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Streszczenie

Abstract

W pracy przedstawiono znaczenia programowanej $mierci komérki (apoptozy) w patogenezie schorzen
uktadu naczyniowego na przyktadzie tetniaka aorty. Omoéwiono charakterystyczne cechy zjawiska apop-
tycznej $mierci komorki, uwzgledniajac najczestsze bodzce stymulujace oraz czynniki regulacyjne — szcze-
golnie biatka rodziny Bcl-2 oraz receptory $mierci komorki.

Na podstawie wspdtczesnej, wieloczynnikowe;j teorii powstawania tetniaka przedstawiono znaczenie apop-
tycznej $mierci komorki w zmniejszeniu liczby komérek bfony srodkowej aorty, charakterystycznym dla
tetniaka aorty oraz torbielowatego zwyrodnienia bfony srodkowej. Zwrécono uwage na znaczenie komo-
rek zapalnych (limfocyty, makrofagi) oraz mozliwe czynniki wywotujace apoptyczng $mier¢ komorki
u chorych ze zmianami w obrebie btony $rodkowej aorty.

Stowa kluczowe: apoptoza, choroby naczyn, tetniak aorty

In the paper a role of programmed cell death (apoptosis) in the vascular disease development was pre-
sented. The influence of apoptosis on the aortic aneurysm development was discussed. Characteristic
cell changes concerning apoptotic cell death were described, including inducers and regulatory factors
— especially Bcl-2 protein family and death receptors. According to the current multivariant theory con-
cerning aneursym etiology, apoptosis can play the role in the decrease of the smooth muscle cell number
in the medial aortic layer in the cases of aortic aneurysm and cystic medial degeneration. The role of
inflammatory cells such as lymphocytes and macrophages and the factors inducing apoptotic cell death
in the degenerative changes of the aortic wall is emphasized.
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Introduction

Wstep

Coraz wieksza liczba przypadkéw zdiagnozowanego tet-
niaka aorty sktania do ciggfego poszukiwania przyczyn cho-
roby [1-3]. Schorzenie jest najczeséciej umiejscowione
w podnerkowym odcinku aorty brzusznej. Obok zwykle
uwzglednianych czynnikdéw patogenetycznych, ktore juz od
lat wigze sie z chorobami naczyn, takich jak przynalezno$¢
do okreslonej ptci (czestsze wystepowanie choroby u mez-

The number of diagnosed cases of aortic aneurysm is
still increasing and this fact indicates investigations con-
cerning the etiology of aneurysm occurrence [1-3]. The
most common placement of the disease is the infrarenal
aortic region. Apart from well-known vascular pathogenet-
ic factors, such as sex (more frequent disease occurrence
in men), genetic implications, smoking, coexistence of
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czyzn), czynniki dziedziczne, palenie tytoniu, wspédtistnie-
nie zmian miazdzycowych, nadal bada sie nowe mechani-
zmy, ktére moga prowadzi¢ do zaburzenia struktury sciany
i poszerzenia naczynia [1, 2]. Czynnikiem majgcym decy-
dujacy wptyw na powstanie tetniaka sa zmiany degenera-
cyjne w obrebie elastyny i kolagenu (typ | i lll), stanowia-
cych podstawe budulca btony srodkowej naczynia. Degra-
dacja wtdkien elastyny wywotywana przez zaktywowane
proteazy, obejmujgce grupe enzymow, takich jak metalo-
proteinazy, plazmina, katepsyny S i K, elastaza, prowadzi
do zniszczenia struktur odpowiedzialnych za wtasciwosci
elastyczne oraz wytrzymatos$é naczynia [1, 2, 4, b].

Coraz wiekszg uwage w powstawaniu schorzen naczy-
niowych zwraca uwage zjawisko programowanej $mierci
komorki — apoptozy. Potwierdzono, ze ma ono znaczenie
nie tylko w procesach patologicznych przeksztatcen naczyn
w przebiegu miazdzycy i nadci$nienia tetniczego, ale takze
w fizjologicznych zmianach zwigzanych z remodelingiem
$ciany naczynia wskutek zmian warunkéw hemodynamicz-
nych w krazeniu (np. po urodzeniu) [6-8].

Apotoza — programowana smier¢ komorki

Termin ,apoptoza” okreslajgcy programowang $mierc
komaorki pojawit sie w literaturze w 1972 roku (Kerr i wsp.).
Opisuje on szczegdlny rodzaj $mierci komorki, do ktorej
moze dochodzi¢ w obrebie zywej, prawidfowo funkcjo-
nujacej tkanki [9]. W przeciwienstwie do opisanej wcze-
$niej nekrotycznej $mierci komorek, stanowigcej proces
patologiczny, bierny energetycznie i wystepujacy w przy-
padku ekspozycji komorki na czynniki fizyczne lub che-
miczne, apoptoza wymaga wydatku energetycznego i nie-
jednokrotnie jest procesem fizjologicznym dotyczacym
narzadow rozwijajgcych sie lub tez prawidtowo zachodza-
cych procesow biologicznych w organizmie [7, 10-12].
Komérki podlegajace apoptozie wykazujg charakterystycz-
ne zmiany morfologiczne, ktére polegaja na agregacji
i kondensacji chromatyny, kondensacji i odwodnieniu cy-
toplazmy oraz powstawaniu charakterystycznych, otoczo-
nych btong komdrkowa ciatek apoptycznych — pecherzy-
kéw zawierajacych fragmenty cytoplazmy i jadra komor-
kowego [7, 11]. W badaniach /in vivo tego typu pecherzyki
oddzielane od komérki oraz pozostate jej fragmenty pod-
legajg zazwyczaj fagocytozie w przeciwienstwie do ulega-
jacych lizie komorek nekrotycznych [11, 13]. Nalezy takze
podkresli¢, ze wtasnie dzieki fagocytozie w przypadku pro-
gramowanej $mierci komoérki w miejscu zachodzacego
procesu zwykle nie wystepuje reakcja zapalna.

Inaczej niz w przypadku apoptozy, w zmianach nekro-
tycznych proces niespecyficznie postepujacej destrukgji doty-
czy zwykle wigkszej grupy komorek w polu dziatania czynni-
ka uszkadzajgcego — w trakcie postepujacych zmian docho-
dzi do zahamowania transportu btonowego i zaburzen inte-
gralnosci btony komorkowej oraz organelli komorkowych,
do obrzeku mitochondriéw, pecznienia i zmian destrukcyj-
nych w obrebie organelli, uwolnienia enzymoéw lizosomal-
nych, w koncu do obrzeku komorki i jej nastepowej lizy [11].

W pierwszym etapie procesu apoptozy dochodzi do
indukcji procesu samounicestwienia w wyniku zewnatrz-

atherosclerosis, many new mechanisms of the vessel wall
destruction and dilatation have been under investigation
recently [1, 2]. Both elastin and collagen (type | and Ill) de-
generative changes are decisive factors in mechanical
resistance failure and disease development. Structural de-
terioration of the elastin fibres, due to activated proteases,
e.g.: metaloproteinases, plasmin, cathepsyn S, K and
elastase, is responsible for the decrease in the elastic and
mechanical properties of the vessel wall [1, 2, 4, 5].

Recently, in papers concerning vascular disease
development, the importance of apoptosis (programmed
cell death) has been emphasised. The process of pro-
grammed cell death plays a critical role in the pathological
vessel wall changes in a variety of cardiovascular diseases
(including arteriosclerosis and arterial hypertension) but also
in physiological vessel wall remodelling due to haemody-
namic circulatory changes (e.g. after birth) [6-8].

Apoptosis

The term “apoptosis”, describing “programmed cell
death”, was introduced in 1972 by Kerr et al. for a mor-
phological distinction of a special kind of cell death that
can take place also within living and properly functioning
tissues [9]. The previously described and well character-
ised “necrotic” cell death was considered to be a patho-
logical and energetically passive process concerning cells
and tissues exposed to physical and chemical destructive
factors. In contrast to the above-mentioned, apoptosis is
an energy-consuming event and plays an important role
in some physiological processes in the body (also during
organ development and further remodelling) [7, 10-12].
There are some features specific for programmed cell
death. The apoptotic cells undergo characteristic altera-
tions, such as condensation and margination of chroma-
tin, condensation and dehydratation of cytoplasm and for-
mation of characteristic apoptotic bodies — consisting of
fragmented cytoplasm and nucleus surrounded by cell
membrane [7, 11]. In comparison to cell lysis occurring in
the case of the necrotic death, the apoptotic bodies or the
remainder of apoptotic cells undergo phagocytosis by
macrophages without the presence of inflammatory reac-
tion (data confirmed by in vivo investigations) [11, 13].

The previously described “necrotic” death concerns
a group of cells in the area of an injury in the field of
activity of a destructive factor. The necrotic process con-
sists of an increase or arrest of membrane transport,
destruction of the cell membrane and cytoplasmic or-
ganelles integrity and mitochondria swelling. It leads to
the release of lysosomal enzymes, destruction of or-
ganelles and finally, cell oedema and lysis [11].

The activation of apoptosis depends on the presence
of some inducers of this process — pathological or phys-
iological, extra- or intra-cellular factors, such as nitric
oxide, hormones and cytokines (e.g. — transforming
growth factor Beta), neurotransmitters, death receptors,
bacterial toxins, gamma-radiation, UV, ischaemia and
reperfusion, chemotherapeutics and many other stimu-
lus factors [7, 11, 12, 14-21].
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lub wewnatrzkomérkowych sygnatéw. Do znanych obec-
nie czynnikow powodujacych wejscie komoérki w szlak
apoptozy nalezg miedzy innymi: tlenek azotu, hormony
i cytokiny (na przyktad czynnik transformujgcy wzrostu
— Beta), neuroprzekazniki, ,receptory $mierci”, toksyny
bakteryjne, promieniowanie gamma, promieniowanie ul-
trafioletowe, niedokrwienie i reperfuzja, chemioterapeu-
tykiiinne [7, 11, 12, 14-21].

W etapie wstepnym programowanej $mierci komorki
moze dochodzi¢ do zmian w obrebie struktur bfonowych
zwigzanych z przesunieciem fosfatydyloseryny na zew-
netrzng powierzchnie btony komérkowej. Aktywacja dal-
szych proceséw zachodzacych w komérce apoptycznej
jest mozliwa dzigki grupie komorkowych proteaz cyste-
inowych, tak zwanych kaspaz (Cysteinyl Aspartate-Speci-
fic Proteases) — enzyméw wykonawczych (egzekutoréw)
apoptozy [3, 11, 12]. Obok zmian w bfonie komérkowej
miejscem najbardziej widocznych przemian w trakcie
wejscia komorki w szlak $mierci apoptycznej sg zmiany
w obrebie mitochondrium komérkowego w postaci de-
polaryzacji i zmiany przepuszczalnosci btony mitochon-
drialnej oraz uwolnienia czynnikéw aktywujacych wspo-
mniane wyzej proteazy — miedzy innymi: cytochromu C
oraz AlF (apoptosis inducting factor) [7, 10, 12].

Specyficzne zmiany zachodzg w trakcie apoptozy réw-
niez w obrebie jadra komoérkowego. Obok widocznych
makroskopowo zmian w postaci kondensacji chromaty-
ny i jej przemieszczenia w okolice pod btong jadrowa,
w komorce dochodzi do fragmentacji DNA poprzez ak-
tywowane endonukleazy tngce ni¢ DNA pomiedzy po-
szczegolnymi nukleosomami — powoduje to powstanie
zdefiniowanej dfugosci mono- i oligonukleosomalnych
fragmentéw DNA [7, 10-12].

Na wystepowanie zjawiska apoptozy wptywa miedzy
innymi kilka grup genow o wtasciwosciach pro- i anty-
apoptycznych [14-16, 22]. Do najbardziej znanych czyn-
nikow regulacyjnych w okresie wchodzenia komorki
w szlak $mierci apoptycznej nalezy grupa biatek Bcl-2.
Wyroézniono co najmniej 3 podrodziny biatek Bcl-2: pod-
rodzine Bcl-2 (Bcl-2, Bel-xl, Bel xs, Bel-w), podrodzine Bax
(Bax, Bak, Bok) oraz podrodzine BH3 (Bad, Bik, Bid). Z wy-
jatkiem Bcl-xs biatka podrodziny Bcl-2 sg inhibitorami
apoptozy [14, 22].

Bax (Bcl-2 associated X protein) jest promotorem
apoptozy zaleznym od czynnika transkrypcynego p53.
Czynnik transkrypcyjny pb3 okresla sie jako gen supre-
sorowy transformacji nowotworowej. Zmutowane formy
p53 odpowiadajg za transformacje nowotworowa komo-
rek. Fizjologicznie p53 ma zdolno$¢ naprawy uszkodze-
nia DNA oraz kontroli cyklu komdérkowego; w przypadku
komoérki o cechach apoptycznych moze wykazywac jed-
nak wielokierunkowe, zwykle proapoptyczne dziatanie,
regulujgc miedzy innymi powstawanie produktow ge-
now, takich jak na przyktad zalezny od cyklin inhibitor
kinaz p21 (7, 12, 14, 16, 22].

.Receptory Smierci komorkowej” to grupa receptorow
nalezacych do grupy receptorow TNF (np. Fas, TNFR1,
DR3, DR4 , DR5) [7]. O ile z ekspresjg najbardziej chyba
znanego receptora bfonowego Fas spotykamy sie tylko

Preliminary changes in the cell metabolism and struc-
ture of the apoptotic cell include redistribution and ex-
position of the phosphatidylserine on the outer layer of
the cell membrane. Apart from characteristic cell mem-
brane changes, the most important, and also easiest to
detect, changes in the initial phase of the programmed
cell death could be observed in mitochondria. Changes
in mitochondrion membrane permeability lead to mem-
brane depolarisation and to the release of protease acti-
vating factors e.g. cytochrome C and AIF (Apoptosis In-
ducing Factor) [7, 10, 12]. The further steps of the cell
destruction depend on the activation of the group of ex-
ecutive apoptosis enzymes — caspases (Cysteinyl — As-
partate — Specific Proteases) [3, 11, 12]. There is also
a number of changes concerning the nucleus of the ap-
optotic cell. Apart from visible chromatin condensation
and margination near to the nucleus membrane, frag-
mentation of the genetic material caused by internucle-
osomal cutting of the DNA by activated endonucleases
(into mono- or oligo-nucleosomal fragments) is observed
[7,10-12].

The process of the apoptotic programmed cell death
can be modified and controlled by groups of pro- and anti-
apoptotic genes and their expression products [14-16, 22].
One of the best known regulatory factors is the group of
the Bcl-2 protein family. There are at least 3 subfamilies of
Bcl-2 proteins described: subfamily Bcl-2 (Bcl-2, Bel-xI, Bcl
xs, Bcl-w), subfamily Bax (Bax, Bak, Bok) and subfamily
BH3 (Bad, Bik, Bid). Except for Bcl-xs, the proteins from
Bcl-2 subfamily have an anti-apoptotic activity [14, 22].

Bax (Bcl-2 associated protein X) is a promoter of ap-
optotic cell death, with activity depending on p53 tran-
scriptional factor (also known as a suppresser gene of
neoplasmatic transformation). Mutations of p53 are re-
sponsible for neoplasmatic cell transformation; p53 is
physiologically able to repair damaged DNA and to con-
trol the cell cycle. In the cases of apoptotic cell death,
this factor (p53) can have a multipotential activity — es-
pecially a proapoptotic one, e.g. in regulating the gener-
ation of gene products like the cyclin-dependent kinase
inhibitor p21 (7, 12, 14, 16, 22].

Death receptors (e.g. Fas, TNFR1, DR3, DR4 , DR5) are
the group of cell membrane receptors which belongs to
a large group of TNF family receptors. One of the best
known receptors is Fas, mediating programmed cell death
after stimulation by the Fas ligand (Fas-L). The activated
receptor involves the recruitment of an adapter protein
into the region of the cell membrane followed by caspase
activation. The expression of the Fas receptor is ubiqui-
tously observed whereas Fas-L is typically expressed on
the cell surface of inflammatory cells including T cells and
macrophages [3, 7, 13, 23]. Fas expression is also reported
on vascular SMCs [3, 15].

Caspases (Cysteinyl — Aspartate — Specific Proteases)
play an important role in the initiation and execution of ap-
optosis by various stimuli. Nowadays the number of intrac-
ellular cysteine proteases is recognised. Capases are syn-
thesised as inactive “proenzymes” that are subsequently
processed by proteolytic cleavage to form an active enzyme.
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w czeséci komorek, ligand tego receptora (Fas L — Fas
ligand) jest zwykle spotykany na powierzchni komorek za-
palnych, takich jak limfocyty T i makrofagi [3, 7, 13, 23].
Do ekspresji Fas dochodzi jednak takze na powierzchni ko-
morek migéni gtadkich (SMC, smooth muscle cells) [3, 15].
Dzieki wystepowaniu w komadrce specyficznych biatek ada-
ptorowych aktywacja receptora Fas umozliwia zapoczat-
kowanie aktywacji kaspaz.

Kaspazy (Cysteinyl Aspartate-Specific Proteases) majg
istotne znaczenie w procesie aktywacji i egzekucji zjawi-
ska programowanej $mierci komorki zachodzacej pod
wptywem réznych czynnikéw stymulujgcych. W chwili
obecnej znanych jest kilkanascie enzymow nalezacych do
grupy kaspaz; sg one syntetyzowane jako nieaktywne pro-
enzymy i wymagajag przeksztatcenia w forme aktywna.

Oczywiscie istnieje jeszcze wiele innych mozliwych
czynnikéw regulujacych i aktywujacych proces apoptycz-
nej $mierci komorki, ktérych oméwienie przekracza ramy
powyzszego opracowania [7, 9, 10, 12, 24, 25, 34].

Techniki diagnostyczne

Wsrad licznych technik umozliwiajgcych identyfika-
cje komérek apoptycznych wymieni¢ nalezy te, ktére
opieraja sie na potwierdzeniu fragmentacji DNA za po-
mocag miedzynukleosomalnego cigcia jego nici poprzez
endonuklezy. Efekt cigcia endonukleolitycznego mozna
identyfikowac¢ ré6znymi technikami. Jedna z nich jest tech-
nika rozdziatu elektroforetycznego ekstraktu genomowe-
go DNA na zelu agarozowym. W przypadku zmian typo-
wych dla zjawiska apoptozy obserwuje sie charaktery-
styczny obraz tak zwanej ,drabinki” apoptycznej, gdzie
poszczegodlne prazki na zelu odpowiadajg cietym przez
endonukleazy fragmentom nukleosomalnym. Pekniecia
DNA w komorkach apoptycznych mozna zidentyfikowaé
rowniez przy uzyciu techniki znakowania DNA in situ
TUNEL (TdT — mediated dUTP nick end-labeling). W me-
todzie tej enzym terminalna transferaza dezoksynukleoty-
dowa dobudowuje do koncow 3’ znakowane nukleoty-
dy. W zaleznosci od typu zastosowanego znacznika, pek-
niecia DNA w reakcji TUNEL mozna wykrywaé na pod-
stawie analizy mikroskopowej fluorescencyjnej lub mi-
kroskopii w zakresie $wiatta widzialnego. Alternatywna
technikg wykorzystujgcg polimeraze DNA dla wbudowy-
wania znakowanych nukletoydéw w miejsca cie¢ fancuch
DNA jest ISEL (in situ end-labeling).

W ostatnim okresie podkresla sie duzg czutosé testow
z aneksyng V, ktéra umozliwia stwierdzenie juz bardzo
wczesnych etapow zaburzen zwigzanych z wchodzeniem
komorki w cykl $mierci apoptycznej (metoda wykorzy-
stuje faczenie sie aneksyny V z fosfatydyloseryng ekspo-
nowang na zewnetrznej powierzchni bfon komoérkowych
komorek wkraczajgcych w szlak $mierci apoptycznej).

Innym sposobem monitorowania zjawiska apoptozy
jest takze ocena specyficznych mediatoréow lub wskazni-
kow programowanej $mierci komorki oraz ocena stop-
nia aktywacji kaspaz w komaérce. Ocene ekspresji wy-
branych pro- i antyapoptycznych genéw zwigzanych ze
szlakiem apoptozy mozna prowadzi¢ metodami immu-

There is, of course, a great number of other regulato-
ry and activating mechanisms of apoptotic death that
cannot be discussed here due to the limited size of this
publication. Recent studies have discovered a new link
and correlations between factors implied in programmed
cell death and each year brings new data concerning
apoptosis [7, 9, 10, 12, 23, 25, 34].

Diagnostic techniques in the detection
of programmed cell death

Evaluation of typical apoptotic cell morphology serves
as one of the simplest methods used in programmed
cell death detection. Cell labelling with specific dyes, fol-
lowed by analysis with light, fluorescence or electron
microscopy, provides us with some information about
cell structure alterations.

Among various ways of programmed cell death detec-
tion, the techniques based on the internucleosomal genom-
ic DNA fragmentation by activated endonucleases should
be mentioned. Separation of cellular DNA on agarose gel
shows a characteristic ladder-like pattern of DNA fragments.
Another technique, enabling visualisation of characteristic
DNA fragmentation of the cells in situ within a tissue, is the
TUNEL method (Tdt — mediated dUTP nick end — label-
ling). In this method dUMP is attached to the 3'end of ge-
nomic DNA by terminal desoxynucleotydyl-transferase.
Positive cells are visualised using dyes conjugated to des-
oxyuridine and the result can be evaluated by fluorescence
or light microscopy. An alternative technique is /n situ end-
labelling (ISEL), which utilises DNA polymerase to incorpo-
rate biotinylated nucleotides at the DNA strand breaks.

Recently, tests of a very high sensitivity for preliminary
apoptotic changes have been introduced (e.g. labelling cells
with annexin V — the method is based on the binding of
annexin V to phosphatidylserine exposed on the outer leaf-
let of the cell membrane of the apoptotic cell).

Another possibility is an evaluation of the expression
or level of specific mediators, apoptotic markers or eval-
uation of the activity of caspases. Using immunohisto-
chemical methods, the presence of chosen pro- or anti-
apoptotic proteins is also examined. Modern molecular
techniques — gene amplification techniques, like PCR,
RT-PCR and QPCR (Quantitative-PCR) allow for an evalu-
ation of apoptosis on the level of gene expression. Pre-
cise descriptions of all those methods can be found in
the publications concerning molecular biology [11].

Apoptosis and abdominal aortic aneurysm

According to previously conducted investigations, in
the medial layer of the abdominal aortic aneurysm a de-
crease of the SMC density is observed [3, 23]. Apoptosis
is considered to be one of the mechanisms responsible
for SMC number decrease. According to Liao, cultured
SMCs of the aortic wall present a significantly decreased
proliferation capacity and a limited time of survival in com-
parison with SMCs originated from the inferior mesenteric
artery of the same patient [27]. SMCs represent the major-
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nohistochemicznymi lub tez nowoczesnymi metodami
amplifikacji opartymi na detekc;ji frakcji mRNA(s) w reak-
cjach PCR (polymerase chain reaction, polimerazowa re-
akcja tancuchowa), RT-PCR czy tez iloséciowo jako Q-PCR
(Quantitive-PCR, ilosciowa PCR). Znane sg takze metody
selektywnego barwienia oraz oceny morfologicznej,
umozliwiajagce okreslenie charakterystyki komorki apop-
tycznej; w badaniach istnieje takze mozliwos$¢ wykorzy-
stania mikroskopii $wietlnej, fluorescencji oraz mikrosko-
pii elektronowej. Szczegdtowe omdwienie tych i innych
metod zawierajg podreczniki i publikacje dotyczace bio-
logii molekularnej [11].

Apotoza a tetniak aorty brzusznej

Na podstawie wynikow przeprowadzonych badan
w obrebie btony srodkowej wykazano znaczny spadek ge-
stosci komérek miesni gtadkich (SMCs, smooth muscle
cells) w $cianie tetniaka aorty brzusznej [3, 23]. Jednym
z mechanizmow zmniejszenia sie populacji SMCs moze
by¢ ich wejscie na droge programowanej $mierci komorki.
Jak podaje Liao, SMCs tetniaka aorty cechujg sie zmniej-
szonymi zdolnosciami proliferacyjnymi oraz ograniczo-
nym czasem przezycia w hodowli w poréwnaniu na przy-
ktad z miocytami uzyskanymi ze Sciany tetnicy krezkowe;j
dolnej tego samego chorego [27]. Stanowiace zdecydo-
wang wiekszos¢ w obrebie btony srodkowej aorty SMCs
sg odpowiedzialne za utrzymanie homeostazy $ciany na-
czynia [1-3,7, 23, 30]. W przypadku bfony srodkowej, pod-
dawanej wptywowi wysokich wartosci ci$nienia tetnicze-
go w trakcie catego zycia, odpowiadajg one za utrzyma-
nie jej prawidtowego skfadu i proporcji pomiedzy kom-
ponentami elastyny i kolagenu oraz odnowe zniszczonej
substancji miedzykomorkowej [1-3, 28, 29]. Najczesciej
obserwowanymi zmianami histologicznymi w obrebie
Sciany tetniaka, obok spadku liczby komarek miesni gfad-
kich, sg zmiany degeneracyjne w btonie srodkowej, ktére
polegaja na przerwaniu i degradacji wtokien jej poszcze-
golnych warstw (szczegdlnie widkien elastyny bfony $rod-
kowej) [1, 4]. Rdwnoczes$nie dochodzi do powstawania
nowych naczyn w obrebie btony $rodkowe]j (neowasku-
laryzacja) oraz zmian aktywnosci enzyméw mogacych
przyspiesza¢ degradacje $ciany naczynia [1, 4]. Od daw-
na podkresla sie i dyskutuje znaczenie metaloproteinaz
oraz aktywatora plazminogenu [1, 2, 4]. Odktadanie sie
immunoglobulin G w $cianie aorty, zwapnienia i blaszki
miazdzycowe w btonie wewnetrznej to dodatkowe czyn-
niki uszkadzajace [2, 5].

Obok spadku liczby SMCs w przypadku poszerzania sige
aorty niejednokrotnie dochodzi na nacieku $ciany aorty
komorkami zapalnymi (makrofagi, limfocyty T). W bada-
niach Henderson wykazano w obrebie $ciany tetniaka aor-
ty brzusznej zmniejszenie liczoy SMC oraz ekspresje me-
diatorow procesu $mierci apoptycznej w limfocytach T na-
ciekajacych $ciane naczynia (Fas-ligand) [3]. Infiltracja Scia-
ny tetniaka poprzez limfocyty T oraz makrofagi jest po-
wszechnie podkreslanym w literaturze zjawiskiem [1, 2, 4].

We wspomnianych badaniach [3] wykazano 25-66-
-procentowy spadek liczby SMCs w btonie $rodkowej aor-

ity of the aortic medial layer cells and are one of the fac-
tors responsible for vessel wall homeostasis [1-3, 7, 23,
30]. In the medial layer of the aortic wall (remaining under
high pressure the whole life) SMCs control the elastin and
collagen content and the changes occurring in the intrac-
ellular matrix. According to some data, they are able to
produce other components of the intracellular matrix
[1-3, 28, 29]. Apart from SMCs loss, the most common
pathology observed within the aneurysmal wall are chang-
es concerning the degeneration and disruption of the
fibres of the elastic medial layer [1, 4]. Another pathology
observed is the neovascularisation of the aortic media.

The described vessel wall remodelling is connected
with important changes of the activity of the enzymes re-
sponsible for the degenerative process inside the wall —
matalloproteinases and plasminogen activator are well-
known factors influencing aortic wall destruction [1, 2, 4].
Other factors responsible for aortic injury are deposition
of immunoglobulin G inside the wall, calcifications and
atherosclerotic plaques within the intimal layer [2, 5].

In the cases of aortic dilatation, an infiltration of the
wall by inflammatory cells such as macrophages and lym-
phocyte T has been noticed [1, 2, 4]. According to the
data reported by Henderson, the decrease of the SMC
population is connected with the expression of the ap-
optosis stimulus factors on the lymphocyte T infiltrating
the vessel wall (Fas-ligand) [3]. In the same investiga-
tion, compared with a normal aorta, a 25-66% decrease
of the SMC density in the aortic media in patients with
aortic aneurysm was found. Calculation of the number
of SMC nuclei per cross-sectional area reveals a 36%
reduction in the nuclei per unit in the investigated spec-
imens. The presence of apoptotic cells was confirmed
by the TUNEL method — the apoptotic index of both
SMCs and wall infiltrating macrophages was 6.78 vs. 0.57
(compared with control aortic specimens). The evalua-
tion of SMCs only, confirmed the presence of apoptosis-
positive SMC nuclei in the medial aortic layer — the ap-
optotic index value was 13.5 [3].

There is still discussion concerning the influence of
the T lymphocytes on SMCs. One of the mechanisms
can be a release of the perforin, that can change the cell
membrane permeability, leading to the cell’s death [3, 13].
Inflammatory cells are also able to express the ligand of
the death receptor Fas, which can activate apoptotic cell
death through caspase activation [3, 7]. Immunohisto-
chemically, with the application of the monoclonal anti-
bodies, the expression of the Fas receptor on SMCs of
the medial aortic layer was also confirmed [3].

According to the Lopez-Candalez investigation, de-
crease of the SMC density in the medial aortic wall (74.5%
reduction of the mean density of SMCs in comparison
with control normal aorta) and the high percentage of
the ISEL positive cells were confirmed (up to 30% of the
medial layer cells). Additionally, in 20-30% of «-actine
positive cells, an accumulation of p53 was documented
— this fact was confirmed by RT-PCR, which revealed
mRNA p53 expression 2-3 times higher than in the non-
dilated aorta [23].
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ty u chorych z tetniakiem aorty brzusznej w poréwnaniu
Z niezmieniong aortg (po przeliczeniu liczby jgder SMCs
na jednostke powierzchni wykazano 36-procentowgq re-
dukcje liczby SMCs w badanych preparatach). Obecnosé
komorek apoptycznych potwierdzono reakcjg TUNEL (in-
deks apoptyczny — zarowno w komarkach SMC, jak
i w obrebie naciekajacych $ciane makrofagéw 6,78 vs.
0,57 w grupie kontrolnej) [3]. Analizujgc czesto$¢ wyste-
powania jader komérek apoptycznych w populacji ko-
morek ograniczonej do SMCs btony $rodkowej aorty,
stwierdzono wartos$¢ indeksu apoptycznego rowng 13,5.

Limfocyty T w $cianie tetniaka aorty moga przyczy-
nia¢ sie do $mierci komarek miesni gfadkich, uwalniajac
perforyny, ktére, oddziatujgc na btone komaorkowa, zmie-
niajq jej przepuszczalnosé [3, 13]. Réwnoczesnie wykazujg
one jednak zdolnosc¢ do ekspresji liganda receptora $mierci
komorkowej Fas (FaslL), co moze aktywowacé zalezny od
niego apoptyczny schemat $mierci komorki poprzez akty-
wacje kaspaz [3, 7]. Inmunohistochemicznie (z wykorzy-
staniem znakowanych specyficznych przeciwciat) potwier-
dzono takze ekspresje receptora Fas w obrebie SMCs bfo-
ny $srodkowej tetniakowato zmienionej aorty [3].

W badaniu przeprowadzonym przez zespét Lopez-
-Candalez wykazano zaréwno zmniejszenie gestosci ko-
morek miesni gtadkich w obrebie btony srodkowej tet-
niaka aorty (74,5-procentowa redukcja $redniej gestosci
SMCs w poréwnaniu z normalng aortg), jak i duzy odse-
tek ISEL (in situ end-labeling) pozytywnych komérek sie-
gajacy 30% komorek bfony srodkowej (dodatkowo w 20—
-30% komorek pozytywnych w stosunku do a-aktyny
udowodniono akumulacje p53, co potwierdzono bada-
niem RT-PCR (reverse transcription — polymerase cha-
in reaction), w ktérym wykazano ekspresje mRNA p53
2-3 razy wyzszg niz w nieposzerzonej aorcie [23].

W rozpoczetych obecnie w Katedrze Biologii Mole-
kularnej Slqskiej Akademii Medycznej badaniach przy
wykorzystaniu RT-QPCR (TagMan PCR) dla ilosciowego
oznaczenia poziomu ekspresji genow kodujacych Bax
i Bcl-2 stwierdzono wahania ekspresji zaréwno Bax, jak
i Bcl-2 w obrebie materiatu uzyskanego ze $ciany tetnia-
ka aorty brzusznej u czesci badanych chorych — wyma-
ga to jednak potwierdzenia poprzez objecie badaniem
wigkszej grupy pacjentdw oraz zastosowania metod im-
munohistochemicznych w celu potwierdzenia obecno-
$ci tych biatek w tkance.

Nadal dyskusyjny jest sposdb wywotywania apopto-
zy w obrebie SMCs btony srodkowej aorty [1-4, 23]. Czyn-
nikami stymulujgcymi moga by¢ zaréwno oksydowane li-
poproteiny o niskiej gestosci (LDL, /low-density lipoprotein),
wystepujace w trakcie formowania sie zmian miazdzyco-
wych, jak i wolne rodniki oraz tlenek azotu, co wykazano
w badaniach /in vitro. Innym dyskutowanym czynnikiem
stymulujgcym moga by¢ zmiany niedokrwienne SMCs
w obrebie btony srodkowej wraz z postepujgcym formo-
waniem sie skrzepliny przy$ciennej oraz zmian miazdzy-
cowych. Odzywianie komodrek srodkowej btony aorty
w jej podnerkowym odcinku pochodzi w znacznym stop-
niu z przezsciennej dyfuzji substancji ze Swiatta aorty [2-4].
Innym rozwazanym czynnikiem moze by¢ degeneracja

Another investigation with the RT-QPCR for the quanti-
tative estimation of the expression of genes encoding Bax
and Bcl-2 in the abdominal aortic wall, conducted at the
Department of Molecular Biology of the Silesian Medical
Academy, showed the changes of the expression of Bax
or Bcl-2 in the examined tissue — however, this has to be
confirmed on a larger group of patients and it requires the
confirmation of the presence of protein products using other
methods e.g. the immunohistochemical one.

The way of apoptosis induction within the aortic media
is still disputable [1-4, 23]. The role of oxidatively modified
low density protein (LDL) present at the time of the athero-
sclerotic plaque occurrence, the role of free radicals and
nitride oxide was confirmed in /n vitro studies [2-4].

The nutrition of the medial layer in the infrarenal aor-
tic segment comes partially from the diffusion of trans-
mural nutrient substances from the aortic lumen. Anoth-
er factor influencing apoptosis occurrence can be ischae-
mia of the medial SMCs, due to thrombus formation on
the internal aortic layer and also the presence of athero-
sclerotic plaques.

Another factor influencing the apoptotic cell death is
the changes of the intracellular matrix surrounding and
contacting SMCs. This can decrease the resistance of
the SMCs to apoptotic stimuli [1, 2, 23, 24]. According to
in vitro examinations, SMC apoptosis can be induced by
TNF, 1I-1 8, y-interferon, nitric oxide — substances pene-
trating into the vessel wall [7, 20, 21]. The data reported
by Hishikawa confirmed that an enhanced expression of
the connective tissue growth factor increases apoptosis
frequency in the cultured SMC [24].

In the discussion about aortic aneurysm occurrence,
a group of patients with aortic cystic medial degeneration
(CMD) should also be mentioned [28, 29]. The disease, es-
pecially occurring in cases of aortic dilatation or dissection,
concerns mainly the thoracic segment of the vessel. In the
pathological examination, the loss of SMCs, elastin fibres
fragmentation and accumulation of acid mucopolisach-
arides inside the aortic wall was observed [28]. According
to the data reported by lhling, in patients with CMD, con-
firmed by immunohistochemical staining, the evidence of
p53 expression was noticed in 11.5% of SMC medial cells
(vs. 1.3% in the control group). Pro-apoptotic Bax positive
cells were observed in 5.4% of the aortic media cells (con-
trol group — 0.5%). TUNEL positive cells were found in 17
out of 20 specimens (mean — 1.5% of VSMC cells vs. con-
trol group — 0, p < 0.001) — the results were confirmed by
electron microscopy and gel electrophoresis [28].

The documented presence of the apoptotic cells in
the aneurysmatic aorta confirms the role of programmed
cell death in the decrease of the SMC density in the me-
dial aortic layer during aneurysm formation. There was
also a correlation found between the presence of apop-
totic cells and the expression of stimuli and/or regulato-
ry factors, as previously described [30]. Currently, the
role of apoptosis in the vascular wall changes at the var-
ious stages of its growth and development and also its
further remodelling is confirmed. This concerns not only
physiological but also pathological conditions (beginning
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substancji miedzykomoérkowej stanowigcej naturalne $ro-
dowisko komoérki, co moze zmniejszy¢ odporno$é SMCs
na bodzce apoptyczne [1, 2, 23, 24]. W badaniach in vitro
apoptoze SMCs wywotujg TNF, IL-18, interferon-y, tlenek
azotu — czynniki, ktére w organizmie moga penetrowac
do Sciany naczynia [7, 20, 21]. Jak wykazat Hishikawa,
zwigkszona ekspresja czynnika wzrostu tkanki fgcznej (con-
nective tissue GF) zwigksza czesto$¢ apoptozy w komoér-
kach hodowli miesni gtadkich aorty [24].

Analizujgc przypadki tetniaka aorty brzusznej, nalezy
takze wspomnie¢ o grupie chorych, u ktorych rozwar-
stwienie lub tez tetniakowate poszerzenie — obejmujace
zwykle szczegdlnie piersiowy odcinek aorty — rozwija
sie na tle zwyrodnienia torbielowatego btony srodkowej
aorty (CMD, cystic medial degeneration) [28, 29]. W ob-
razie histologicznym tego schorzenia, obok spadku licz-
by SMC widoczna jest fragmentacja widkien elastyny
i akumulacja kwasnych mukopolisacharydéw w $cianie
naczynia [28]. lhling i wsp., analizujgc przypadki torbie-
lowatego zwyrodnienia btony srodkowej aorty, wykazali
w badaniach immunohistochemicznych ekspresje pb3
obecngw 11,5% komérek SMCs (vs. 1,3% w grupie kon-
trolnej). Stwierdzana reaktywanos$¢ proapoptycznej pro-
teiny Bax dotyczyta 5,4 % komorek btony srodkowe;j (gru-
pa kontrolna—0,5%). Obecno$¢ komoérek wykazujacych
pozytywna reakcje TUNEL stwierdzano w 17 na 20 bada-
nych preparatéw (Srednio 1,5 % badanych komorek) —
w grupie kontrolnej 0 (uzyskane wyniki potwierdzano
w badaniu metodami mikroskopii elektronowej oraz elek-
troforezy na zelu agarozowym) [28].

Udowodniona obecno$¢ komorek apoptycznych
w $cianie tetniakowato zmienionej aorty dowodzi znacze-
nia, jakie moze mie¢ programowana $mier¢ komorki
w zaniku SMCs btony $rodkowej aorty, tym bardziej, ze
w $wietle przedstawionych badan rozwéj schorzenia ko-
reluje jednoczes$nie zwzmozong ekspresjg czynnikow sty-
mulujacych i regulujgcych w obrebie badanych komérek
i tkanek [30]. W chwili obecnej potwierdzono znaczenie
programowanej $mierci komérki w zmianach $ciany na-
czyniowej w réznych okresach zycia i w réznych jednost-
kach chorobowych — poczawszy od zmian zachodzacych
w naczyniach (naczyniach pepowinowych, przewodzie
tetniczym) po urodzeniu, poprzez zmiany obejmujace na-
czynia w anomaliach rozwojowych i nadcisnieniu tetni-
czym, a skonczywszy na niezwykle groznych schorzeniach,
takich jak zawat serca, udar moézgu czy tez niewydolnos¢
krazenia lub niestabilna blaszka miazdzycowa [6-8, 13, 18,
21, 25, 26]. Apoptoza komorek $ciany naczynia moze byé
takze wynikiem dziatania niektérych lekéw stosowanych
w chorobach uktadu krazenia czy tez zabiegdéw angiopla-
styki naczyniowej [7, 21, 31].

Podsumowanie

Ogromna liczba doniesien z ostatnich lat na temat
znaczenia programowanej $mierci komorki (apoptozy),
coraz wieksza ilos¢ danych na temat czynnikéw stymu-
lujgcych wspomniane zjawisko przybliza nas by¢é moze
do momentu, w ktérym mozliwe bedzie nie tylko osta-

with neonatal vessel remodelling in the umbilical cord
or in the ductus arteriosus wall after birth, through the
changes observed in congenital malformations or arteri-
al hypertension and finally finishing with the pathology
typical of more dangerous conditions, like heart infarc-
tion, stroke, circulatory insufficiency or non-stable athero-
sclerotic plaque) [6-8, 13, 18, 21, 25, 26]. Apoptotic chang-
es are also observed as a result of a pharmacological
therapy or angioplasty procedure [7, 21, 31].

Summary

The number of papers concerning “programmed cell
death” within the last years and the increasing knowledge
concerning regulatory mechanisms and stimulus factors
are bringing us close to the moment when the final un-
derstanding of the apoptotic process will be possible.

Hopefully, at this time, due to continuous molecular
biology technique development, the successful treat-
ment of apoptosis-dependent diseases will be possible.
Nowadays, the first projects concerning the use of cas-
pase inhibitors or apoptosis-inhibiting factors are under
investigation. Attempts at introducing pro- or anti-apop-
totic genes into the cell genetic material are also being
undertaken [7, 16]. According to the current multifactor
theory of aneurysm occurrence, apoptosis can be quali-
fied as one of the very complex changes within the aor-
tic wall during the development of this disease. Certain-
ly, also other rings of this chain have to be found and
recognised.
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