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Materiaty informacyjne na temat oddziatywania badanych substancji konserwujgcych
dodawanych do kosmetykow i/lub lekéw na starzejgce sie komaorki organizmu

W ramach projektu I.N.13 realizowanego w CIOP-PIB w latach 2017-2019 oceniono dziatanie
cytotoksyczne oraz wptyw wybranych substancji chemicznych o dziataniu konserwujgcym,
stosowanych w przemysle kosmetycznym i/lub farmaceutycznym, na proces programowanej
Smierci komdrkowej (apoptozy) w starzejgcych sie ludzkich fibroblastach.

Co to jest apoptoza i czym grozi

zaburzenie jej fizjologicznego przebiegu?

Apoptoze — okresdlang réwniez jako smieré programowana, samobdjcza lub altruistyczna —
uznaje sie za aktywny proces wspoétodpowiedzialny za precyzyjng kontrole liczby i rodzaju komorek
na rowni z proliferacjg, réznicowaniem i dojrzewaniem. Sprawnos¢ funkcjonowania m.in. przewo-
du pokarmowego, skory i uktadu odpornosciowego cztowieka zalezy od prawidtowo przebiegajace;j
apoptozy i zastepowania ,,zuzytych” komérek nowymi. Ocenia sie, ze w kazdej sekundzie w organi-
zmie ludzkim powstaje okoto 100 000 komorek i tylez samo umiera na drodze apoptozy (Ktyszejko-
-Stefanowicz, 2015).

Zachwianie réwnowagi miedzy procesami tworzenia i umierania komérek powoduje patolo-
giczne zmiany w organizmie. | tak, przewaga podziatéw komodrek nad ich Smiercig wigze sie z trans-
formacjg nowotworowg, natomiast nadumieralnos¢ komodrek jest zjawiskiem wystepujgcym
w chorobach neurodegeneracyjnych i AIDS (Radziszewska, 1999).

Morfologiczne objawy apoptozy to obkurczanie sie komérki, ktére powoduje utrate kontaktu
z sasiednimi komdrkami, gestnienie cytozolu oraz charakterystyczne formowanie przez bfone
komédrkowg i btone jadrowa uwypuklen odrywajgcych sie od komadrki zwanych ciatkami apopto-
tycznymi. Biochemia procesu apoptozy wigze sie z pobudzeniem pewnych receptoréw (rodzina
receptorow TNF), z aktywowaniem jednych biatek komorki (np. kaspaz, biatek adaptorowych,

biatek z rodziny bcl-2), a niszczeniem drugich (np. miozyny, aktyny, a-fodryny) oraz z ostateczng

degradacjg DNA przez nukleazy (Hordyjewska i Pasternak, 2005).
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Jak wygladaly poczatki badan apoptozy?

W 1858 r. Rudolf Virchow zasugerowat role $mierci komérek w rozwoju ognisk kaszowatych
w naczyniach krwiono$nych (ang. atheromas), a znaczng cze$¢ towarzyszacych procesowi zmian
opisat jako degeneracje, zamieranie, ostabienie i nekroze. Pierwsze obserwacje apoptozy mozna
przypisa¢ Walterowi Flemmingowi, ktéry w 1885 r. opisat postepujgcy degradacje i znikanie jgder
komdrkowych w nabtonku wyscietajagcym zanikowe pecherzyki jajnikowe. Badacz ten obserwowat
kondensacje chromatyny i tworzenie tzw. potksiezycéw i nazwat to zjawisko chromatolizg. Proces
chromatolizy badat nastepnie Ludwig Graper, ktéry amitoze traktowat jako mechanizm przeciw-
dziatajgcy smierci komorek. Na poczatku XX w. wtasnie Graper postulowat, ze fizjologiczne usuwa-
nie komérek odbywa sie poprzez chromatolize, po ktérej dochodzi do pochtaniania komoérek przez
sgsiadujgce funkcjonalne komorki. Wyniki doswiadczen A. Gliicksmana i wsp. zwrdcity uwage na
znaczenie Smierci komérek w embriologii, poniewaz podkreslity, ze apoptoza wystepuje na specy-
ficznych etapach rozwoju organizmu. Obserwowane formy smierci komdrek znalazty morfologicz-
ne potwierdzenie dopiero w potowie lat 60. ubiegtego stulecia. Wtedy to australijski badacz John
F. Kerr wykazat, ze indukcja niedokrwienia watroby szczura w wyniki podwigzania zyty wrotnej
wywotywata obkurczenie parenchymy narzadu, w ktérym szczegdlnie hepatocyty ulegaty prze-
ksztatceniu w mate, owalne ciatka z cytoplazmg i $ladowg iloscig piknotycznej chromatyny. Kerr
jako pierwszy zaobserwowat, ze wokét tak zmienionych komaérek nie wystepowaty zmiany zapalne
typowe dla komdrek nekrotycznych. Za pomoca kwasnej fosfatazy, znacznika lizosomoéw, ujawnio-
no rozrywanie komodrek nekrotycznych, podczas gdy hepatocyty w niedokrwionej watrobie miaty
nienaruszone lizosomy zawierajgce ten enzym. Ponadto Kerr réwniez jako pierwszy opisat tworze-
nie sie w umierajgcych komadrkach uwypuklen btony komérkowej i jgdrowej, otaczajgcych morfo-
logicznie zmienione w niewielkim stopniu organelle komérkowe i chromatyne oraz ich odrywanie
sie w postaci pecherzykéw, zwanych obecnie ciatkami apoptotycznymi. Takg $mieré autor opisat
terminem shrinkage necrosis. Dla tej formy Smierci cytowany badacz australijski oraz naukowcy
szkoccy, Andrew H. Wyllie i Alastair R. Currie, zaproponowali w 1972 r. nazwe ,,apoptoza”, od
greckiego stowa apoptosis oznaczajgcego opadanie lisci lub ptatkéw kwiatowych. Wspomniani
autorzy podkreslili, ze apoptoza komérek wystepuje podczas rozwoju organizmu wielokomérko-
wego, przebiega w komodrkach dojrzatych organizmdéw i zachodzi przez cate zycie (Ktyszejko-

Stefanowicz, 2015).
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Jak substancje konserwujace wptywaja na apoptoze?

Istnieje szereg doniesien, ze dziatanie proapoptotyczne wykazujg takze srodki konserwujace,
bez ktérych wrecz niemozliwe wydaje sie obecnie zapewnienie wymaganej czystosci mikrobiolo-
gicznej przewazajacej wiekszosci kosmetykdw, jak rowniez np. kropli do oczu czy wielu srodkéw
spozywczych.

W badaniach Dubey i wsp. (2017) stwierdzono, ze metyloparaben (MePB) — bedacy jednym
z obiektdw badan w ramach niniejszego projektu — wykazywat zalezne od dawki dziatanie cytotok-
syczne na komérki HaCaT w testach MTT i NRU. W doswiadczeniu, w ktérym komérki poddane
dziataniu MePB (25 pg/ml) eksponowano na promieniowanie UVB (1,08 J/cm?), zaobserwowano
fragmentacje jader, translokacje fosfatydyloseryny, uszkodzenie DNA na poziomie 30% oceniane
w tescie kometowym oraz tworzenie sie mikrojgder. Ponadto stwierdzono takze, ze w badanym
procesie apoptozy biorg udziat mitochondria (poprzez regulacje Bax, Apaf-1, cytochromu Ci kaspa-
zy-3), a zastosowanie wybidrczego inhibitora kaspazy Z-VAD-FMK pozwolito rowniez na stwierdze-
nie udziatu kaskady kaspaz w procesie apoptozy. Uzyskane wyniki wskazujg, ze MePB wykazuje
wiasciwosci swiattoczute oraz powoduje uszkodzenia DNA i apoptoze (zarowno przez szlak mito-
chondrialny, jak i stres retikulum endoplazmatycznego (stres ER), (ang. endoplasmic reticulum
stress)). Stres retikulum endoplazmatycznego jest czesto pomijanym, a rownie waznym mechani-
zmem wywotujgcym apoptoze, gdyz w reakcji na niego komdrka jako mechanizm samoobrony
uruchamia system odpowiedzi na obecnos$¢ niesfatdowanych biatek (UPR) (ang. unfolded protein
response), (Nogalska, 2015). Jego zadaniem jest zapobieganie dalszemu gromadzeniu sie niepra-
widfowo sfatdowanych biatek w retikulum endoplazmatycznym, a w razie niepowodzenia dopro-
wadzenie do apoptozy komorki (Mori, 2000; Roussel i wsp., 2013; Zhang i Kaufman, 2008). Herp,
biatko retikulum endoplazmatycznego indukowane homocysteing (ang. homocysteine-induced
endoplasmic reticulum protein), zlokalizowane w btonie retikulum endoplazmatycznego, pod
wptywem stresu ER ulega najintensywniejszej ekspresji ze wszystkich biatek odpowiedzi na nie-
prawidtowo ztozone biatka (Kokame i wsp., 2000; Yamamoto i wsp., 2004). Odgrywa ono istotng
role w degradacji biatek zwigzanych z ER (ang. ER-associated degradation, ERAD), utrzymywaniu
homeostazy wapniowej i regulacji apoptozy (Chan i wsp., 2004; Hori i wsp., 2004; Yamamoto
i wsp., 2004).

Szelag i wsp. (2016) stwierdzili wptyw propyloparabenu (drugiego z badanych w ramach

niniejszego projektu konserwantéw) w stezeniach: 0,4; 2,3 i 4,6 ng/ml na metabolizm energetycz-
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ny hepatocytéw HepG2 i zalezng od dawki parabenu intensywnos¢ apoptozy w komarkach. Propy-
loparaben moze by¢ toksyczny dla komdrek watroby ze wzgledu na zwiekszong produkcje anionéw
nadtlenkowych, co moze prowadzi¢ do zmniejszenia poziomu dysmutazy ponadtlenkowej in vivo
i zaburzenia mechanizméw antyoksydacyjnych organizmu. Dalsze obnizenie potencjatu btony mi-
tochondrialnej i rozprzeganie tancucha oddechowego wskutek obnizania stezenia ATP i uszkodze-
nia mitochondridw moze prowadzi¢ do apoptotycznej Smierci komorek.

Warto zauwazy¢, ze oba parabeny badane w ramach niniejszego projektu (metyloparaben oraz
propyloparaben) byty wykrywane u ludzi w moczu w stezeniach odpowiednio 43,9 i 9,05 ng/ml
(Ye i wsp., 2006)

Carvalho i wsp. (2012) stwierdzili, ze propyloparaben charakteryzowat sie silniejszym dziata-
niem cytotoksycznym dla wczesnych pasazy (nr 4+6) ludzkich fibroblastow skérnych (HDF) niz
paraben metylowy oraz fenoksyetanol (trzeci z badanych w niniejszym projekcie zwigzkéw) — ICso
dla parabenu propylowego w tescie NRU wyznaczono na poziomie 0,25%, podczas gdy dla parabe-
nu metylowego wartos¢ ta wynosita 2,35%, a dla fenoksyetanolu 1,09%. Przy stezeniu badanych
konserwantéw wynoszacym 1% stwierdzono takze wysokie wartosci apoptozy (bliskie 95%) dla
fenoksyetanolu, parabenu metylowego i propylowego (w nizszych stezeniach: 0,1; 0,01 i 0,001%
wartos¢ ta znacznie sie obnizata).

Zang i wsp. (2017) obserwowali statystycznie istotne zmiany przezywalnosci komorek nabton-
ka spojéwkowego po narazeniu ich na chlorek benzalkonium (BAC) (czwarty z badanych w niniej-
szej pracy konserwantéw) w stezeniach 0,0005+0,001% przez 30 min. Obserwowano réwniez
uszkodzenia DNA, co wigzano ze stresem oksydacyjnym i wzrostem wewnatrzkomorkowego
poziomu reaktywnych form tlenu (ROS), cho¢ dyskusyjne wydaje sie, zeby chlorek benzalkonium
w stezeniu 0,001% generowat mniej ROS niz w stezeniu 0,0005%. Zanotowano réwniez obnizenie
potencjatu btony mitochondrialnej i apoptoze komorek.

Wyniki testu TUNEL (badanie fragmentacji DNA in situ) przeprowadzonego przez Ulker i wsp.
(2013) wykazywaty réwniez, ze chlorek benzalkonium (BAC) w dawkach 10; 25 i 50 pg/ml powo-
dowat znaczne uszkodzenie DNA.

Chlorek benzalkonium w stezeniach wyzszych niz 0,0001% powodowat nekrotyczng smier¢
komorek linii Jurkat (ludzkie komorki nowotworowe z linii limfoblastycznej chtoniaka T komérko-
wego), podczas gdy w stezeniach 0,00001+0,0001% (0,28+2,8 uM) wywotywat apoptoze niewiel-
kiego stopnia. Mediana apoptozy komdrkowej po 48 godz. narazenia znaczaco wzrastata z 8,3%
w grupie kontrolnej do 17% w grupie eksponowanej na chlorek benzalkonium w stezeniu 0,0001%

(2,8 uM).
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BAC w stezeniu nizszym niz 0,00001% nie powodowat Smierci komdrek zadnego typu (Pozarowska
i Pozarowski, 2011).

Wielu badaczy (Adams i wsp., 1996; Nicosia i wsp., 1995; Usami i wsp., 1997) uwaza, ze apop-
toza zwigzana z wiekiem odgrywa istotng role w procesie starzenia sie tkanek.

Wagner i wsp. (2001) w badaniach nad procesem apoptozy zaobserwowali, ze starzejace sie
komorki srédbtonka pepowiny (HUVEC) wykazujg z wiekiem znaczny wzrost poziomu spontanicz-
nej apoptozy, podczas gdy diploidalne fibroblasty izolowane z napletka noworodka byty bardziej
odporne na apoptoze zwigzang ze starzeniem, chociaz wystepowaty znaczace rdznice fragmentacji
DNA w komodrkach mtodych (23 PDL) i starych (56 PDL) (zawartos¢ frakcji sub-G1 wzrastata z 0,5%
przy 23 PDL do 3,7% w 56 PDL).

Badania Yeo i wsp. (2000) wykazaty réwniez, ze fragmentacja DNA w hodowanych ludzkich
fibroblastach wzrasta do okoto 3% w miare seryjnego pasazowania. Dlatego wydaje sie, ze czesc¢

normalnych ludzkich fibroblastéw ulega in vitro apoptozie z wiekiem.

Jakie badania wykonano w ramach projektu?

Badania wykonano na dwdch starzejgcych sie liniach komdrkowych zakupionych w Amerykan-
skiej Kolekcji Kultur Typowych: linii diploidalnych fibroblastéw ptucnych CCD-8Lu (ATCC®CCL-
201™) oraz linii diploidalnych fibroblastow skérnych CCD-1136Sk (ATCC®CRL-2697™).

Komérki narazano na: chlorek benzalkoniowy (BAC) (CAS 63449-41-2), 2-fenoksyetanol (FenE-
tOH) (CAS 122-99-6) oraz dwa estry kwasu p-hydroksybenzoesowego — metyloparaben (MePB)
(CAS 99- 76-3) i propyloparaben (PrPB) (CAS 94-13-3).

Ocene cytotoksycznego dziatania badanych zwigzkéw przeprowadzono na podstawie testu
redukcji bromku 3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ylo)-2,5-difenylotetrazolu w mitochondriach, ktéry okre-
$la aktywnos¢ metaboliczng komadrek (test MTT), oraz testu pochtaniania czerwieni obojetnej oce-
niajgcego integralnos¢ bton komorkowych (test NRU). Na ich podstawie poréwnano wartosci I1Cso
wyznaczone przy uzyciu czytnika mikroptytek SYNERGY 2 dla kazdej z badanych substancji i okre-
$lono przebieg krzywych zaleznosci zywotnosci komérek od stezenia konserwantu dla kolejnych

pasazy diploidalnych fibroblastéw skornych oraz ptucnych.
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Do oceny procesu apoptozy zastosowano pomiar wigzania znakowanego fluorescencyjnie
biatka aneksyny V sprzezonej z izotiocyjanianem fluoresceiny-FITC, ktéry umozliwia wykrycie zmian
konformacyjnych btony komoérek i utraty asymetrii w rozmieszczeniu lipidéw btonowych zwigzanej
z translokacjg fosfatydyloseryny (gtéwny sktadnik fosfolipidow btony) do zewnetrznej warstwy
btony bez naruszania jej integralnosci, oraz oznaczanie aktywnosci enzymatycznej kaspaz-3/7
metodg FLICA (Fluorochrome Labeled Inhibitors of Caspases). Komérki narazano na badane zwigzki
w stezeniach odpowiadajacych podwielokrotnosciom (1/4 i 1/10 dla MePB, PrPB i FenEtOH oraz
1/40 i 1/100 dla BAC) wartosci ICsp wyznaczonych dla badanych zwigzkéw. Badania te wykonano
przy uzyciu cytometru obrazowego z wbudowanym mikroskopem fluorescencyjnym NucleoCoun-
ter NC-3000 oraz systemu do przyzyciowej analizy komdérek w czasie rzeczywistym (tzw. real-time)

IncuCyte® S3 Live- Cell Analysis System.

Co stwierdzono?

Poréwnujgc wartosci ICsp uzyskane na fibroblastach CCD-8Lu dla badanych ksenobiotykow,
stwierdzono, ze sposréd badanych konserwantéw najbardziej toksyczny dla komadrek tej linii byt
chlorek benzalkonium, natomiast najmniej toksyczny okazat sie 2-fenoksyetanol, na ktérego cyto-
toksyczne dziatanie komérki starsze (pasaz 14 i 18) staty sie mniej wrazliwe niz komorki najwcze-
$niejszego pasazu (pasaz 10). Zjawisko to zaobserwowano dla tego konserwantu zaréwno w tescie

MTT, jak i NRU (ryc. A). Podobnie jak dla fibroblastéw ptucnych, takze w przypadku linii CCD-

1136Sk komodrkowej najmniej toksyczny okazat sie FenEtOH, najbardziej zas BAC (ryc. B).
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Ryc. A. Pordwnanie wptywu 2-fenoksyetanolu na zywotnos¢ kolejnych pasazy komodrek CCD-8Lu
(ATCC®CCL-201™) w tescie NRU
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Ryc. B. Wartosci ICso wyznaczone dla badanych konserwantéw na kolejnych pasazach komérek CCD-1136Sk
(ATCC®CRL-2697™) w tescie MTT
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Chlorek benzalkonium (BAC) okazat sie rowniez zwigzkiem wywierajgcym najsilniejsze dziata-
nie proapoptotyczne. Niemal wszystkie komérki CCD-8Lu narazone na ten zwigzek w stezeniach
odpowiadajgcych 1/40 i 1/100 wartosci ICso (byty to stezenia dziesieciokrotnie nizsze niz pozosta-
tych konserwantéw) wykazywaty cechy komérek pdéznoapoptotycznych w obu testach — oceniaja-
cym translokacje fosfatydyloseryny oraz oceniajgcym aktywnosé enzymatyczng kaspaz efektoro-
wych 3i7.

Poréwnujac wptyw badanych konserwantdéw na starzejgce sie ludzkie fibroblasty linii
komdrkowej wyprowadzonej z ptuc oraz na fibroblasty wyprowadzone ze skéry, stwierdzono,
ze fibroblasty skérne CCD-1136Sk juz jako takie (nienarazane) wykazujg znacznie wyzszg ak-
tywnos¢ kaspaz-3/7 niz fibroblasty ptucne CCD-8Lu — rdznica ta byta szczegdlnie widoczna przy
poréwnaniu komérek starych obu linii. Ponadto obserwowane w trakcie starzenia sie zmniej-
szenie wrazliwosci komdrek CCD-8Lu na apoptoze wyrazong aktywnoscig kaspaz-3/7 byto zja-
wiskiem odwrotnym niz prawidtowos$¢ zanotowana w przypadku narazenia na te same sub-
stancje konserwujgce fibroblastéw skérnych CCD-1136Sk, kiedy to stwierdzono wiekszg wraz-
liwos¢ komodrek starych (w pordwnaniu z mtodymi) na apoptoze wyrazong aktywnoscig kaspaz
efektorowych 3 i 7, zachodzgcg pod wptywem badanych konserwantéw w analogicznych wa-
runkach narazenia (ryc. C).

Stare komoérki zaréwno fibroblastéw wyprowadzonych z ptuc, jak i ze skéry byly bardziej
odporne na apoptoze oceniang na podstawie stopnia translokacji btonowej fosfatydyloseryny niz
komérki mtode. Zjawisko to obserwowano zaréwno w komadrkach jako takich (nienarazanych),
jak i w komdrkach narazonych na wszystkie stezenia wszystkich badanych konserwantéw
(z wyjatkiem narazenia komoérek CCD-1136Sk na chlorek benzalkonium w nizszym z badanych
stezen), chociaz istniaty réznice ilosciowe pomiedzy poziomem apoptozy w obu rodzajach komo-

rek — w fibroblastach skdrnych byta ona znacznie bardziej nasilona niz w fibroblastach ptucnych

(ryc. D).
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Aktywnos¢ kaspaz-3/7
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Ryc. C. Poréwnanie wspétczynnikow apoptozy wyznaczonych dla fibroblastow ptucnych (CCD-8Lu)
i skdrnych (CCD-1136Sk) na podstawie aktywnosci enzymatycznej kaspaz-3/7 w mtodych i starych komor-
kach po narazeniu na substancje konserwujgce

Translokacja fosfatydyloseryny
I I I
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4 .
BAC 1/100 IC50 m— ‘ - sPadh
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MePB 1/10 IC50 2 o 77,8%
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5t " 780
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Ryc. D. Poréwnanie wspotczynnikéw apoptozy wyznaczonych dla fibroblastéw ptucnych (CCD-8Lu) i skor-
nych (CCD-1136Sk) na podstawie wigzania aneksyny V w mtodych i starych komdrkach po narazeniu na
substancje konserwujgce
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Oceniajgc na podstawie aktywnosci kaspaz-3/7 w czasie rzeczywistym (przy uzyciu systemu
IncuCyte® S3 Live-Cell Analysis System) dziatanie dwdch badanych parabenéw, stwierdzono, ze
propyloparaben (PrPB) wywierat nieco wieksze dziatanie proapoptotyczne na stare fibroblasty
skérne niz metyloparaben (MePB). Dziatanie takie obserwowano jedynie w starych fibroblastach

(ryc. E) (w komdrkach mtodych dziatanie obu parabendéw byto poréwnywalne).

Aktywnos¢ kaspaz-3/7 w czasie
w starych komérkach CCD-1136Sk
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Aktywnos$¢ kaspaz-3/7 w czasie
w miodych komérkach CCD-1136Sk
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Ryc. E. Poréwnanie wptywu metyloparabenu i propyloparabenu na aktywnos¢ kaspaz-3/7 oznaczanych
w czasie za pomocg IncuCyte® S3 Live-Cell Analysis System w mtodych i starych komérkach CCD-1136Sk
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Jakie wnioski wynikaja z przeprowadzonych badan?

Otrzymane wyniki badan umozliwity sformutowanie wniosku, iz badane substancje konserwu-
jace moga nasila¢ fizjologiczny proces programowanej $Smierci komérkowej przez wptyw na
kaskade kaspaz oraz translokacje btonowej fosfatydyloseryny.

Sposréd badanych substancji konserwujgcych najwieksze zagrozenie dla komodrek in vitro
stanowit chlorek benzalkonium, ktéry mimo Zze zastosowany w 10-krotnych rozciefczeniach
w stosunku do pozostatych konserwantdw, w dalszym ciggu wywierat najsilniejsze dziatanie proa-
poptotyczne na starzejgce sie ludzkie komarki linii wyprowadzonych z ptuc oraz skory.

Badane diploidalne ludzkie fibroblasty skérne charakteryzuja sie znacznie wiekszym poziomem
programowanej $Smierci komorkowej ocenianej translokacjg btonowej fosfatydyloseryny oraz
aktywnoscig kaspaz efektorowych 3 i 7 niz diploidalne ludzkie fibroblasty ptucne (tak wyjsciowo,
jak i po narazeniu na badane substancje konserwujgce), co wskazywatoby na wiekszg podatnos¢ na
apoptoze komoérek skory niz uktadu oddechowego.

Starzejgce sie fibroblasty réznego pochodzenia (skéra versus ptuca) reagujg odmiennie na
apoptoze wyrazong aktywnoscig kaspaz-3/7, zachodzacg pod wptywem badanych konserwantéw —
fibroblasty wyprowadzone ze skéry stajg sie z wiekiem bardziej wrazliwe, podczas gdy fibroblasty
ptucne w miare starzenia stajg sie bardziej odporne na wzrost aktywnosci kaspaz-3/7 pod wpty-
wem substancji konserwujgcych, co moze wskazywaé, ze wieksze zagrozenie dla zatrudnionych
w kontakcie z nimi pracownikéw w starszym wieku bedzie zwigzane z narazeniem dermalnym.

Z kolei w miare starzenia sie zarowno fibroblasty wyprowadzone z ptuc, jak i ze skéry stawaty
sie bardziej odporne na apoptoze oceniang na podstawie stopnia translokacji blonowej fosfatydy-
loseryny. Moze to wskazywaé, ze mechanizm nasilonej apoptozy w komaérkach organizmu pracow-
nikdw-seniordow bedzie zwigzany raczej ze wzrostem aktywnosci enzymatycznej kaspaz wykonaw-

czych, a nie ze zmianami konformacyjnymi bton komadrkowych.
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