Starzenie

smieré komorek
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Odnowa tkanek jest konieczna u organizméw wielokomaorkowych,
takich jak ssaki, lecz proliferacja komorek niesie ryzyko rozwoju
nowotworu
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Senescence

Zagrozenie zycia przez rozwijajgce sie nowotwory zostato czeSciowo
zmniejszone dzieki mechanizmom supresorowym powstatym w trakcie
ewolucji. Jednym z nich jest starzenie komorkowe, ktére zatrzymuje
proliferacje zmienionych komorek, drugim - programowana smierc
komorek - apoptoza, ktora eliminuje zmienione komorki z organizmu.



Starzenie replikacyjne

TELOMERE

STRUKTURA CHROMOSOMU

Konce chromosomow sg podatne na
dziatanie enzymow degradujacych
DNA, a takze chromosomy mogg
ulegac fuzji (mniej stabilne niz koliste
DNA, lecz umozliwiajg rekombinacje).

Starzenie telomerowe.

Uszkodzeniom chromosomow
zapobiegajg — TELOMERY-
powtarzajgce sie sekwencje
niekodujgcego DNA (TTAGGG)
na konncach chromosomow.
Tworzg one wraz z
towarzyszgcymi im biatkami
czapeczki. Ludzkie telomery u
noworodka majg dtugosc

25 000 bp.
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Problem replikacji koncow

Polimeraza DNA moze
czytac i syntetyzowac
nowg ni¢ DNA tylko w
jednym kierunku,
zaczynajac od startera.
Poniewaz startery muszg
by¢ przyczepione przed
miejscem syntezy,
chromosomy tracg czesc
telomerowego DNA (50-
200 bp) w kazdym cyklu
replikacyjnym.



STARZENIE REPLIKACYJNE

Dysfukcjonalne (zbyt krotkie) telomery wiaczaja program starzenia sie
lub apoptozy poprzez biatko p53.

Chromosom ~
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Telomery

Podziaty
Komérek

Skrécenie
Telomerow

Podziaty
Ko morek

telomerowych

Nie sg znane czynniki decydujgce czy
komorki ulegng procesowi starzenia czy
apoptozie . Uszkodzone fibroblasty oraz
komorki nabtonkowe zwykle ulegaja
starzeniu, podczas gdy uszkodzone
limfocyty majg tendencje do apoptozy.

Starzenie lub
Apoptozy
p53lp21
Rb

Kryzys

Systemy regulujgce apoptoze i
proces starzenia sie komunikujg
sie ze sobg, prawdopodobnie
poprzez biatko p53.



STARZENIE REPLIKACYINE

Starzenie replikacyjne niezalezne od skracania telomerow,
spowodowane stresem (np. oksydacyjnym) powoduje
zwiekszenie ekspresji p16 (inhibitor CDK4 i 6) i uruchomiony
zostaje szlak p16-pRB. Takie starzenie nazywane jest
indukowanym przez stres przedwczesnym starzeniem (SIPS -
stress induced premature senescence).
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Komorka, ktéra ulegta starzeniu
replikacyjnemu

Mitotyczna komorka niezdolna do podziatow, lecz
Zywa i metabolicznie aktywna.




Charakterystyka komorek ulegajgcych
procesowi starzenia

Mtode komorki wykazujg ekspresje lizosomalnej galaktozydazy
(optimum pH 4.5).

Komorki ulegajace procesowi starzenia wykazujg ekspresje [3-
galaktozydazy, o optimum aktywnosci przy pH 6 (sa-B-gal —
senescence-associated).

Ten marker jest obecny wytacznie w komorkach, ktore ulegty
procesowi starzenia.



Komorki miesni gtadkich w hodowli z
wyznakowang sa-pB-gal (pH 6)




Ogniska heterochromatyny zwigzane ze starzeniem

(SAHF)
Growing Senescent
® o
Heterochromatin ‘ * h Senescence
located at I Associated
nuclear periphery a Heterochromatic
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Foci (SAHF)

__ Detect Chromatin
Structure Using HIC

Highly structured
heterochromatin

Heterochromatin

LADs

Loss of local interactions in
SAHF heterochromatin

SAHF wigza loci genow
kodujgcych propodziatowe
biatka w struktury
heterochromatynowe, co
zapobiega ich transkrypcji.



Profil wydzielniczy komorek zwigzany ze starzeniem

(SASP senescence associated secretory phenotype)

Czynniki SASP - interleukiny, chemokiny, czynniki wzrostu,
proteazy i sktadniki ECM.

Czynniki te mogg oddziatywac na otaczajgce komorki poprzez
aktywacje receptorow powierzchniowych i szlaki sygnatowe
prowadzac do wielu stanow patologicznych, wtaczajgc proces
nowotworzenia.

Komorki ulegajgce procesowi starzenia moga
modyfikowac otaczajgce tkanki.



Wolnorodnikowa teoria starzenia sie

Wolne rodniki (O,~, OH ", H,0,)
dziatajg jako wewnatrzkomaorkowe
informatory (kontrola transkrypciji,
regulacja aktywnosci kinaz i fosfataz,
procesow metylacji DNA) .

POWSTAWANIE WOLNYCH RODNIKOW
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Zachodzacy wraz z wiekiem
wzrost stezenia wolnych
rodnikdw zmienia ich
regulatorowg aktywnosc¢
prowadzgc do starzenia
entropowego.

Wolne rodniki fatwo wchodzg w
reakcje z biatkami, lipidami i
kwasami nukleinowymi.
Efektem tego jest karbonylacja
biatek (C = O), oksydacja grup
SH, wstepna peroksydacja
nienasyconych kwasow
ttuszczowych oraz zmiany w
DNA (stres oksydacyjny).
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Antyoksydanty

U mtodych wolne rodniki sg skutecznie ANTYOKSYDANT
neutralizowane przez antyoksydanty o S 2o

(dysmutaze ponadtlenkowg (SOD), Ly L

katalaze, peroksydaze glutationowg 2 D 90
peroksyredoksyne 1, B-karoten, kwas s =" _.,-""",,x/ \
foliowy, kwas moczowy, witaminy A, C, L.C 3

E). i

niesparowany \_
elektron ~o9

. . Iy WOLNY RODNIK
Wraz z wiekiem aktywnosc i ilos¢

antyoksydantdw zmniejsza sie
prowadzgc do nadmiaru wolnych
rodnikéw i stresu oksydacyjnego, a w
komorkach gromadza sie
spowodowane przez wolne rodniki
uszkodzenia.
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Terminalnie
zroznicowane
komaorki i starzenie

SENESCENT NTLURONS

Neurony w starzejgcym sie mozgu i na
obwodzie gromadzg rozne formy uszkodzen
DNA. Z powodu duzej aktywnosci
metabolicznej i stosunkowo matej
aktywnosci antyoksydacyjnej neuronodw,
poziom wolnych rodnikow tlenowych (RFT),
w tych komadrkach jest wysoki. RFT
uszkadzajg DNA w trakcie niepatologicznego
starzenia mozgu, jak rowniez w patogenezie
zaburzen neurologicznych zwigzanych ze
starzeniem sie. Odpowiedz neurondéw na
uszkodzenia DNA jest zwigzana z markerami
starzejacych sie komorek: produkcjg RFT,
wydzielaniem interleukin, aktywnoscig sa-b-
Gal i heterochromatinizacja.



Glikacja i starzenie

Glikacja jest wynikiem kowalencyjnego wigzania biatka, lipidow lub czasteczek
DNA z czgsteczka cukru bez udziatu enzymow, przypadkowy proces, ktory
uposledza funkcjonowanie czgsteczek.

Skomplikowany szereg reakcji Amadoi

rowadzi do powstawania N2 n s e
P P Glucose w=== Schiff's base === Fructosamine

zaawansowanych produktow Rt

. : . : + RNH, +RNH,
koncowych glikacji (AGE age glycation am,m\ l :njf:zm / “*:f::;w
end products).

. | o \ AGES\
Niektore AGE sg nieszkodliwe, inne

sg zaangazowane w wiele chorob
zwigzanych z wiekiem, np.: choroby
uktadu sercowo-naczyniowego, Glycolytic Lipid

chorobe Alzheimera, gtuchota. intermediiates peroxidation

(Methylglyoxal, 3-deoxyqglucosone) (Glyoxal, methylglyoxal)
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Glikacja i starzenie

Internal RAGE drives inflammation

* Allergy and autoimmune

diseases
* Neurodegeneration
RAGE

Cardiovascular diseases

@D » ..
“AGEs \ . an:c:irssorders

* Diabetes
* Endocrine disorders
in the modern the circulation  aninflammatory gisorders

diet due to heat and bind to the response and
treatment of AGE Receptor cellular
food stuffs (RAGE) dysfunction

Niektore typy komorek (komorki srédbtonka, komérki uktadu
immunologicznego) posiadajg receptory dla AGE - RAGE. Liczba RAGE
zwieksza sie wraz z wiekiem, w przebiegu chordb zwyrodnieniowych i
cukrzycy. AGEs gromadzg sie w komorkach i stymulujg produkcje
wolnych rodnikow, aktywnosé NFkB i zapalenie starcze (inflammaging).
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Zapalenie starcze (Inflammaging) przewlekie

ogollne zapalenie - proces o umiarkowanym nasileniu rozwijajacy
sie w przebiegu starzenia

Zmienione poziomy prozapalnych cytokin (np.: IL-6 i TNF), biatek ostrej fazy
(biatka C-reaktywnego), zmniejszony poziom cytokin przeciwzapalnych np.
IL-10 zaburza dziatanie uktadu immunologicznego.

Choroby uktadu sercowo-
naczyniowego

kardiomiopatia miazdzyca
udar

Choroby metaboliczne
cukrzyca Choroby
typu Il sttuszczenie neurodegeneracyjne --
watroby
bezdech senny choroba Alzheimera

Przewlekte choroba Parkinsona

zapalenie

Choroby ukfadu miesniowo- .
szkieletowego — zotadka, watroby, ptuc,
choroba pecherzyka zétciowego,
zwyrodnieniowa stawdw, okreznicy, odbytu, trzustki,

osteoporoza, sarkopenia prostaty, etc.

Zapalenie starcze -
przyczyna rozwoju wielu
choréb zwigzanych z
wiekiem.



Toll- and NOD-like receptors

Rozpoznajg PAMPs (pathogen-associated molecular patterns), i DAMPs

(damage-associated molecular patterns) uwalniane z komaorki w wyniku jej
uszkodzenia.

Toll-like receptors (TLR) R TRl %Ei
Biatka transbtonowe. Interakcja
e

TLR ze specyficznym PAMP Ged & -y @ ) 4

. ] ST sy U'—-'é“ - ) TLRZ) |4y 0
indukuje NF-kB, a tym samym vy %’ y
wydzielanie cytokin ! @

(RF3)

prozapalnych i czgsteczek

kostymulujgcych. | EsEbonL !

NOD-like receptors (NLRs)

Cytoplazmatyczne biatka regulujgce odpowiedz zapalng i apoptoze. Po
interakcji z rozpoznanymi wzorcami molekularnymi aktywujg NF-kB i
produkcje czynnikéw prozapalnych .
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Czynnik transkrypcyjny NF-kB i starzenie

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
kompleks biatkowy kontrolujgcy produkcje cytokin i przezycie komorek.

Promuje przezycie komorek i

reguluje odpowiedz s o
odpornosciowa na infekcje. — ‘ fﬂmﬁm of (, [ Senescence IA —
Nieprawidtowa regulacja NF- @ toimume cells - SASP -

kB wystepuje w przebiegu C ~

nowotworow, choréb

autoimmunizacyjnych, m

wstrzgsie septycznym, i _
zapaleniach, w tym Misciofages G
zapalenia starczego Seapsayies NFk B s
(inflammaging). activation || PPithelialeells

]

Pro-inflammatory molecules




APOPTOZA

1842 — Vogt, 1885 — Flemming, 1965 — Kerr,
2002 - Brenner, Horvitz, Sulston — Nagroda Nobla - medycyna.



Typ | programowanej Smierci komaérki - apoptoza
gr. ,,opadanie lisci”

Apoptoza uczestniczy w roznych procesach biologicznych, takich jak
rozwoj, utrzymanie homeostazy tkanek i eliminacji komorek
nowotworowych.

Apoptoza wymaga wtgczenia odpowiedniego szlaku
biochemicznego.



W czasie embriogenezy wiele komorek
ulega procesowi apoptozy.
Roznicowanie palcow spowodowane
jest apoptozg komorek pomiedzy
przysztymi palcami.

Takze przez reszte zycia musi byc
utrzymana rownowaga pomiedzy
proliferacjg a smiercig komorek. Okoto
50 do 70 miliardow komorek ulega
apoptozie u dorostego cztowieka. U
dziecka w wieku pomiedzy 8 a 14 lat -
okoto 20 - 30 miliardow komadrek (np.:
w szpiku kostnym, przewodzie
pokarmowym).

Apoptoza w embriogenezie

Odpornos$¢: eliminacja zakazanych klonow
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Rozmiar organu: eliminacja nadmiarowych komaérek

Morfogeneza: eliminacja nadmiarowych komaérek

% L

Selekcja: eliminacja niefunkcjonalnych komoérek

EEp.



Wit3aczana przez wiele szlakéw sygnatowych, regulowanych przez
wiele zewnetrznych i wewnetrznych ligandéw wptywajgcych na
los komorek, determinujgcych ich smierc lub przezycie.

Apoptotic signals

{

De-phosphorylation

release of Bad

Wyrodznia sie dwa gtéwne
szlaki apoptozy zalezny i
niezalezny od kaspaz.
Mitochondria, to
organelle, w ktérych tgczg
sie rozne szlaki apoptozy.

Apal-1

Caspase 9

» ) q
O —

Cytochrome C Apoptosome formation

Caspase
Cascade
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Kaspazy
proteazy cysteinowe tngce wigzania peptydowe od strony
karboksylowej reszty kwasu asparaginowego

~

Group 1 caspase-2 ——

caspase-8 1NN - initiator caspases

caspase-9 = .

caspase-10 ——— - Kaspazy sg endoproteazami,
Group 2 caspase-3 — e ) ktore pOSiadaja rESZty

ORSpIERS-0 T W (7 SO cyteinowe w miejscu

caspase-7 —E—. k

aktywnym.

Group 3 caspase-1 e m—— S ywny

caspase-4 8 mm' am

caspase-5 —

> inflammatory caspases

caspase-12 — .

caspase-13 -— .

caspase-14 — -

HWCARD DDED [l large subunit W small subunit
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Kaspazy

Apoptotyczne kaspazy dzielg sie na dwie klasy: inicjatorowe (2, 8, 9 i
10) i egzekutorowe (3, 6, 7) (efektorowe).

a

Initiator apoptotic caspases
Pro-domain Large subunit Small subunit
! } L =y

Inactive
monomer

|
b P

ool

BED Caspase 2.

caspase 8 and
caspase 9

Caspase 8 activation

P a)
12)
=

V?%o
o

Dimerization and
interchain cleavage

—

1

\ﬂﬂi

Active caspase 8

Executioner apoptotic caspases
Large subunit  Small subunit

7™ /
— |-

() Caspase 3,
caspase 6 and
caspase 7

Executioner caspase activation

Inactive dimer

Active
initiator
caspase

Active dimer

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Enzymy te sg obecne
w cytoplazmie w
postaci nieaktywnych
proenzymow, ktore sg
aktywowane w wyniku
proteolizy i tworzenia
aktywnych
tetramerow.
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Kaspazy inicjatorowe
rekrutujg kaspazy egzekutorowe
Kaspazy inicjatorowe 2 i 9 posiadajg domene rekrutacji i aktywacji
kaspaz (CARD). Biatka zawierajgce CARD, zwykle wigzg sie z innymi
biatkami posiadajgcymi te domene.

Kaspazy inicjatorowe 8 i 10 posiadajg efektorowg domene Smierci
(DED). Biatka zawierajgce DED, zwykle wigzg sie z innymi biatkami
posiadajgacymi te domene.
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Kaspazy egzekutorowe 3, 6, 7

koordynowanie fazy realizacji apoptozy przez rozktad wielu biatek
strukturalnych i naprawczych.

Gtownym egzekutorem apoptozy jest kaspaza 3

Apoptods Sgnal
Substraty : *
Liczne biatka strukturalne i o SREN®D |49
",‘_ “— Initiator Caspases
regulatorowe e. g.: i | R :
Gelsolina

Lamlny'ladrowe 3 Hfector Caspases
ICAD — inhibitor DNA-zy zaleznej :‘D

kaspaz (CAD). Po aktywacji CAD
przeCina DNA. w — gy g Death Subsrates



Biatka inhibitorowe apoptozy (IAP)

rodzina biatek - inhibitorow kaspaz

Niektore biatka lap wigzg i hamujg kaspazy. XIAP (X-linked inhibitor of
apoptosis protein) wigze kaspazy 9, 3i 7 i poprzez hamowanie ich aktywacji
zapobiega apoptozie.

NAIP [ 'y - /4] - D
c-IAPT U e i
c-1P2
XIAP [ 'y - il

ML-IAP - )

ILP-2 i

Survivin (_ mey

Apollon L A | P

_JRe%{@l Interesthg-dev@@éﬁe (RINé-J)mggi/ed coil D NACHT
| CARD | | UBA (@) UBC () LRR
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Zalezny od kaspaz szlak apoptozy

Szlak wewnagtrzpochodny

witaczany przez czynniki powodujgce uszkodzenia DNA, brak
czynnikow wzrostu, brak prawidtowej interakcji z ECM (anoikis).

Intrinsic pathway Extrinsic pathway Szlak
Intracellular stress |:‘I |,§I Lethal ligands ZewnaterOChOd ny
g Bax Bcl-2 - o6 Ay » | IRERA AW
& . SRSEREN h[ ~ wtfaczany wskutek
P * Bid AU = BT ;e e
s W oy = d UMJ *aktywnosci innych
AIF aiamas Procaspase 8 Disc s -
*3:;** C@ \)}U —0 J Complex komOFEk I |Ch
j . V4
" mediatorow — TNF,
Pro:as;gseQ / J | Procaspase 3 FAS Iigand (CD95 L) i
7 | TRAIL (TNF-related
Apaf-1 Caspase
. = * b= ], Caspase ey Apgﬁm,sapoptosm inducing
Caspase 9 Caspase 3 Ilga nd)

Apoptosome



Wewnatrzpochodny szlak apoptozy

Bcl-2 (B-cell ymphoma) — rodzina biatek obejmujaca biatka
regulatorowe apoptozy. Rodzina ta zawiera biatka pro- i
antyapoptotyczne

Biatka antyapoptotyczne: Bcl-2 i Bel-XL
(extra large) hamujg tworzenie
mitochondrialnego kanatu w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej, a zatem hamuja
uwalnianie czynnikdw proapoptotycznych
z tych organelli.

Cytosol

Mammalian BH4
BCL-2 —ES
BCL-X, —

Biatka proapoptotyczne BAX (Bcl-2-associated X protein) i BAK
(Bcl-2 homologous antagonist/killer) powodujg otwarcie kanatéw
w btonie mitochondriow.

BAX .-
BAK -




Wewnatrzpochodny szlak apoptozy

Nieprawidtowe interakcje miedzy
komodrkami i ECM powodujg
uwolnienie biatka (Bcl-2L11) z

cytoszkieletu.

BIM przez oddziatywanie z Bcl-2 i
Bcl-XL, BAX i BAK umozliwia
otwarcie kanatow
mitochondrialnych, co prowadzi
do uwolnienia cytochromu Cii
czynnika Diablo (anoikis).

Intrinsic pathway

Anoikis stimuli

e Smac/Diablo




Wewnatrzpochodny
szlak apoptozy

Uszkodzenia DNA powodujg
aktywacje biatka p53, ktore
(jesli naprawa DNA jest
niemozliwa) zwieksza ekspresje
biatek Puma (p53 upregulated
modulator of apoptosis) i (lub)
Noxa. Podobnie do Bim

pOWOd UJQ one UWOInienie % Transcnphonal activation
cytochromu c i czynnika Diablo ‘ Q

l
Zz mitochondriow. am?)

l

APOPTOSIS




Wewnatrzpochodny szlak apoptozy

Brak czynnikdw wzrostu
powoduje aktywacje biatka BAD
(Bcl-2-associated death
promoter), ktore tworzy
heterodimer z Bcl-2 i Bcl-XL,
inaktywujac je i pozwalajgc aby
BAX/BAK otworzyty kanaty. Gdy
BAD jest ufosforylowane przez
kinaze Akt/biatko B (aktywowang
przez PIP3) jest nieaktywne. To
pozwala biatkom Bcl-2 hamowac
apoptoze indukowang przez BAX.
Fosforylacja BAD jest wiec
antyapoptotyczna, a
defosforylacja jest
proapoptotyczna.

Survival signal
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@ BAX/BAK
1 PIP3 |—
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Apoptosome:
APAF1, Cytc,
Procaspase-9

O O Caspase-9
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0 ®) 0 Caspase-3, -6, -7 e @
®) (executioner caspases)
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Death substrates
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Wewnatrzpochodny szlak apoptozy

Polega na uwolnieniu cytochromu c i czynnika Smac/Diablo z
miedzybtonowej przestrzeni mitochondriow

Smac/
Diablo

1 Sy Bcl-2 family 2

members

Cytochrom c jest hemoproteing zwigzang z kardioliping
wewnetrznej btony mitochondrialnej. We wczesnej fazie apoptozy
zwieksza sie produkcja RFT w mitochondriach i kardiolipina ulega
oksydacji. Cyt c jest wowczas odtgczany i moze byc¢ uwalniany do
cytoplazmy przez pory w zewnetrznej btonie mitochondrium.
DIABLO jest biatkiem mitochondrialnym nazywanym SMAC (second
mitochondria-derived activator of caspases). To biatko wigze IAP,
tym samym uwalniajgc kaspazy i przyczyniajac sie do aktywacji
apoptozy.



Wewnatrzpochodny szlak apoptozy

Cytochrom c wigze cytoplazmatyczne biatko Apaf-1 (apoptotic protease
activating factor-1), ktore posiada domene CARD

= omac/
selldeamiy — L p s Dia[ﬂ"@ Takie kompleksy
0‘: o agreguja [ tworzg
1 e Bcl-2 family ° 2 apoptosomy. o
o members Apoptosomy wigzg i

Apoptosome <

Diablo wigze biatka

R G inhibitorowe
l ,_/ apoptozy (IAPs).
s =
e =
Pro Caspase-3 Active Caspase-3

fCaspase-9 Apaf-1 aktywujq kaspaze—9.
Kaspaza-9 aktywuje
* ‘ kaspazy efektorowe.

— | Cell death




Szlak zewnatrzpochodny
(aktywnos¢ innych komorek)
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Zewnatrzpochodny szlak apoptozy

Aktywacja receptorow smierci (DRs),
nalezgcych do rodziny TNFR.

Fas wigze Fas ligand, transbtonowe
biatko obecne na cytotoksycznych
limfocytach T.

TNFR1 (DR3) wigze TNF.

DR4 and DR5 wigze TRAIL.

| Caspase 8/10 |

/

/o

| Caspase 6,3,7 | \
- (P)

Cytoplazmatyczny fragment DRs
zawiera domene smierci — DD. Po
zwigzaniu liganda DRs ulegajg
trimeryzacji i przez DD wigzg DD biatek poptosoine l

D
. S , | ‘
adaptorowych, ktore zawierajg takze
efektorowg domene $mierci (DED), —— ————.

2\

przez ktorg rekrutujg kaspazy l /
iniCjatorowe = 8 IUb (|) 10 tworzac DISC Cell shrinkage v DNfragmentation
. . . . Membrane blebbing & Chromatin condensation
(death-inducing signaling complex).
J Nucleus d CIIuria
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Zewnatrzpochodny szlak apoptozy

Biatka adaptorowe z domenami DD i
DED:

TRADD -Tumor necrosis factor
receptor type 1-associated death
domain protein

FADD -Fas-associated protein with
death domain

Czynniki antyapoptotyczne:

TRAF1 i 2 - TNF receptor associated
factors, wspotdziatajgce z IAPs.
Kinaza RIP1 (receptor-interacting
serine/threonine-protein kinase) z
domeng DD wspotdziata z FADD,
TRADD iTRAF2 i promuje aktywacje
NFkB, ktory indukuje produkcje IAPs i
hamuje apoptoze.

Fas/CD95

................

nn
S

oooooooooooooooo

o\ A

l Eas ase6,3,7 I \
- (P)

' < M
Apoptosome l
| f
[ Caspase9 | PARP, Lamin A, Actin...

*"DNA fragmentation
Chromatin condensation

Cell shrinkage
Membrane blebbing \

T
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Zewnatrzpochodny szlak apoptozy

Receptory smierci po zwigzaniu
ligandu mogg rowniez stymulowacd
mitochondria do uwalniania
cytochromu c i czynnika Diablo
poprzez biatko BID (BH3 interacting-
domain death agonist). BID
powoduje wbudowanie Bax w
zewnetrzng btone mitochondrialng,
i otwarcie kanatow
mitochondrialnych.

Receptory wabikowe konkurujg z
receptorami Smierci. Wigzg ligandy,
lecz nie przekazuja
proapoptotycznego sygnatu (nie
maja odpowiednich domen).

Fas/CD95 'l DRA/S
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' | Caspase 8/10 | Caspase 8/10
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Egzekucja apoptozy

Komorka kurczy sie Kondensacja jadra "

utrata objetosci K

Fragmentacja DNA
Fagocytoza Ciatka apoptotyczne  karioliza



Fragmentacja DNA podczas apoptozy

Enzymem odpowiedzialnym za
fragmentacje DNA w
apoptozie jest DNA-za zalezna
od kaspaz (CAD). CAD jest
zwykle hamowana przez
inhibitor - ICAD. Podczas
apoptozy kaspaza 3 rozktada
ICAD i tym samym aktywuje
CAD.

CAD przecina DNA w odcinkach usytuowanych pomiedzy
nukleosomami, zatem co ~180-bp, dlatego ze DNA jest zwykle
ciasno owiniete wokot histonow. DNA faczace to fragmenty tatwo
dostepne dla CAD. Fragmenty DNA mogg obejmowac odcinki liczace
180 lub wielokrotnos¢ 180 bp (360, 540, 720 etc)



Powstawanie ciatek apoptotycznych

Ciatka apoptotyczne — mate
pecherzyki otoczone btona.
Tworzenie ciatek apoptotycznych
jest mechanizmem
zabezpieczajacym przed
wydostaniem sie potencjalnie
toksycznych lub immunogennych
sktadnikow wnetrza umierajacej
komorki na zewnatrz i
przeciwdziatanie procesom
zapalnym, autoimmunizacyjnym i
destrukcji tkanek.

Apoptotic cell
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Fagocytoza - efferocytoza

(efferre, tac. ,,sktadac do grobu”, ,pogrzebac”), proces, w ktérym
umierajgce/martwe komoérki sg usuwane przez komorki
fagocytujace.

W efferocytozie uczestniczg
makrofagi, komorki dendrytyczne,
nabtonkowe i fibroblasty.

Podczas efferocytozy komorki zerne
pochtaniajg ciatka apoptotyczne,
formujac duze pecherzyki zwane —
efferosomami.




Fagocytoza - efferocytoza

Komorki apoptotyczne majg specjalny sygnat dla fagocytow — obecnosc
fosfatydyloseryny w warstwie zewnetrznej btony komorkowej. Zwykle
fosfatydyloseryna wystepuje w warstwie wewnetrznej btony komorkowe;j.

Final stage of apoptosis

Asymmetry of Lipid Bilayer

=.g.==.§.= Sge?

Extracellular % é
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Phosphatidylinositol ® Apoptotic cell

‘ 4,5 bisphosphate (PIP2) oD

Enzym - floppaza przenosi fosfatydyloseryne z warstwy wewnetrznej do
zewnetrznej (flip-flop).
Komorki fagocytujgce majg receptory dla fosfatydyloseryny.
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SENOLITYKI

FOXO4-related peptides, Wigzanie FOXO04 z biatkiem p53 zapobiega apoptozie.
Peptyd wigzgcy sie z FOXO4 zaktdca interakcje p53-FOXO04, uwalniajgc p53 |
wywotujgc smier¢ komorki.

Inhibitory réznych bialek antyapoptotycznych z rodziny bcl-2. Fisetyna i
kwercetyna indukujg apoptoze poprzez hamowanie biatka antyapoptotycznego Bcl-
XL.

Inhibitory kinazy tyrozynowej Src: dasatinib z kwercetyng | faza badan
klinicznych

Gemcytabina (cytotoksyczny chemoterapeutyk), prolek aktywowany przez
lizosomalng B-galaktozydaze (powszechny marker starzenia).

Inhibitory glutaminazy typu nerkowego 1 (GLS1). Komorki starzejgce majg
niskie pH ze wzgledu na wysokg zawartos¢ lizosomow i przeciekajgce btony
lizosomalne.

Aby zneutralizowa¢ niskie pH, komaérki te produkujg duzo GLS1; Hamowanie
aktywnosci tego enzymu naraza komorki na letalnie niskie niskie pH, co prowadzi
do sSmierci komorki


https://en.wikipedia.org/wiki/FOXO4
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Niezalezny od kaspaz szlak apoptozy

AlIF (Apoptosis-inducing factor) mitochondrialna flawoproteina o
aktywnosci oksydazy NADH. AIF przemieszcza sie z mitochondriow
do cytozolu i do jadra w wyniku indukcji apoptozy. AIF indukuje
kondensacje chromatyny i fragmentacje DNA . AIF moze by¢

uwalniany z mitochondriow procesie zaleznym i niezaleznym od
kaspaz.

Schematic representation of the AIF protein domains
MPP-cleavage site

Calpains-, Cathepsins-cleavage site

262 400 480 608 Oxidative stress
C-terminal  J{eelsl}] l

1 54 103 J67 399 613
TM (aas. 67-83)

Hsp70-binding dnmam CypA-binding domain

DMNA-binding sites
{aas. 255-265 and 510-518)

AlIF Caspases

—
1 AIF precursor 613
55 Mitochondrial (mature) AlF 613
—

104 Cytosolic (released) truncated AIF (tAlF) 613 Apoptosis
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Niezalezny od kaspaz szlak apoptozy

Enzymami egzekutorowymi w tym szlaku sg katepsyny, kalpainy.
Katepsyny sg uwalniane z lizosomow, a kalpainy sg aktywowane przez
naptyw jonéw Ca?* do komodrki spowodowany stresem ER.

Caspase independent
Programmed Cell Death
(CI-PCD)

Katepsyny i kalpainy
uczestniczg w cieciu i
translokacji Bax i Bid do
mitochondridw i ciecie
AlF. Biatka Bax i Bid
powoduja uwolnienie
AlF z mitochondridw.
AlIF indukuje
fragmentacje DNA.

Smac/ DIABLO
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Nuclear
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Endonuclease G

Mitochondrial

translocation Calpains
> L L ]
@0 | L L J
Apoptotic
—p Bax

stimulus




Nekroza

Martwica (gr., tac. -martwy) — zmiany
morfologiczne zachodzace po Smierci
komorki w zywym organizmie. Sg to
nieodwracalne zmiany w jadrze (rozpad
jadra, karioliza) i cytoplazmie (kondensacja,

utrata struktury, fragmentacja). To cechy e o
martwych komorek, niezaleznie od -
mechanizmu, ktory do Smierci doprowadzit. \

W fizycznie uszkodzonych komadrkach lub w

martwej tkance destrukcja komorek jest > @\ &
wynikiem autolizy, przeprowadzanej przez RUARP T T
enzymy uwolnione z lizosoméw. Enzymy te ertote Qwég',
zostaty uwolnione wskutek ustania romerd — "‘9 T
aktywnych zyciowych proceséw w komorce. NEKROZA |g

Dlatego, choc¢ autoliza przypomina aktywny
proces jednak nim nie jest.



Zalezny od kaspazy 2 szlak apoptozy

ER stress DNA damage
Cellular stress

ROS {
PIDDosome? «— @
) '

Caspase bl r
{ activation :

‘ A v - fjfi
BID | BAX or BAK
| / ‘
MOMP &pe OYt€
"9 release
Caspase 9 activation

\

Apoptosis

e .
 Caspase 3 activation

W odpowiedzi na uszkodzenie DNA
lub inny rodzaj stresu, p53 aktywuje
apoptoze przez biatka Puma, NOXA,
aktywacje BAX/BAK, uwalnianie cyt c.
W alternatywnym szlaku p53
aktywuje sSmier¢ komorkowg przez
PIDD - sktadnik PIDDosomu
uaktywniajacy kaspaze 2 (kaspaza 2
moze byc¢ rowniez aktywowana przez
DISC i kaspaze 8). Kaspaza 2 aktywuje
biatko BID, a to powoduje, uwolnienie
cyt c. Kaspaza 3 moze aktywowac
kaspaze 2. Kaspaza 2 indukuje
rowniez apoptoze wywotang przez
RFT i stres ER. Droga kaspazy 2 moze
zatem by¢ zapasowym mechanizmem
apoptozy zaleznym od p53.



Zalezny od kaspazy 2 szlak apoptozy

RAIDD

PIDD-CC

Caspase-2

PIDDosom jest strukturg
zbudowang z biatek PIDD,
RAIDD i kaspazy 2. Piddosom
uczestniczy w aktywacji tej
kaspazy.

PIDD

RAIDD

Casp-2 CARD

PIDD - p53-induced protein with a
death domain

RAIDD - RIP-associated Ich-1/Ced-3
homologous protein with a death
domain. To biatko zawiera takze
domene CARD, podobnie jak
kaspaza 2.
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Perforynowo/granzymowy szlak of apoptozy

Cytotoksyczne limfocyty T i komorki NK maja ziarnistosci zawierajgce
perforyny i granzymy

Po degranulacji perforyny
wbudowuja sie w bfone komorki
docelowej i oligomeryzujg
tworzac pory (proces Ca?*
zalezny). Pory te pozwalajg na
dyfuzje proapoptotycznnych
proteaz serynowych zwanych
granzymami.

Granzym B indukuje apoptoze
poprzez aktywacje kaspaz -
inicjatorowych 8, 10,
egzekutorowych 3, 7, biatka BID
oraz ICAD.
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Onkoza — pasywna, przypadkowa smier¢ komorki

Spowodowana, zwykle, przez
niedokrwienie, charakteryzuje sie
pecznieniem jadra, cytoplazmy i
mitochondriow, wakuolizacjg
cytoplazmy, tworzeniem
pecherzykdow oraz wzrostem
przepuszczalnosci bton
spowodowanym uszkodzeniem pomp
jonowych. Zwykle zmianom tym
towarzyszy karioliza. DNA jest ciete w
niespecyficzny sposdéb. Onkozie
towarzyszy proces zapalny.

PHAGOCYTOSIS, PHAGOCYTOSIS
INFLAMMATION BY MACROPHAGES
OR MEARBY CELLS

Porimina (pro-oncosis receptor inducing membrane injury) biatko nalezgce do
rodziny mucyn prawdopodobnie jest receptorem powierzchniowym
posredniczacym w procesie onkozy.



Nekroptoza — programowana sSmierc komorki w
wyniku zapalenia

mechanizm obronny przed wirusami, pozwalajacy na "komorkowe
samobojstwo" w sposob niezalezny od kaspaz w obecnosci wirusowych
inhibitorow kaspaz.

Produkcja TNF podczas infekgji

wirusowej prowadzi do TIQ

stymulacji receptora TNFR1. A ———
TRADD zwigzany z TNFR A SN
pobudza RIPK1, ktory 3,1,
rekrutuje RIPK3 tworzac - ¥
nekrosom. Nekrosom zawiera | o
RIPK1, RIPK2, MLKL (mixed ' Ler3sh \
lineage kinase domain-like). <

‘ NSA

Necrosis
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Nekroptoza — programowana sSmierc komorki w
wyniku zapalenia

Fosforylacja MLKL przez RIPK3 powoduje oligomerizacje MLKL, co
prowadzi do inkorporacji MLKL do btony komodrkowej i wzrostu jej

przepuszczalnosci. Integracja MLKL prowadzi do uwolnienia DAMPs, ktore
indukujg odpowiedz immunologiczna.

' § : Monomer MLKL

(P) @ 3 : Oligomer MLKL
—=(P) = : RIP1
w <> : RIP3




METODA TUNELOWA

(terminal deoxynucleotidyl transferase dependent nick end labeling) metoda
wykrywania fragmentacji DNA w apoptozie.

dzieki aktywnosci terminalnej transferazy deoksynukleotyddéw - TdT, enzymu
katalizujgcego dodawanie znakowanych dUTPs (trojfosforan deoksyurydyny) lub
syntetycznego nukleozydu BrdU, - bromodeoksyurydyny do 3’-OH koncow
przerwanych nici DNA.

Przerwanie nici DNA spowodowane
przez endonukleazy
podczas apoptozy

Dodawanie BrdUTPs do 3’-OH
wolnych koricéw przerwanego DNA Znakowane BrdUTPs sg przytaczone
przez enzym TdT do 3’-OH WOInYCh koncow DNA

Apoplosis process
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Test wigzania anneksyny V

Anneksyna V — biatko uczestniczace w procesie hamowania krzepniecia krwi
poprzez konkurowanie z protrombing o wigzanie fosfatydyloseryny i hamujace
aktywnos¢ fosfolipazy Al.

Test wigzania anneksyny V jest stosowany do wykrywania apoptotycznych
komadrek via wigzanie anneksyny V z fosfatydyloseryng obecna na powierzchni
komadrek w apoptozie. Cecha takich komorek jest ekspozycja fosfatydyloseryny w
zewnetrznej warstwie btony komdérkowej w odrdznieniu od prawidtowych
komorek.

Wzbudzenie

Anneksyna V preferencyjnie wigze
fosfatydyloseryne w obecnosci
jonow Ca?*. Anneksyna V jest
znakowana fluorochromem. Po
wzbudzeniu barwnika swiattem UV
komorki apototyczne stajg sie
widoczne.

mmm
i so06b:
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Test wigzania anneksyny V z jodkiem propidyny

Translokacja fosfatydyloseryny towarzyszy takze smierci komorek
wynikajgcej z innych procesow niz apoptoza.

W tescie tym stosuje sie barwnik
przyzyciowy — jodek propidyny (PI)

2. ‘&"’"h% \ aby zidentyfikowaé komdrki na
g%ﬁ;:;ﬁ':m - wczesnym i péznym etapie
% /pjl‘"‘%} apoptozy. Zywe komorki usung P,

L DR P, w odrdznieniu od martwych i

/o'o"-b‘"p mocno uszkodzonych. Dlatego
zywe komorki nie barwig sie
zadnym z barwnikéw, komorki we
wczesnej apoptozie barwig sie
wytgcznie anneksyng V, a komorki
z nieciggta btong (martwe) reaguja
z obydwoma barwnikami.




Apoptotyczna drabinka DNA

Drabinke apoptotyczng DNA obserwuje
sie, gdy fragmenty DNA powstate
wskutek dziatania CAD w trakcie
apoptozy sg uwidocznione po
elektroforezie w zelu agarozowym.
Drabinka DNA to wyréznik apoptozy.
CAD tnie genomowe DNA wytgcznie w
regionach tgcznikowych pomiedzy
nukleosomami, co daje fragmenty DNA,
ktore sg wielokrotnosciami 180-185bp.
Rozdzielenie tych fragmentow na zelu, a
nastepnie ich wizualizacja (bromek
etydyny) pozwala na wykrycie apoptozy.




INDUKCJA APOPTOZY W TERAPII

Heterogenicznosc¢ i ewolucyjna ztozonos¢ nowotworow lezy u
podstaw niepowodzenia leczenia mimo rozwoju wielu
ukierunkowanych terapii. Nowa strategia opiera sie na
wykorzystaniu roznych sposobow leczenia celem pokonania
ztozonosci ewolucyjnej nowotworu.

Wiekszos¢ chemioterapeutykéw niszczy komorki mitotyczne przez
indukcje szlakow odpowiedzi na uszkodzenie DNA lub zmiane
regulacji cyklu komorkowego. Chemioterapeutyki indukuja
apoptoze. Aktywacja apoptozy w komorkach nowotworowych
przyczynia sie do wywierania efektu cytotoksycznego przez te leki
(szlak wewnatrzpochodny p53)



INDUKCJA APOPTOZY W TERAPII

Promieniowanie jonizujagce moze powodowac smier¢ komorek
poprzez generowanie jedno- i dwuniciowych peknie¢ DNA.
Udziat indukowanej przez promieniowanie apoptozy w
hamowaniu wzrostu nowotworu jest kontrowersyjny, ale
ostatnio problem ten jest intensywnie badany.

Rekombinowany TRAIL selektywnie indukuje apoptoze w
stransformowanych lub uszkodzonych komarkach ale nie w
komorkach prawidtowych. U chorych na raka, badania kliniczne z
zastosowaniem agonistycznych przeciwciat monoklonalnych, ktore
wigzg receptory TRAIL DR4 i DR5 przyniosty zachecajace wyniki.
Wykazano rowniez, ze TRAIL hamuje rozwoj chordb
autoimmunizacyjnych w réznych doswiadczalnych modelach
zwierzecych.



Typ Il programowanej Smierci komorki - Autofagia

Konstytutywna autofagia moze zabi¢ komodrke. Zatem autofagia w
umierajgcych komodrkach to przyczyna Smierci czy proba jej
zapobiezenia?. Morfologiczne i histologiczne badania nie potwierdzity
zwigzku autofagii z programowang smiercig komorki. Uwaza sie, ze
autofagia jest mechanizmem przetrwania.

Autophagy inducer Cell survival
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ffjtochon(ina Sﬁngomie“nowo_
'8 ceramidowy szlak
apoptozy

Destruction of the cell

Sfingomielina jest typem sfingolipidow obecnych w btonach komaérkowych.
Sktada sie z fosfocholiny i ceramidu. Po stymulacji bodzcem proapoptotycznym
np.: Fas ligandem lub TNF sfingomielina jest rozktadana przez sfingomielinaze i
ceramidaze do ceramidu i sfingozyny. Ceramid jest rowniez generowany de
novo przez syntaze ceramidu. Sfingozyna i ceramid indukujg apoptoze przez
szlak mitochondrialny (aktywacja biatek Bid i Bad)



TUNEL

(terminal deoxynucleotide transferase nick-end labeling)

Metoda TUNELowa wykrywa nie
tylko apoptotyczne komorki, ale e

takze uszkodzenia DNA w *

e SN
komérkach umierajgcych na drodze
innych szlakow oraz komorki, w
ktorych DNA ulega intensywnej

naprawie.

e

Dlatego metoda ta jest stosowana
ogolnie do wykrywania uszkodzen
DNA (jego fragmentacji)



Rola kinazy mTOR w starzeniu

Kinaza mTOR powoduje
1. Akumulacje niesfatdowanych biatek i stres ER

2. Zwiekszong produkcje RFT, oksydacyjne uszkodzenia
biatek, lipidow i DNA

3. Hamowanie autofagii, zredukowanie odnowy
sktadnikow komorkowych.



Autofagia

mechanizm degradacji zbednych lub patologicznych sktadnikéow
komdrkowych w lizosomach

Lysosome Lysosomal hydrolase

Autophagosome 9 A / Autolysosome
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Autofagia umozliwia komorce przetrwanie okresow gtodu oraz
umozliwia degradacje i odzyskiwanie elementéw komaorkowych.

Autofagia jest najbardziej prawdopodobng przyczyng zwiekszenia
dtugosci zycia w przypadku ograniczenia kalorycznego.
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Ograniczenie kaloryczne
dieta, ktora opiera sie na niskim spozyciu kalorii
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STARZENIE

Wykazano, ze ograniczenie kaloryczne (bez niedozywienia) spowalnia proces
starzenia u roéznych gatunkow — drozdzy, ryb, gryzoni i psow. Przyczynia sie
takze do dtuzszego utrzymania zdrowia i zwiekszenia maksymalnej dtugosci
Zycia.

U ludzi dtugoterminowe skutki zdrowotne ograniczenia kalorycznego sg
jeszcze nieznane.



Kinaza mTOR i starzenie
ssaczy cel rapamycyny

mTOR PATHWAY

TOR = target gene of rapamycin, antibiotic soil organism

GROW FACTORS
NUTRIENTS CELLULAR STRESS

mTOR

mTOR PROTEIN

il I\ (FRAP1Gene) &
inhibitors
Rapamycin* )

resveratrol
*Sirolimus FDA- Transcription Initiation Factor

approved drug

PROTEIN MAKING # :

Cell Growth i Digestion of
& Muitiplication Cellular Debris

New Blood Vessel / \ Cell
Formation Metabolism

(Angiogenesis)

MTOR - kinaza serynowo-treoninowa regulujgca przezycie
komorek i autofagie.
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Mutacje | starzenie

Nienaprawione mutacje,
zwtaszcza genow
kodujgcych biatka zwigzane
z obrobkg DNA, gromadzg
sie w komoérkach i sg
odpowiedzialne za proces
zwany starzeniem
entropowym.




Zespot Wernera

Progeria dorostych, dziedziczona w sposdb autosomalny recesywny.
Przedwczesne starzenie, zwykle pojawia sie okoto 2 dekady zycia.

Brak wzrostu w okresie pokwitania, siwienie, tysienie, zmarszczki, zanik
gruczotow ptciowych, co prowadzi do zmniejszenia ptodnosci, zacma,
miazdzyca, cukrzyca typu 2, osteoporoza i nowotwory ztosliwe..

A

‘ ‘ telomere )
Werner
helicase ‘

Helikaza WRN wchodzi do
waskich przestrzeni w strukturze
DNA, do ktorych inne helikazy nie
majg dostepu.

Mutacje w genie WRN, kodujgcym
biatko WRNp, helikaze, dziatajgca
w procesach naprawczych
uszkodzen obu nici DNA.

WRNp bierze udziat w odwijaniu
DNA w trakcie naprawy i replikacji;
wspotdziata z biatkiem p53.
Aktywnosc¢ helikazy WRN jest
istotna dla utrzymania dtugosci i
stabilnosci telomerow.



Epigenom i starzenie
B

Gene “switched on”

« Active (open) chromatin

« Unmethylated cytosines
(white circles)

» Acetylated histones

i Transcription possible i

Gene “switched off”
« Silent (condensed) chromatin
« Methylated cytosines
(red circles)
» Deacetylated histones

T Transcription impeded T

U starzejacych sie ludzi jednoczesnie ze spadkiem ogdlnej metylacji
DNA, wystepujg lokalne obszary hipermetylacji wysp CpG, ktore s3
obecne w promotorach gendw. W wyniku starzenia sie komorki
stopniowo tracg zdolnosc¢ ekspresji tych genéw (np. dla p53,
czynnikow transkrypcyjnych, regulujgcych biogeneze
mitochondriow, produkcje ATP, przeciwutleniaczy, syntazy NO,
lipoksygenazy)



SIRT1 (HDAC) | STARZENIE KOMORKOWE

Y

SIRT1 deacetyluje p53, co zmniejsza -

jego aktywnosc transkrypcjyjna. | 5@
Proces ten zapobiega apoptozie i ' \ K382
sprzyja przezyciu komorek. |
Deacetyluje tez NFkB (supresja _
odpowiedzi immunologicznej i Deacetylation
zapalenia starczego).

! Inactive p53

A Cell-cycle amest

i Senescence

B, Apoplosis

SIRT1 zapobiega wywotanemu stresem przedwczesnemu starzeniu
(SIPS) i zapaleniu (inflammaging) ptuc, objawom przewlektej

obturacyjnej choroby ptuc (POChP) i rozedmy.

SIRT1 zapewnia ochrone przed indukowang dymem
papierosowym rozedma ptuc.




AKTYWATORY SIRTUINY 1

Lamina A jest biatkiem, ktére zostato zidentyfikowane jako
bezposredni aktywator sirtuiny 1.
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Laminopatia - Zespot progerii Hutchinsona-Gilforda

Niezwykle rzadka choroba
genetyczna, ktorej objawy
przypominajg aspekty starzenia,
ujawnia sie w bardzo mtodym wieku.
Ludzie z takg progerig zazwyczaj zyj3
do 20 roku zycia. Jest to choroba
genetyczna, spowodowana mutacjg
punktowg de novo.

U dzieci z progerig pierwsze objawy pojawiaj3 sie zwykle w ciggu
pierwszych kilku miesiecy. Sciericzenie skdry, tysienie, ograniczony wzrost,
nastepnie pomarszczona skéra, miazdzyca tetnic, uszkodzenie nerek, utrata
wzroku i choroby sercowo-naczyniowe. Pacjenci z tym zespotem zwykle
majg mate, delikatne ciata, jak u os6b w podesztym wieku.



Zespot progerii Hutchinsona-Gilforda

przez tymine.
Etapy w prawidiowej komorce

Gen LMNA koduje biatko - prelamine
A.

Prelamina A posiada grupe
farnezylowq .

Grupa farnezylowa jest usuwana z
prelaminy A.

Postaje prawidtowa forma - lamina
A.

Prelamina A nie jest inkorporowana
w blaszke jadrowq

Prawidtowe jadro komorkowe.

Punktowa mutacja w genie
kodujacym lamine A (LMNA) -
cytozyna jest zastepowana

Etapy w komorce z progeriq

Gen LMNA koduje biatko - prelamine A.

Prelamina A (50 aminokwasow krotsza)
posiada grupe farnezylowa,

Grupa farnezylowa pozostaje zwigzana
z prelaming A.

Powstaje nieprawidtowa forma laminy A
Progeryna jest inkorporowana w blaszke
jadrowa,

Nieprawidtowe jadro komodrkowe
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