5L steli  tis
Pirmiausias| steli  tiestyrim u davinys—atpa inti, kuri | stel yragyva, okuri jau uvusi.

2005 m. buvo susitarta, kad uvusiomis buslaikomos| stel s, turin iosbent vien S po ymi :
1) | stel prarado plazmalemosintegralum ;

2) | stel ir josbranduolysvisai subyr jo atskirusk nelius,

3) | stel sliekan (as) prarijo kital stel invivo.

Pastaruosius du po ymius galima aptikti mikroskopu, o plazmalemos integralum galima vertinti
biocheminiais metodais arba da ant vadinamaisiais vitaliniaisda ais. Sie po ymia svarb sir nustatant
udant poveik | steli kult rai invitro (vadinam j citotoksiskum ).

Da nai vertinamasne uvusi | steli kiekis, o visoskult ros gyvybingumas. Tadatiriama, kaip d |
poveikio pakito | steli kult ros klonogeniskumas, t.y | steli sugeb jimas dalytis (sudaryti klonus —
vienos| stel spalikuonis), med iag apykaita, DNR sintez ar kitos| steli funkcijos.

Programuotair atsitiktin | steli tis

Programuotal steli  tis—tai | steli mirtis, kai pa ios| stel skomponentai ,nu udo” | stel |,
paleid josgenuoseu koduot  tiesprogram .

Programuotal steli  tis pirmiausiabuvo aptikta, tiriant nat rali besivystan iogemalo| steli  t,
istinkan i | steles, kurios b tinos gemalui tik laikinai, o po tam tikro laiko tampatik nereikalinga
nadta. S | steli mirtiestip galimalaikyti genetidkai u koduota savi udybe. Pastab s embriologai
iSskyr trij tip programuot | steli t.

Vykstant | tipo programuotai  iai, sutank ja (kondensuojasi) branduolio med iagair visal stel
susitraukia.

Vykstant Il tipo programuotai | stel s ial, susidaro autofagin svakuol s, irl stel , suvirskina*
lizosomos.

Vykstant |11 tipo progarmuotai | stel s iai, | stel iSbrinkstair plazmalema, praki ra‘, t.y. ima
nevaldomai praleisti med iagas, kurios nepraeinapro normalios| stel splazmin membran .

Sie tiestipai dabar yravadinami apoptoze, autofagija ir nekroze (atitinkal, Il ir I11 tipo
programuot  t).L steli sandaros poky iai, b dingi programuotai  stan ioms| stel ms, pasteb ti
irtiriant | steli atsak  alingus aplinkos poveikius, pvz., toksiskus cheminius junginius,
jonizuojan i spinduliuot . Tod | kai kuriuos patologin sl steli  ties pavidalus imta vadinti
programuotal steli  timi.

Programuotos| steli  tiess vokayra ganapriestaringa, ir laikui b gant jos turinys kinta. Prad jus
tirti molekulinius apoptoz svyksmusir atskleidusj sekasbei juosvaldan ius genusir baltymus,
programuot | steli  t imtatapatinti su apoptoze. Atradus autofagijai svarbius genus, autofagin

| steli tisprad talaikyti savitaprogramuotos tiesforma. Nekroz buvo laikomaatsitiktine
pasyvial stel s timi, kuri sukelia patologiniai veiksniai. Ta iau pastaruoju metu skelbiamavis
daugiau duomen , kad | stel valdo ir nekroz . Taip nyksta ribos tarp programuotos ir atsitiktin s

| steli  tiess vok .

Patariamamokdlin jeliterat roje vengti toki termin kaip programuotaar atsitiktin | stel s tis,
geriau kuo tiksliau apib dinti stebim  tiestip , pvz., apoptoz su kaspazi aktyvinimu.



5.1. Apoptoz

Apoptoz (gr. apoptosis- sezoninislap ar ied kritimas, graikiskai tariama apOtosis)

—tai vadinamoji | tipo programuota tis, kuriai prasid jus| stel je aktyvuojami saviti fermentai ir
imamos skaidyti | stel sudaran ios med iagos. Skaidymo produktai pasiskirsto tarp membrana
apgaubt k neli , vadinam apoptoziniaisk neliais, ir taip citoplazmos med iagos nepatenka u
plazmin smembranosrib tarpl stelin med iag .

5.1.1. Apoptoz smorfologiniai po ymiai

Apoptozei nustatyti sukurta nema ai metod , kuriemsreikiasud tingos rangos. Ta iau da nai j
lengva atpa inti nesud tingu optiniu mikroskopu iSryski | stel ssandarospoky i . Prasid jus| stel s
apoptozei,

- iSnyksta mikrogaureliai ir rySiai tarp | steli

-1 stel apval ja,

- traukiamos pseudopodijos,

-suma jal stel st ris(piknoz ),

- pakinta citoplazmos judrumas

- sutank ja (kondensuojasi) chromatinasir telkiasi branduolio pakrastyje,

- branduolys fragmentuojasi (karioreksis),

- citoplazmos organeli  strukt ra beveik nepakinta,

- plazmin membranap g ja, bet islieka nepralaidi iki paskutini apoptoz sstadij . Baigiantis
apoptozei, | stel fragmentuojasi membrana apgaubtus apoptoziniusk nelius, kuriuos
»Supakuojamos® branduolio, mitochondrij ir kit organeli liekanos. Apoptoziniusk nelius
fagocituojaaplinkin sl stel sar makrofagai.

5.1 pav. Kultyvuojamos peli  hepatomos| stel s, sveikos (kair je) ir  van iosapoptoz sb du (deSin je).
Praleistos Sviesos diferencin s interferencijos kontrastas (DIC)

Da niausiai apoptoz nustatoma, nuda ius gyvas| stelesfluorescuojan iaisda ais, kurie prisijungia
prie DNR. Pro fluorescencin mikroskop matomos ryskios kondensuoto ir fragmentuoto chromatino
sankaupos (5.2 pav.).

5.2 pav. Kultyvuojamos peli  hepatomos| stel s, sveikos (kair je) ir van iosapoptoz sb du (dedin je).
Fluorescencin mikroskopija, da yta Hoechst 33342



Kitas nesunkus b das apoptozei aptikti yra DNR elektroforez , vadinamasis Northern blotingas.
Vykstant apoptozei, fermentai skaido chromosom DNR molekules, nutraukdami rySius tarp
nukleotid , esan i tarp nukleosom . Tod | skirstant DNR fragmentus pagal judrum elektros lauke,
gaunamas rinkinys DNR fragment , kuri dydisb nanukleosomos dyd io kartotinis,

Elektrof oregramoje matyti vadinamosios DNR kop ios.

5.3 pav. DNR, iSskirtosiS apoptozuojan i peli hepatomos| steli , elektroforegrama
5.1.2. Apoptoz s molekuliniai vyksmai

Apoptoz vyksta dviem etapais. Pradin s (latentin s) faz smetu| steli sandara atrodo nepakitus,
ta iau | stel jevyksta paruoSiamioji pertvarka. Latentin sfaz svyksmai b nalabai vair s,
priklausomai nuo | stel stipoir apoptoz sukelian io stimulo pob d io. Tuo tarpu vykdomoji
(egzekucin ) faz visaisatvgaisb nalaba panasi. Egzekucin sfaz smetu | stel jevyksta
biocheminiai ir strukt riniai poky iai, d | kuri per ma daugvaland | stel subyra membrana
apgaubtus apoptozinius k nelius. Svarbiausios| stel s skaidytojosyrakaspaz s, baltymus skaidan |
ferment (peptidazi ) grup . Beje, kai kada apoptoz vykstair be kaspazi .

Kaspaz s—tai peptidaz s, kuri aktyvigjame centre yraamino r gstiscisteinas ir kurios skelia asparto
r g&ties karboksilin sgrup ssudarom peptidin ryS (angl. caspase — cysteinic aspartate specific
peptidase). Kaspazi pirmtakal prokaspaz s yra nuolatos sintezuojamos visose| stel se kaip neaktyv s
baltymai. Aktyviais fermentaisjostampad | autokataliz sarba skeliant kitoms kaspaz ms. D | to

nutr kstaaspartor gsties sudaromi peptidiniai rySiai, jungiantys du baltymo domenus, ir atskyla
slopinantis fragmentas. Atsiskyr domenai suriSakit toki por , ir sudaromas keturi peptidini
grandini darinys — aktyvi kaspaz .

5.4 pav. Kaspazi aktyvinimo schema

IS14 inom kaspazi (5.1 lent.) 11 aptiktos mogaus| stel se. Kai kurios kaspaz s svarbiosu degimo vyksmames, ta iau
dauguma yra apoptoz sfermentai. Jie skirstomi  dvi grupes —iniciacijos kaspaz sir vykdomosios (efektorin s) kaspaz s.
Iniciacijos prokaspaz sturi ilgus N galinius domenusir tais domenais s veikaudamos su kitais baltymais geba susirinkti
didesniustelkinius. Ten jos aktyvinamos autokataliz sb du, skeldamos viena kitos peptidinius rySius.



5.1 lentel . Kaspazi funkcijos

Kaspaz Funkcija

1 Interleukin poSeim sbaltym brandinimas

2 Streso sukeltos apoptoz s tarpinink

3 Galutin  vykdomoji kaspaz

4 U degimas/ apoptoz

5 U degimas/ apoptoz

6 Galutin  vykdomoji kaspaz

7 Galutin  vykdomoji kaspaz

8 ties receptoriaus kelio apoptoz starpinink

9 Mitochondrinio kelio apoptoz s tarpinink

10 ties receptoriaus kelio apoptoz s tarpinink
11 Septinio Soko tarpinink (pel s)

12 Endoplazminiam tinklui savitos apoptoz starpinink (pel s)
13 U degimas/ apoptoz

14 Epidermio diferenciacijos metu ekspresuojama

Apoptoz gali prasid ti dviem keliais—iSoriniu (receptoriniu) ir vidiniu (mitochondriniu). Nat raliai
| steli lal svarbesnisisorinis kelias, o dirbtiniai  alingi poveikiai da niausiai sukeliavidinio
apoptoz skelio vyksmus.

ISorin apoptoz skeli paed iatirp s, tarpl stelin u pild sekretuojami saviti baltymai,
vadinamigji tiesligandai, pvz., FasL, TNF- . Jie prisijungiaprie vadinam | tiesreceptori —
| stel splazmin membran siterpusi baltym , pvz. Fas, TNF-RI.

Suri§ homotrimerin ligand , tiesreceptoriai taip pat sukimba vienas su kitu ir sudaro trimer . Receptori  citozoliniame
fragmente esantisbaltym s veikos domenas DD (angl. Death Domain) pritraukia pagalbin baltym FADD (angl. Fas-
Associated Death Domain protein), kurio DD domenas s veikauja su receptoriaus DD domenu. Susidariusi baltymin
platforma pritraukia kitus baltymus, tarpj ir iniciacijos prokaspazi -8 ir -10 molekules. Mat, pagal biniame baltyme FADD
yrair kitasbaltym s veikos domenas - DED (angl. Death Effector Domain). Tok domen turi ir iniciacijos prokaspaz -8
(dar neaktyvus, nesuskaidytas peptidas), kuri ir prikimba prie pagalbinio baltymo FADD. Taip susidaro t sukeliantis
signalinis kompleksas DISC (angl. Death-Inducing Signaling Complex). Kai vienoje vietoje susitinka kelios prokaspazi
molekul s, jos aktyvinavienakita. Aktyviosiniciacijos kaspaz s skaido ir taip aktyvina vykdom sias kaspazes-3ir -7.

5.5 pav. ISorinio (receptorinio) apoptoz skelio prad ia

Siuo metu vyrauja nuomon , kad vidinis apoptoz skeliasnegr tamai paleid iamas tuomet, kai
pradiniai nelam ssignalal pasiekia mitochondrijasir iSj citozol patekusios savitosios molekul s
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netiesiogiai aktyvina kaspazesir DNR skaidan ius fermentus. Vidiniam apoptoz skeliui svarbiausios
kaspaz syrainiciacijos kaspaz -9 ir vykdomoji kaspaz -3.

Mitochondrijosyral stel sj gain s, gaminan iosmed iag apykaitos virsmams naudojam

did iaenerg jungin ATP. Ta iau mitochondrijosyrair savi udyb sginkl arsenalas. Jas pasiek

vair sl stel svidujearisor jekil vidinio apoptoz skelio signalai padidina mitochondrij membran
pralaidum .

TadaiStarpmembranin sertm s citozol patenkaapiedeSimt| stel udan i batym : tokie kaspazi
aktyvatoriai, kaip citochromas c.

Citozolyje citochromas ¢ pagauna Apoptozin peptidaz aktyvinant faktori 1 (Apaf-1) irjie abu,
padedant ATP arba dATP, sudaro didel baltymin 7-kartin s simetrijos kompleks , vadinam |
apoptosom . Ji pritraukiainiciacijos prokaspaz s-9 molekules, kur jos aktyvinamos autokataliz sb du.
Aktyvi kaspaz -9, nepalikdama apoptosomos, savo ruo tu aktyvina vykdom sias kaspazes-3ir -7.

5.6 pav. Apoptosomos susidarymo schema

Vidinio apoptoz skelio vykdomosiosfaz sprad ia—padid j smitochondrij iSorin s membranos
pralaidumas. Kod | ir kaip jispadid ja, n raaiskuiki Siol. Vienahipotez teigia, kad mitochondrij
iSorin je membranoje proapoptoziniai Bcl-2 (angl. B cells leukemia) Seimos baltymai sudaro
baltyminius kanalus, pro kuriuos ir iSeina apoptoz sukelian ios molekul s.

Kasyratoji Bcl-2 Seima? Tai ma daug 20 baltym , kuri molekul se yranuo vieno iki keturi savit

domen , vadinam Bcl-2 homologijos domenais, BH. Sioje Seimoje yra du poSeimiai — proapoptoziniai
ir antiapoptoziniai baltymai.

5.7 pav. Bcl baltym sandara. Bcl-2 ir Bcl-x, — antiapoptoziniai, Bax, Bak, Bid — proapoptoziniai.
5



Proapotoziniai Bcl-2 Seimos baltymai. Sveikose | stel se baltymas Bax yra monomerinisir plaukioja
citoplazmoje arbab nasilpnai prikib s prie endoplazminio tinklo arba mitochondrij . Gav s apoptoz s
signal , Bax kei iakonformacij , keliauja mitochondrij , siterpia josiSorin membran , ten
oligomerizuojasi ir taip sudaro kanal . Atrodo, kad toki baltym s veik su membranaveikiair
membran lipid poky iai.

Antiapoptoziniuose Bcl-2 Seimos baltymai. Manoma, kad antiapoptoziniai baltymai surisa
proapoptozinius Bcl-2 Seimos baltymus, tokius kaip Bax ir Bak, ir taip slopina apoptoz .

Per Bid baltym iSorinis apoptoz s kelias pasiekia mitochondrijas, nors Siam keliui, kitaip negu
vidiniam apoptoz s keliui, mitochondrij apoptoziniai baltymai n rab tini —vykdom sias kaspazes ia
aktyvinakaspaz -8. K daro Bid? Kaspaz -8 nuskeliadal Bid molekul s, o susidar svadinamasistBid
keliauja mitochondrij ir ten padeda citochromui ¢ patekti citozol .

Molekuliniai apoptoz svyksmai yraintensyviai tiriami ir apoptoz s kelius galima pavaizduoti gana
iSsamiai. iaaprasytostik retkSmingiausios molekul sir svarbiaus apoptoz svyksmai.

5.1.3. Nuo kaspazi nepriklausoma apoptoz

Padid jus mitochondrij membran pralaidumui, citozol patenkanetik kaspazi aktyvatoriai, bet ir
dar du svarb sbaltymai: Apoptoz Indukuojantis Faktorius (AIF) ir endonukleaz G (EndoG). Sie
baltymai keliauja branduol ir nepriklausomai nuo kaspazi ardo chromatin ir DNR. AlIF as
pasteb tasir citozolyje, ir branduolyje. Da nai tai vyksta lygia greta su citochromo c atsiradimu
citozolyje.

5.2. Autofagija

Susid v jusios| stel sdalysar jas sudaran ios polimerin smolekul s, kaip baltymai, nukleor gstysir
angliavandeniai, bei lipidai yra skaidomos pa iojel stel je, kadiSgaut med iag b t galima
pagaminti naujas| stel ssud tinesdalis. Svarbiausios skaidymo organel syralizosomos — vakuol s,
pilnos vairi skaidymo ferment . Baltymus da nai skaido proteasomos. Gretasi skaidymob d

| stel jevykstadar ir autofagija.

Autofagija[gr. savivalga, sav s (auto-) valgymas (-fagija)] yra savitas eukariotin sl stel sorganeli ir
ilgai gyvuojan i baltym skaidymas. Vykstant autofagijai (tiksliau, makroautofagijai), | stel svidin s
membranos apgaubia pasmerkt organel ir perduodaj lizosomai. Autofagijavykstal stel ms
badaujant, tr kstant deguonies, pakilustemperat rai, persitvarkant audiniamsar | stel ms (pvz.,
vystantis gemalui). Autofagija paSalina pa eistas organeles ar patogenusir tokiu b du padedal stelei
iSgyventi sunkius laikus. Ta iau perdaug intensyvi autofagijagali nu udyti | stel . Tada autofagija
laikomalll tipo programuotal stel s timi. Autofagija svarbi daugeliui fiziologini vyksm . Ji
reguliuojal stel saugim , sen jim , svarbi imunitetui.

Autofagijos morfologiniai po ymiai

Naudojant optin mikroskop , | steles su intensyvia apoptoze atpa inti yra ymiai sunkiau, nei
autofagines ar nekrozines| steles. Autofagini | steli citoplazmalabiau gr d ta, jose b nadaugiau
p deli . Taiaup deli padaug jair vykstant nekrozei, tod | rodyti, kad tokiose| stel sevyksta
b tent autofagija, galimal stelesnuda iustaip, kad iSrySk t saviti baltymai, b dingi autofagin ms
p el ms.



Autofagijos molekuliniai vyksmai

Spar iai vystantisgenom tyrimo metodams, nesenial aptikta gen , kurie lemiaautofagij ir kurie
ma ai pakito evoliucijosb gyje. Tal paskatino intensyviau tirti § programuotos| steli  tiestip ,
ieSkoti autofagijai reikdming molekuli . Siuo metu yra nustatyti ry3kiausi baltymai, reikaling
autofagijai, apibr tos autofagijos stadijos. Pirm j , indukcij , lemiasavitosioskinaz s. V liau Atg
Seimos baltymal atrenka ir supakuoja pasmerktuosius| stel s komponentus. Susidaro vadinamoji
pradin autofagosomos strukt ra PAS, turinti dvigub membran . PAS did ja, kol susidaro u dara
p slel autofagosoma. Autofagosomasusiligasu lizosoma. iahidrolaz s suskaido organeles ar
baltyminius darinius smulkesnius blokus, kurie iSmetami  citozol naujiems biosintez s vyksmams.

5.8 pav. Autofagija
5.3. Nekroz

Nekroz yraapibr iamakapl| stel s tisbeapoptoz sar autofagijospo ymi . Da nai nekroz
laikoma atsitiktine, pasyvial stel s timi, kuri istinkal stel tuomet, kai alingas poveikisb nalabai
stiprusir virSijal stel sgaliasisgyventi arba ti tvarkingai. Tadaplazmin membrana praki rair
citoplazmaissiligau | stel srib . Gyvame organizme to neturi b ti, tod | kylau degimas, kur
skatina uvusios| stel scitoplazmoje buvusiosu degimin smolekul s.

Pastaruoju metu kaupias vis daugiau duomen , kad nekrozin | stel s t sukeliavidin programa,
paleid ianti signalinius vyksmus, kaip atsak  kai kuriuos stimulus.

Nekroz smorfologiniai po ymiai

Nekrozini | steli citoplazmoje padaug jap deli , | stel sisbrinksta, matosi pro plazmin membran
besiliganti citoplazma. Lengviausia nekroz aptikti da ant | stelesda alais. Kal kurieisj , pvz.,
akridino oran as, lengvai ir greitai patenka gyvas| steles, o kiti, pvz., propid iojodidas, | stel
patekti gali tik tada, kai jos plazmin membrana nebegali b ti u kardatarp| stel sir aplinkos. Tad
nuda ius| stelestoki dvigg da misiniu, galimalengvai atskirti gyvasir negyvas| stelesbei
nustatyti apoptoz . Neapoptozin snegyvos| stel s paprastai laikomos nekrozin mis, ta iau visada
reikiatur ti omenyjeir autofagijos galimyb .



52lentel .L steli  tieskeli po ymiai
L steli Morfologiniai po ymiai Biocheminiai Nustatymo metodai
ties Plazmalema Branduolys Citoplazma po ymiai
kelias
Apoptoz Pdja Chromatinas Subyra Da niausiai Mikroskopija,
kondensuojasi, apoptozinius aktyvinamos Kaspazi aktyvumo
branduolys k nelius kaspaz s, matavimas, DNR
fragmentuojasi, citoplazmoje elektroforez
DNR skyla pasirodo TUNEL, da ymas
nukleosomas citochromas c, aneksinu VvV
plazmalemos
pavirsiuje pasirodo
fosfatidilserinas
Autofagija P dja ISdalies Padaug ja Padid jalizosom Mikroskopija,
kondensuojasi p deli ferment aktyvumas | Western'o andliz ,
chromatinas da ymas MDC*
Nekroz Padid ja DNR skyla ISbrinksta, aplink patenka Mikroskopija,
plotas, suyra atsitiktin sevietose | padaug ja citoplazminiai L stel sir branduolio
p deli , baltymai da ymas savitais
pakinta da alais
organel s,
iSbrinksta

mitochondrijos

*) MDC — monodansilkadaverinas — fluorescencinis autofagini p deli da asinvivo




