potogu jednak istotnie mniejszym niz 20 tego dnia ciazy.

Stowa kluczowe: kaspaza 8, programowana $mier¢ komorki, nerki, cigza

Abstract

The aim of this study was immunohistochemical evaluation of extrinsic pathway of apoptosis in renal epithelial cells in pregnant

rats including time.

We evaluated in immunohistochemical way expression of caspase 8 - activated in receptor’ s pathway.

Rats used in this experiment was divided into 4 groups - 8 individuals each: I group - female rats which was fertilized and decapi-
tated in 10 day of pregnancy, II group female rats which was fertilized and decapitated in 20 day of pregnancy III group female rats
which was fertilized and decapitated in 10 day after delivery VI group - control - female rats which decapitated in 30 day of experiment.

Specimens of kidneys taken to examine we analyzed in immunohistochemical standard three-step method detecting caspse8 protein.

Immunohistochemical positive reaction increased in all experimental groups compared to control. There was no significant dif-
ferences between groups examined in 10 day of pregnancy and in 10 day after delivery.

Pregnancy induced hormonal changes activated apoptosis by induction of extrinsic pathway by activation of caspase 8 manly on

the and of pregnancy (20t day of pregnacy).

Extrinsic pathway was induced in 10 day of pregnancy on the same level like 10 days after delivery. This level was lower than in

20day of pregnancy.
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Wstep

Apoptoza komdrki samobodjcza $mieré warunku-
jaca zycie catego wielokomérkowego organizmu jest
mechanizmem w naturalny sposéb réwnowazacym
zjawisko proliferacji komoérek.

Zdrowa komodrka stale otrzymuje sygnaty Zycia. Sa
to sygnaly przekazywane jej przez inne komorki za po-
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$rednictwem hormonéw i czynnikéw wzrostowych (cy-
tokin). Sa to takze substancje odzywcze.

Istniejg czynniki takie jak bezposrednie uszkodze-
nie DNA pobudzenie niektérych receptoréw wewnatrz-
komérkowych oraz pobudzenie niektérych receptoréw
btonowych (sygnaty zewnetrzne) ktére kieruja komorke
na droge apoptozy [1,2].
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Jezeli komoérka nie otrzymuje sygnatéw zycia przestaje
pemi¢ swoja dotychczasowa funkcje, uruchamia swoj we-
wnetrzny program samobodjczej $mierci. Czasami komdrka
taka rozpoznawana jest przez uktad immunologiczny orga-
nizmu jako obca. Komoérki uktadu immunologicznego stymu-
luja ja z zewnatrz do rozpoczecia procesu umierania.

Proces apoptozy zostal umownie podzielony na 3 fa-
zy: Faze decydujaca, faze wykonawcza i faze degradacji [3].

Faza decydujaca apoptozy jest odwracalna, liczona
od chwili wygenerowania sygnatu do apoptozy do uru-
chomienia kaskady kaspaz.

Istniejg dwa podstawowe szlaki wiodace do apopto-
zy komorki [4]: Droga zewnetrzna- ,EXTRINSIC”. Jest to
szlak indukowany sygnatem z zewnatrz i zwigzany
z btonowymi receptorami $mierci. Droga wewnetrzna -
JNTRINSIC”, to ta, w ktdrej biora udziat mitochondria
i siateczka $rédplazmatyczna.

Droga zewnetrzna wiedzie gtéwnie przez pobudze-
nie btonowych receptoréw $mierci, ktére posiadaja we-
wnatrzkomérkowa domene zwang DD (domena $mierci -
death domain) [5]. Droga zewnetrzna to takze atak limfo-
cytow T cytotoksycznych., ktére rozpoznaja komérki
zniszczone lub zainfekowane wirusem, i inicjujg apoptoze
by uchroni¢ komérke od przeksztatcenia nowotworowe-
go lub infekcji wirusowej.

Niektére komorki wchodzace na droge apoptozy
posiadaja obydwa biatka btonowe (Fas i FasL). Potaczenie
tych biatek ze soba aktywuje kaskade kaspaz.

Indukcja apoptozy przez receptory $mierci prowa-
dzi do aktywacji kaspazy inicjujacej 8, ktoéra zawiera
domene efektorowa $mierci (DED). W odpowiedzi na
zwigzanie receptoréow Smierci Kaspaza ta jest aktywowa-
na w wyniku dimeryzacji w wielobiatkowym kompleksie
DISC (droga zewn.) [6].

Celem obecnej pracy byta immunohistochemiczna
ocena ekspresji kaspazy 8,aktywowanej w przebiegu
egzogennej drogi indukcji sygnatu do apoptozy w komoér-
kach nerek (nabtonka kanalikdw nerek, srédbtonka na-
czyn nerkowych komdrek mezangium) w fizjologicznej
cigzy uwzgledniajaca czynnik czasu.

Nerki s organem, ktéry najwcze$niej reaguje zmianami
w metabolizmie i morfologii komérek podczas ciazy [7].

Zmiany te dotycza gtéwnie miedniczek i moczo-
wodow , poszerzajacych sie w przebiegu ciazy pod
wplywem progesteronu. Srednia ich pojemno$é zwiek-
sza sie z 10 do 40ml. W zaawansowanej cigzy powiek-
szajgca sie macica uciska na moczowody, powodujac
zwolnienie przepltywu moczu. Wraz ze wzrostem filtra-
cji kiebuszkowej wystepuje uposledzenie pojemnoSci
resorpcyjnej cewek moczowych dla przesaczanej gluko-
zy-dochodzi do glukozurii, wystepuje biatkomocz fizjo-
logiczny w cigzy rzedu 200-300mg na dobe. Zmiany
zachodzace w nerkach s3 jedna z przyczyn gestozy (za-
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trucia ciazowego), ktérego zasadniczymi objawami sa:
nadci$nienie tetnicze, obrzeki i biatkomocz [7].

Podczas tak duzej adaptacji nerek do zmienionych
warunkow z pewnos$cig dochodzi do ich uszkodzenia lub
eliminacji i kierowania na droge samobdjczej $mierci
Niniejsza praca ma na celu immunohistochemiczng ocene
zewnetrznej drogi indukcji sygnatu do $mierci komoérki.

Materiat i metody

Do do$wiadczenia uzyto dobrane losowo szczury, sa-
mice szczepu Wistar o poczatkowej masie ciata 200-250g,
w wieku od 2,5 do 3 miesiecy.

Na poczatku doswiadczenia samice parowano
z samcami. Kazdego dnia pobierano wymaz z pochwy
i ogladano rozmaz na szkietku podstawowym pod mikro-
skopem $wietlnym. Obecno$¢ czopu pochwowego lub
plemnikéw w wymazie pochwowym traktowano jako
skuteczna kopulacje - zaplemnienie.

Zwierzeta podzielono na 4 réwnoliczne grupy - po
8 samic w kazdej; I grupa - samice, ktére zaptodniono
i dekapitowano 10 dnia trwania ciazy; II grupa - samice,
ktore zaptodniono i dekapitowano 20 dnia trwania cigzy;
III grupa - samice, ktére zaptodniono i dekapitowano
10 dni po rozwigzaniu; IV grupa - kontrolna - samice,
ktére dekapitowano 30 dnia od poczatku doswiadczenia.
0d wszystkich zwierzat po dekapitacji ogladano makro-
skopowo i opisano nerki.

Wycinki nerek szczuréw pobrane do badan immu-
nohistochemicznych utrwalone bylty w 10% formalinie,
odwodnione we wzrastajacych stezeniach alkoholi, prze-
Swietlone w ksylenie i zatopione w bloczkach parafino-
wych. Bloczki pocieto na 5pm preparaty, ktdre umiesz-
czono na szkietkach silenizowanych.

Do badan uzyto po dwa preparaty z kazdego bada-
nego narzadu od kazdego osobnika.

Preparaty odparafinowywano w ksylenie i maleja-
cych stezeniach alkoholu etylowego. Nastepnie poddane
one byty obrébce cieplnej w srodowisku kwasnym.

W preparatach blokowano endogenng peroksydaze
i inkubowano z kréliczym przeciwcialem pierwotnym dla
kaspazy 8 w rozcieniczeniu 1/100 w buforze TBS/BSA1%.

W nastepnej kolejnosci do uzyskania reakcji immu-
nohistochemicznej uzywano zestawu gotowych do uzycia
odczynnikéw firmy DakoCytomation w sktad ktérego
wchodzity: biotynylowane przeciwcialo wtérne przeciw-
ko przeciwciatom mysim, kréliczym; streptawidyna
sprzegnieta z peroksydaza chrzanowgq; AEC - substrat-
barwnik reakcji z peroksydaza chrzanowa.

Po zabarwieniu chromatogenem preparaty wktada-
no do roztworu hematoksyliny. Dokumentacji fotogra-
ficznej dokonano przy uzyciu Colour Video Camera CCD-

IRIS (Sony) potaczonej z komputerem.
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Do kazdego badanego preparatu robiono kontrole
negatywna. Byt to preparat do, ktdrego nie dodano prze-
ciwciata pierwotnego.

Wyniki badan immunohistochemicznych oceniano
jakosciowo biorgc pod uwage intensywnos$¢ barwnego
odczynu w miejscu reakcji antygen-przeciwciato w bada-
nych narzadach szczura, w poszczegdlnych grupach.
Oceniono réwniez ilosciowo przy uzyciu programu kom-
puterowego Analysis-pro. Analize obrazu mikroskopowego
w powiekszeniu 125x oceniajaca ekspresje biatka przepro-
wadzono oceniajac z kazdego preparatu 3 losowo wybrane
miejsca, kazde o powierzchni 781193,35um?2 Liczono pole
powierzchni komdrek wykazujacych odczyn dodatni (+).

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.

Analizie statystycznej poddano réznice w $rednim
polu powierzchni zajmowanym przez dodatni odczyn
immunohistochemiczny w poszczegdlnych grupach dla
wszystkich badanych przeciwciat.

Wyniki badan

Odczyn immunohistochemiczny wzrést we wszyst-
kich grupach dos$wiadczalnych w poréwnaniu z grupa
kontrolna. Nie byto réznic statystycznie istotnych miedzy
grupa samic 10 dnia cigzy i 10 dni po okoceniu.

Zmiany hormonalne w przebiegu cigzy wywotuja
apoptoze, w ktorej sygnat do indukcji przebiega droga
zewnetrzng przez aktywacje kaspazy 8 gtéwnie pod ko-
niec cigzy (20-tego dnia). Droga zewnetrzna zaangazo-
wana jest rowniez w potowie cigzy na podobnym pozio-
mie jak po okresie potogu jednak istotnie mniejszym niz
20 tego dnia cigzy.

Tab. 1. Srednie pole powierzchni w um? zajmowanej przez
dodatni odczyn immunohistochemiczny dla biatka Kaspaza 8
na badanej powierzchni: 781193,35 um? we wszystkich bada-
nych grupach. Odchylenie standardowe i One way ANOVA test

Wykr. 1. Srednie pole powierzchni zajmowane przez
dodatni odczyn immunohistochemiczny dla kaspazy 8
w komoérkach nabtonka kanalikow nerkowych nerek
ciezarnych samic szczura

kaspaza 8

odchylenie standardowe M $rednia

One way
Nerka Kaspaza 8 ANOVA
K 1 1l 111
$rednia 10232 | 416,89 | 989,95 | 41392 p<0,001
Odehylenie | 57 37 | 41,53 | 45295 | 5062
standardowe

Tab. 2. test t-Studenta - istotno$¢ statystyczna réznic
pomiedzy badanymi grupami w $§rednim polu powierzch-
ni zajmowanej przez dodatni odczyn immunohistoche-

miczny dla kaspazy 8
Nerka
K 1 11 111
I p<0,001
I p=0,001 p=0,01
111 p<0,001 p=0,91 p=0,01

1500 ~ | |
1000 A
o . .
0 T T 1
kontrola 10 dnia 20 dnia 10 dnia po
cigzy cigzy okoceniu
Dyskusja

Kaspaza 8/FLICE/MAC/ Mch5(Fadd-like ICE/Mammalian
CED-3 homologue). Aktywowana przez receptory $mierci,
aktywuje kaskade kaspaz ale jest réwniez bezposrednim
aktywatorem kaspazy 3 - wykonawczej [8].

W drodze zewnetrznej apoptozy istotng role od-
grywaja blonowe receptory $mierci. Efektem wigzania
receptora z ligandem jest aktywacja najczesciej kaspazy
8, rzadziej 10, czy 2. Aktywne formy kaspaz rozpoczynaja
kaskade kaspaz. Do chwili obecnej opisano kilka btono-
wych receptoréw $mierci. Najwazniejsze z nich to TNFR-1
(tumor necrosis factor receptor 1) wiaze sie z TNF alfa,
ktory produkowany jest przez limfocyty T lub aktywne
makrofagi w odpowiedzi na infekcje [9]. Wigzanie to
powoduje trimeryzacje wewnatrzkomérkowych domen
$mierci (DD-death domain), co z kolei prowadzi do wia-
zania wewnatrzkomérkowej czasteczki adaptorowej
i powstania TRADD (TNFR associated death domain).
TRADD moze powota¢ TRAF-2 (TNF associated factor 2),
co w rezultacie prowadzi do pobudzenia gendéw pro zapal-
nych i immunomodulujacych. TRADD moze réwniez powo-
ta¢ FADD (Fas associated death domain), ktére trawi pro-
kaspaze 8 i prowadzi tym samym do apoptozy [10].

TNFR-1 moze 13czy¢ sie réwniez z innym wewnatrz-
komorkowym biatkiem RAIDD (receptor interacting protein
associated ICH-1/CED-3 homologus protein with DD), ktdre
przez interakcje z czastka podobng do efektora domeny
$mierci zwana CARD (caspase recruitment domain) aktywu-
je kaspaze 2, co réwniez prowadzi do apoptozy.

Inny receptor $mierci to CD95/Fas/Apo-1. (CD95-cell
death 95) Ligandem dla niego jest C95L (cell death 95 li-
gand) lub FasL. Jest to trimer, ktéry w polaczeniu z recep-
torem powoduje trimeryzacje receptora. Potgczenie sie
czesci receptora zwanej DD (domeng $mierci) z biatkiem
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adaptorowym FADD (Fas associated death domain) po-
przez interakcje pomiedzy homologicznymi domenami
$mierci na receptorze i na FADD. Powoduje powstanie kom-
pleksu Fas-FADD. FADD oprécz DD ma réwniez DED (death
effector domain), co pozwala pro-kaspazie 8 lub 10 dotgczy¢
sie do kompleksu. Pro-kaspaza 8 (FLICE - FADD-like
[L-1beta
z FADD przez jej wltasny DED. Kompleks Fas-FADD- pro-

converting enzyme) lub 10 {aczy sie
kaspaza 8 lub 10 zwany jest DISC (Death Inducing Signa-
ling Complex) [11]. Nastepuje przejscie pro-kaspazy 8 lub
10 odpowiednio w kaspaze 8 lub 10.

Kolejnym opisanym receptorem $mierci jest TRAIL-
R1, TRAIL-R2 (DR4, DR5 - death receptor 4, 5) Ligandem
dla tych receptoréw jest cytokina TRAIL (TNF-Related
Apoptosis Inducing Ligand) [12].

Inny receptor btonowy to NGFR (nerve growth fac-
tor receptor) ligandem dla niego jest NGF alfa.

W niniejszej pracy wykazano, ze fizjologiczna cigza
jest czynnikiem indukujagcym komorki nerek matki do
wzmozonej, apoptotycznej $Smierci. Pod koniec ciazy sygnat
do apoptozy jest przesylany droga zewnetrznag przez po-
budzenie receptoréw $mierci i aktywacje kaspazy 8.
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