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Streszczenie: W pracy przedstawiono mechanizmy komorkowe procesu apoptozy i nekrozy oraz pod-
stawowe metody badania ilo§ciowego procesu apoptozy. Przedstawiono metody oceny apoptozy przy
uzyciu testu z dioctanem fluoresceiny (FDA/PI), Ancksyna V, testu PARP i testu TUNEL. Opisano
szczegoty poszczegodlnych testow oraz zalety i wady poszczegdlnych metod, a takze zasady ich stoso-
wania.

Summary: The molecular aspects of the apoptotic and necrotic processes are presented in this paper. The
basic methods of apoptosis assays (fluoresceine diacetate/Propidium iodide, Annexin V/PI, PARP cleava-
ge test, and TUNEL test) are also presented in details.

Substancje cytotoksyczno-cytostatyczne (szczegolnie leki onkologiczne) dziataja
wielokierunkowo na zywa komorke. Zaburzeniom moze ulegaé¢ szereg szlakow
metabolicznych, w tym szlakow produkcji zwiazkéw wysokoenergetycznych. Innym
bardzo istotnym czynnikiem jest wplyw tych lekow na syntezg kwasow nukleino-
wych, szczegélnie DNA 1 RNA oraz biatek.

Odpowiedzia komorki na dziatanie czynnika cytotoksyczno-cytostatycznego moze
by¢ jej zatrzymanie w cyklu zyciowym badz indukcja $mierci droga apoptozy, lub —
przy wigkszym nasileniu dziatania tego czynnika — $mier¢ poprzez nekroze.

Definicja $mierci komorki nastr¢cza zasadnicze problemy. Niewatpliwie proces
$mierci komorki konczy si¢ ustaniem jej biologicznej aktywnosci. Komorki zatrzy-
mane (,,uspione”) w cyklu zyciowym (w fazie G)), maja aktywnos¢ biologiczng
(biochemiczna) obnizong w sposob odwracalny, natomiast zmiany towarzyszace
smierci komorki sa odwracalne tylko do pewnego momentu. Z teoretycznego punktu
widzenia mozna wigc zdefiniowaé komorke martwa jako taka, ktéra osiagneta lub
przekroczyta ten punkt (no-return point). Okreslenie tego punktu jest jednak trudne
w praktyce, gdyz proces umierania ma charakter ciagly, a nie skokowy. Nie wystepuja
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rowniez charakterystyczne zjawiska, ktore mogtyby zdefiniowac ten punkt. Wyczerpujacy przeglad
zjawisk zachodzacych w komdree ulegajacej Smierci w drodze apoptozy ub nekrozy oraz metody
badania obu tych zjawisk przedstawiono w pracy Darzynkiewicza [2,5] 1 Majno [24].

APOPTOZA

Apoptoza jest procesem zaprogramowanym genetycznie i stuzacym do eliminacji komorek,
ktore sa w danym momencie zbedne, lub ktore zostaly uszkodzone. Proces ten zachodzi w
warunkach fizjologicznych, jak réwniez w odpowiedzi na stress (np. wysilek fizyczny [33]).
Z morfologicznego punktu widzenia apoptoza charakteryzuje si¢ postgpujacym odwodnieniem
1 obkurczaniem si¢ komorki oraz kondensacja chromatyny, dobrze widoczng w mikroskopie
fluorescencyjnym po wybarwieniu DNA (ryc. 1). Poczatkowo kondensacja ta nadaje
chromatynie jadrowej ksztalt potksigzyca. Nastgpnie zachodzi fragmentacja DNA i jadra
komorkowego. W ostatnim stadium apoptozy fragmenty jadra z pewna liczba organelli zostaja
otoczone blona komodrkowsa i tworza ciatka apoptotyczne. Interesujace jest, ze ciatko
apoptotyczne zawiera tylko jeden rodzaj kwasu nukleinowego: RNA lub DNA [16]. W od-
roznieniu od procesu nekrozy, cytoplazma oraz zawarto$¢ organelli komorki ulegajacej apoptozie
nie zostaja uwolnione do przestrzeni migdzykomorkowej, a ciatka apoptotyczne zostaja
sfagocytowane przez otaczajace komorki lub makrofagi. W procesie apoptozy nie dochodzi
do naciekania tkanki przez granulocyty i makrofagi i tym samym do procesu zapalnego tej
tkanki (przeciwnie niz w przypadku nekrozy komorek) [4,5]. Proces apoptozy podlega
precyzyjnej regulacji, niezaleznie od czynnikéw indukujacych ten proces. Istnieja ,,punkty
kontrolne”, w ktorych uklady enzymatyczne komorki mogg zahamowa¢ proces apoptozy
lub spowodowac, ze proces ten bedzie biegt dalej, az do destrukcji komoérki. Zainteresowanie
onkologéw procesem apoptozy wynika m.in. z faktu, ze ta droga $mierci komorki jest wy-
zwalana przez szereg substancji przeciwnowotworowych, promieniowanie jonizujace i
hypertermie, a takze dlatego, ze odpowiedz apoptotyczna komoérek nowotworowych jest
modulowana przez szereg czynnikow, takich jak: ekspresja genéw bcl-2, bax, c-myc, jak
rowniez genu p53. Apoptoza odgrywa istotng rolg w przebiegu szeregu chorob — odrzucaniu
przeszczepow, chorobie ,,przeszczep przeciw gospodarzowi” (graft versus host), chorobach
autoimmunizacyjnych, chorobie Hodgkina. Wiadomo réwniez, ze limfocyty T o fenotypie CD4"
ulegaja apoptozie pod wptywem wirusa HIV [6].

Proces apoptozy moze przebiega¢ dwiema drogami. Jedna z nich zaczyna si¢
od receptorow na blonie komorkowej. W wyniku kolejnej aktywacji szeregu biatek
posredniczacych w przekazywaniu sygnatu apoptotycznego, aktywacji ulegaja enzymy
zwane kaspazami. Dziatanie kaspaz doprowadza do degradacji DNA i ostatecznie
do samozniszczenia komoérki. Drugi szlak apoptozy zaczyna si¢ od zmian w
mitochondriach i prowadzi réwniez do aktywacji kaspaz.

Jednym z sygnatow zewnatrzkomoérkowych, wyzwalajacych proces apoptozy, jest
ligand Fas (FasL), ktory wiaze sig¢ z blonowym receptorem Fas (CD-95). Ligand
ten, nalezacy do rodziny TNF (tumor necrosis factor), znajduje si¢ na powierzchni
aktywowanych limfocytow T i1 komoérek NK. Innymi znanymi czynnikami
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zewnatrzkomorkowymi, inicjujacymi apoptozg sa TNF, TRAIL, a takze glikokorty-
koidy (szczeg6lnie w odniesieniu do komorek immunokompetentnych). TRAIL
(Tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand), podobnie jak FasL,
jest cytoking z rodziny TNF i wystepuje migdzy innymi na powierzchni krazacych
limfocytow 1 makrofagéw [30]. Na powierzchni komoérek wystepuja receptory dla
TRAIL, z ktéorych dwa — TRAIL-R1 i TRAIL-R2 zawieraja tzw. domeng¢ $mierci.
Szereg biatek transblonowych pehi rolg receptoréw dla czynnika TNF (np. TNF-
R1 i TNF-R2). Do tej grupy receptorow nalezy rowniez receptor Fas/APO-1.
Interesujace jest, ze receptory z grupy TNF uczestnicza zarbwno w przekazywaniu
sygnatow prowadzacych do $mierci komorki, jak i do jej podziatu [15]. Istotna cecha
wyzej wymienionych receptorow jest obecnos¢ w ich strukturze charakterystycznej
sekwencji 85-aminokwasowej, zwanej domena $mierci. Domena ta bierze udziat w
tworzeniu komplekséw receptoréw i w wiazaniu tych receptorow z biatkami
adaptorowymi, ktore rowniez zawieraja domeng $mierci. W szlaku apoptozy
indukowanej przez receptory z grupy TNF biatkami adaptorowymi sa FADD i RIP
(receptor interacting protein). Proces apoptozy, w ktorym uczestniczy FADD, nie
moze zosta¢ zahamowany przez biatko Bcl-2. Innym biatkiem adaptorowym jest
DAXX (FAS death domain associated protein). Wiaze si¢ ono z domena $mierci
receptora Fas. Dalszy proces apoptozy moze jednak by¢ zablokowany przez biatko
Bcl-2. Z receptorem TNF-R1 wiaza si¢ biatka TRADD, TRAF-2 i FAN, z
receptorem TNF-R2 - TRAF 1 1 TRAF -2, natomiast z TRAIL-1 — biatka TRADD,
FADD i RIP. Szlak sygnatowy prowadzi dalej do grupy kaspaz inicjujacych (kaspaza
2, 8, 91 10), ktore aktywuja kaspazy wykonawcze (3, 6 1 7) [13,15].

Drugi szlak apoptozy (wewnatrzkomorkowy) rozpoczyna si¢ w mitochondriach.
Induktorami apoptozy sa: promieniowanie UV [34], aktywacja biatek hamujacych
wzrost nowotworow, np. biatka p53, stres oksydacyjny, niedobor ATP (jeden z
mechanizméw dziatania 2-CdA), obnizenie zawartosci glutationu, czy tez dziatanie
wielu substancji chemioterapeutycznych. Silnymi induktorami apoptozy sa rowniez
inhibitory transportu elektrondw w mitochondriach, np. antymycyna A (AMA) [19].
Zablokowanie transportu elektronow powoduje spadek gradientu protondéw na
wewngtrznej blonie mitochondrialnej A¥ 1 produkejg wolnych rodnikoéw tlenowych
(ROS). Istotng rolg w przepuszczalno$ci kanatléw mitochondrialnych odgrywa
stezenie jonéw wapnia [11, 12, 25, 32]. Zmiany stezenia wapnia w komorkach
wywotane induktorem apoptozy (Tri-n-butyling) byly badane przez Grundlera [14].
W wyniku otwarcia megakanatéw, z mitochondriéw z przestrzeni migdzyblonowej
wydostaje si¢ do cytoplazmy wiele biatek: cytochrom ¢, Smac/DIABLO (Smac:
second mitochondria-derived activator of caspases, DIABLO: direct IAP-
binding protein with low pl), AIF (apoptosis inducing factor) oraz rdzne
prokaspazy. Uwolniony do cytoplazmy cytochrom ¢ wraz z biatkiem Apaf-1
(apoptotic protease activating factor-1) i ATP tworzy strukture zwana
apoptosomem. Nastepuje oligomeryzacja biatka Apaf-1 i przylaczenie szeregu
czasteczek prokaspazy-9. Nastepnie czasteczki prokaspazy-9 ulegaja samoaktywacji,
a powstata w ten sposob nowa struktura jest aktywna katalitycznie przez dluzszy
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czas. Podstawowa rola apoptosomu jest aktywacja kaspazy-3, zasadniczego enzymu
wykonawczego procesu apoptozy. Skutkiem dziatania kaspaz jest proteoliza lamin
jadrowych, histonow, biatka PARP (polimeraza poli ADP-rybozy), topoizomeraz oraz
innych biatek w komorce. Nukleazy zalezne od kaspaz degraduja DNA na krotkie
fragmenty o dtugosci 180 par zasad, dajace charakterystyczny obraz elektrofore-
tyczny [15, 18]. Degradacja PARP jest obecnie wykorzystywana do ilo§ciowego
oznaczania apoptozy [21, 22]. W innym szlaku apoptozy bezposrednio dzialaja dwa
biatka mitochondrialne — czynnik AIF i endonukleaza G. Oba te biatka migruja z
mitochondriow do jadra komoérkowego, gdzie zaaktywowana przez AIF endonukleaza
G degraduje DNA. DNA-zy aktywowane przez kaspazy degraduja DNA na mniejsze
fragmenty, niz czyni to endonukleaza G. Interesujace jest, ze ten sam induktor
apoptozy, np. flawopirydol, moze wyzwala¢ $mier¢ apoptotyczng przez uwalnianie
cytochromu c i aktywacje kaspaz badz przez uwalnianie czynnika AIF bez aktywacji
kaspaz, w zaleznos$ci od rodzaju komoérek poddanych dziataniu tego induktora [31].

Kluczowa role w regulacji procesu apoptozy odgrywaja biatka z rodziny Bcl-2 (nazwanej
tak od biataczki B-komorkowej (B-cell leukemia/lymphoma)). Rodzina ta jest dzielona,
ze wzgledu na dzialanie, na podrodzing Bcl-2 o dziataniu antyapoptotycznym, (Bcl-2, Bcel-
xl, Bel-xs, Bel-w) oraz dwie podrodziny o dziataniu proapoptotycznym: podrodzing Bax
(Bax, Bak, Bok) i podrodzing BH3 (Bad, Bik, Bid). Bialka z podrodziny Bcl-2 charakteryzuja
si¢ obecnoscia specyficznej domeny umozliwiajacej im zakotwiczanie si¢ w blonach
mitochondriow, siateczki §rodplazmatycznej, aparatu Golgiego 1 w otoczce jadrowej. Pod
wpltywem bodzcdéw apoptotycznych biatka te przemieszczaja si¢ z cytoplazmy do
mitochondriow i ulegaja zmianom konformacyjnym umozliwiajacym im oligomeryzacje.
Homodimer Bax:Bax zwigksza przepuszczalno$¢ wewngtrznej i zewnetrznej blony
mitochondrialnej. Uwaza sig, ze biatka Bcl-2 i Bax zakotwiczone obok siebie w blonie
mitochondrium odgrywaja rol¢ w otwieraniu i zamykaniu megakanatow. Stwierdzono [22],
ze biatko Bax, w zaleznosci od stezenia moze badz powodowac uwolnienie do cytoplazmy
biatek wewnatrzblonowych, w tym cytochromu ¢, bez trwatego obnizenia blonowego
potencjatu AY . Natomiast przy wyzszych stezeniach (250 nM—1 uM) biatko Bax moze
dhugotrwale otwiera¢ megakanal, co powoduje nieodwracalny spadek tego potencjatu i
degradacje mitochondriéw. Proces apoptozy jest regulowany przez rownowage dimerow
biatek z rodziny Bcl-2. Wiadomo jest, ze homodimer Bcl 2:Bcl-2 dziata silnie
antyapoptotycznie, podczas gdy heterodimer Bel-2:Bax ma dziatanie proapoptotyczne [8].

Zespot Darzynkiewicza [22] stwierdzil, ze aktywacja kaspaz, oceniana przez
pomiar ilosci fragmentéw polimerazy poli-ADP-rybozy (PARP), jest niezalezna w
czasie od spadku potencjatu btony mitochondrialnej, przynajmniej w przypadku
komorek biataczki HL-60 i chioniaka U-937. Stwierdzono réwniez [7], ze apoptoza
komoérek HL-60, indukowana staurosporyna, aktynomycyna D i etopozydem moze
zachodzi¢ bez spadku potencjatu AY mitochondridw.

Gen bcl-2 jest uwazany za protoonkogen. W wielu nowotworach (np. chloniakach
nieziarniczych) stwierdza si¢ translokacje tego genu z chromosomu 18 na chromosom
14, czemu towarzyszy nadekspresja tego genu i nadprodukcja biatka Bcl-2. Guzy lite,
w ktorych stwierdza si¢ nadprodukcje Bcel-2, sa oporne na chemio- i radioterapi¢ [26—
29]. Ekspresja genu bcl-2 byta badana przez Steube [36]. Stwierdzil on, ze komorki
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biataczki HL-60 zawieraja znaczng ilos¢ biatka Bcl-2 i1 bel-2 m-RNA, natomiast komorki
linii KG-1 — ilosci znacznie mniejsze. W komorkach linii Jurkat nie wykryto biatka
Bcl-2, a zawarto$¢ m-RNA byta niewielka. Wydaje sig, ze ekspresja genow (onkogenow)
odpowiedzialnych za produkcje biatek hamujacych apoptoze (np. genu bcl-2 [39]) jest
przyczyna rozwoju wielu ludzkich nowotworéw. Pelne poznanie kaskady zjawisk
prowadzacych do apoptotycznej $mierci komorki moze w przysztosci doprowadzi¢ do
sterowania tym procesem w onkologii i innych dziedzinach medycyny [5].

NEKROZA

Nekroza jest procesem biernym, niezaprogramowanym genetycznie. Proces ten
zachodzi w sytuacji, gdy czynnik toksyczny (chemiczny lub fizyczny) dziata z tak
duzym nasileniem, ze komorka ,nie ma czasu” na uruchomienie mechanizmow
naprawczych lub uruchomienia kaskady zjawisk charakterystycznych dla apoptozy.
Martwica jest procesem katabolicznym i degeneracyjnym. Charakteryzuje si¢ ona
poczatkowo obrzmieniem mitochondriéw i innych organelli, a nastepnie pgknigciem
blony cytoplazmatycznej i uwolnieniem do przestrzeni migdzykomorkowej zawartosci
komorki wraz z enzymami proteolitycznymi. Chromatyna jadrowa ulega miejscowe;j
kondensacji, a jadro komdrkowe rozpadowi (karioliza). Procesowi nekrotycznemu
towarzyszy naciekanie objetej tym procesem tkanki przez komorki Zerne i nastgpnie
rozwinigcie si¢ procesu zapalnego. Zejsciem nekrozy jest powstanie blizny taczno-
tkankowej i uposledzenie funkcji narzadu, w ktorym miata ona miejsce.

METODY BADANIA APOPTOZY I NEKROZY

Znanych jest szereg metod badania dziatania cytotoksycznego substancji chemicz-
nych. Metody te opieraja si¢ na roznych efektach koncowych dziatania tych
substancji. Niezaleznie od zastosowanej metody wystgpowanie lub brak wystgpowania
apoptozy wymaga potwierdzenia metodami mikroskopowymi (decyduje morfologia
komorek) [3]. Na rycinie 1 przedstawiono mikrofotografi¢ komdrek chioniaka U937
wykonana przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Olympus BX60 z optyka
polaryzacyjno-interferencyjna. Komorki zostaty wybarwione roztworem DAPI i
sulforodamina, co pozwolito na uwidocznienie chromatyny. Komorka oznaczona ,,A”
ma prawidlowa morfologi¢. Komorka oznaczona ,,B” ma wyraznie obkurczone jadro
i charakterystycznie skondensowana chromatyng w postaci ,,wianuszka”. W komorce
oznaczonej litera ,,C” nastapit rozpad jadra, a skupiska DNA zostang nast¢pnie
wyrzucone z komorki w postaci cialek apoptotycznych. Migdzy komoérka A i B widac¢
dwie komorki o ré6znym stopniu obkurczenia jadra i kondensacji chromatyny.
Pokazane na tej rycinie zmiany morfologii komorek sa jedynym pewnym dowodem
zachodzenia apoptozy. Analogiczne obrazy mozna otrzymac uzywajac dowolnego
mikroskopu fluorescencyjnego ze wzbudzeniem w UV, niezaleznie od optyki.
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RYCINA 1. Mikrofotografia komorek U937
barwionych DAPI i sulforodaming. Mikroskop
fluorescencyjny Olympus BX60. Kontrast
interferencyjno-polaryzacyjny + fluorescencja.
Wzbudzenie fluorescencji w zakresie $wiatta
nadfioletowego z pod$wietleniem $wiatlem biatym.
Komorka ,,A” —komorka o prawidtowej morfologii.
Komorka ,,B” —komorka w dos¢ wezesnej apoptozie
(widoczne obkurczenie jadra komérkowego, konden-
sacja chromatyny). Migdzy komorka ,,A” i ,B”
¢ dwie komorki w pozniejszych stadiach apoptozy
(jeszcze bardziej obkurczone jadra, silniejsza kon-
densacja i zanik struktury chromatyny). Komoérka
,C” — dezintegracja jadra komorkowego, roéznej
wielkos$ci skupiska chromatyny — podzniejsze ciatka
apoptotyczne

Barwienie DAPI i sulforodaming jest proste i szybkie. Polega ono na zmieszaniu
na szkietku podstawowym kropli zawiesiny komorek z kropla roztworu DAPI + sulfo-
rodamina. Po ok. 5 minutach natg¢zenie fluorescencji osiaga maksimum. Ze wzgledu
na obecno$¢ detergentow w roztworze DAPI do badania moga by¢ uzyte komorki
zywe. Niestety obserwacja mikroskopowa nie moze stuzy¢ do ilosciowej oceny
odsetka komorek apoptotycznych, ze wzgledu na zbyt mala liczbg komorek, ktore
mozna w praktycznym czasie przeanalizowac.

Jednym z czgsto stosowanych testow jest badanie integralnosci btony komor-
kowej. W tescie tym inkubuje si¢ badane komorki z roztworem barwnika o dodatnim
tadunku. Klasycznym przykladem jest szeroko stosowane oznaczanie odsetka
komorek zywych przy uzyciu bigkitu trypanu (trypan blue exclusion test). Ten test
zawdzigcza popularnos$¢ swojej prostocie 1 nieskomplikowanej aparaturze potrzebnej
do jego przeprowadzenia. Polega on na zmieszaniu zawiesiny badanych komoérek z
roztworem biekitu trypanu i natychmiastowym policzeniu pod mikroskopem (w czasie
nie dtuzszym niz 2 minuty) odsetka niebiesko zabarwionych komoérek (martwych).
Problemem jest prawidtowe zakwalifikowanie komorek bladoniebieskich. Nalezy tu
jednak podkresli¢, ze test ten mierzy odsetek komorek nekrotycznych.

JODEK PROPIDYNY

Do przeprowadzenia testu z jodkiem propidyny (PI) konieczny jest mikroskop
fluorescencyjny (ryc. 2) lub cytometr przeptywowy. Jodek propidyny (PI) nie przeni-
ka przez nieuszkodzona btong komoérkowa. W przypadku naruszenia ciagtosci blony
komorkowej, PI wnika do wngtrza komorki barwiac kwasy nukleinowe i powoduje,
ze po wzbudzeniu w $wietle niebieskim komorka ta §wieci na czerwono-pomaran-
czowo [40]. Wynik testu z PI jest bardziej jednoznaczny niz testu z bigkitem trypanu,
gdyz nie wystgpuja komorki ,,stabo barwiace si¢” PI. W obu wyzej omowionych
testach, poprzez badanie integralnosci blony komorkowej, mierzy si¢ odsetek komorek
nekrotycznych. Na rycinie 2 (mikrofotografia z mikroskopu fluorescencyjnego) widaé
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RYCINA 2. Mikrofotografia komorek biataczki
barwionych dioctanem fluoresceiny i jodkiem
propidyny (FDA/PI). Mikroskop fluorescencyjny
Olympus BX60. Wzbudzenie fluorescencji $wiattem
niebieskim. Komorka jasnozielona oznaczona ,,A”
(i inne tej samej jasnosci fluorescencji zielonej) —
zywa; komorka czerwona, oznaczona ,,B” —
nekrotyczna; komorka bladozielona, oznaczona ,,C”
/0 apoptotyczna. Komoérki oznaczone ,,B”,
nekrotyczne, barwia sig¢ w tescie z bigkitem trypanu
na niebiesko

komorki zywe (komorka ,,A”), komoérki we wczesnej apoptozie, bladozielone
(komorka ,,C”) i nekrotyczne, czerwone (komorka ,,B”).

DIOCTAN FLUORESCEINY/JODEK PROPIDYNY (FDA/PI)

W tescie z dioctanem fluoresceiny (FDA) i jodkiem propidyny (FDA /PI) [17]
wykorzystuje si¢ lipofilnos¢ FDA. Substancja ta swobodnie przechodzi przez
nienaruszong blon¢ komorkowa. W zywej komorce ulega ona rozkladowi przez
esterazy cytoplazmatyczne do fluoresceiny (substancji o wtasciwosciach lipofo-
bowych), ktéra gromadzi si¢ w cytoplazmie. Fluoresceina, w odréznieniu od FDA
jest zwiazkiem fluoryzujacym. W mieszaninie inkubacyjnej znajduje si¢ zar6wno FDA,
jak i PL, tak wigc mozna rozrézni¢ trzy populacje: a) komorki barwiace si¢ na zielono
fluoresceing (,,zywe”), b) niebarwiace si¢ lub stabo barwiace si¢ fluoresceing i
niebarwiace si¢ Pl (martwe apoptotyczne) i ¢) barwiace si¢ na czerwono jodkiem
propidyny i niebarwiace si¢ fluoresceing (martwe nekrotyczne) (ryc. 2). Komorki
ulegajace apoptozie wykazuja stabsze dziatanie esteraz i, co za tym idzie, stabsza
zielona fluorescencjg. Ryciny 3 i 4 przedstawiaja wyniki pomiaru przezywalnosci
dwoch populacji komérkowych — kontrolnej (ryc. 3) i poddanej dziataniu substancji
o wlasciwosciach cytotoksycznych (ryc. 4). Interpretujac, uzyskane przy uzyciu
testu FDA/PI, wyniki nalezy pamigta¢, ze nie jest wlasciwe nazywanie komoérek w
kwadrancie dolnym lewym ,,komoérkami apoptotycznymi”, gdyz zmniejszenie
aktywnosci esteraz nie jest cecha charakterystyczna dla apoptozy. Analizujac wigc
wyniki przedstawione na rycinach 3 i 4 nalezy powiedzie¢: ,,przezywalnos$¢ badanych
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RYCINA 3. Test FDA/PI. Wynik badania w cytometrze przeplywowym. Populacja prawidlowo rosnaca.
05 odcigtych — natezenie fluorescencji fluoresceiny, o$ rzednych —natgzenie fluorescencji jodku propidyny.
Kwadrant dolny prawy — komorki zywe (97%). Kwadrant gorny lewy — komorki nekrotyczne (1,5%).
Kwadrant dolny lewy — komorki prawdopodobnie apoptotyczne (1,3%)

komoérek zmniejszyta si¢ z 97,1% do 34,9%”. Innymi stowy analizujemy jedynie
odsetek komoérek w prawym dolnym kwadrancie. Poréwnujac wyniki uzyskane przy
uzyciu metody bigkitu trypanu, samego PI i metody FDA/PI mozna powiedzie¢, ze
odsetek komorek zywych mierzony metoda FDA/PI jest z reguly nieco nizszy niz
przy uzyciu pozostalych metod, gdyz mierzony jest zarowno odsetek komorek
nekrotycznych, jak i apoptotycznych.

Odczynniki i przebieg barwienia

Roztwor zapasowy FDA: 0,5 mg/ml FDA w acetonie lub DMSO

Roztwér roboczy FDA: 4 ul roztworu zapasowego FDA + 10 ml PBS

Roztwér roboczy PI: 1 mg PI rozpusci¢ w 50 ml PBS

UWAGA! roztwor roboczy FDA przygotowywac za kazdym razem na $wiezo,
nie przechowywac. Roztwor zapasowy FDA i roboczy PI sa trwate przez ok. 6
miesigcy w ciemnosci i w lodowce.

Przebieg barwienia

1. Uzyska¢ zawiesing komérek w HBSS lub PBS.

2. Pobraé 0,2 ml tej zawiesiny do probéwki pomiarowej (ok. 2 - 10° komorek).
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RYCINA 4. Test FDA/PI. Wynik badania w cytometrze przeptywowym. Populacja traktowana substancja
cytotoksyczna. O$ odcigtych — natgzenie fluorescencji fluoresceiny, o$ rzednych — natgzenie fluorescencji
jodku propidyny. Kwadrant dolny prawy — komorki zywe (34,9%). Kwadrant gorny lewy — komorki
nekrotyczne (59,6%). Kwadrant dolny lewy — komorki prawdopodobnie apoptotyczne (4,4%)

Doda¢ 0,1 ml roztworu roboczego (0,02 pg) FDA 1 0,03 ml (0,6 pg) PL
Inkubowac¢ 3 min w temperaturze pokojowe;j 1 nastgpnie umiesci¢ probowki na lodzie.
Mierzy¢ fluorescencje w ciagu godziny.

Wysokie napiecie fotopowielacza FLL1 zmniejszy¢ w razie potrzeby tak, aby klaster komorek
zywych znajdowat sie w okolicach wartoéci 10° lub miedzy 10° i 10* (w czwartej dekadzie).

7. Krzyz kwadrantu ustawi¢ tak, aby granice kwadrantu prawego dolnego
obejmowaly symetrycznie od lewej i gornej strony klaster komoérek. Populacja kontrolna
(komérki nietraktowane zadnym czynnikiem toksycznym) powinna charakteryzowaé
si¢ przezywalnoscia w granicach 95% (wartos$¢ statystyki w kwadrancie LR).

oL AW

ANEKSYNA V/PI

Komorki nienarazone na dziatanie czynnikéw toksycznych wykazuja asymetrig
btony komodrkowej. Asymetria ta polega na tym, ze czasteczki fosfatydyloseryny
znajduja si¢ wylacznie na wewngtrznej powierzchni blony komoérkowej. Jednym z
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RYCINA 5. Test z aneksyna V i PI. Wynik badania w cytometrze przeptywowym. Populacja kontrolna.
05 odcigtych —natgzenie fluorescencji FITC zwiazanej z aneksyna V, o$ rzednych — natgzenie fluorescencji
jodku propidyny. Kwadrant dolny lewy (LL) — komorki zywe (96,98%). Kwadrant gorny lewy (UL) —
komorki nekrotyczne (0,03%). Kwadrant dolny prawy (LR) — komoérki we wezesnej apoptozie (1,14%).
Kwadrant gérny prawy (UR) — komorki w pdznej apoptozie (1,84%)

pierwszych etapdw procesu programowanej Smierci komoérki (apoptozy) jest wydos-
tawanie si¢ tych czasteczek na zewngtrzna strong blony. Aneksyna V (zwiazana
chemicznie z tioizocyjanianem fluoresceiny — FITC) jest bialkiem, ktére w obecnosci
jonoéw wapnia wiaze si¢ specyficznie z fosfatydyloseryna, pozwalajac na detekcjg
wczesnych etapow apoptozy. Dodanie do mieszaniny inkubacyjnej jodku propidyny
pozwala jednocze$nie badaé integralnos¢ btony komoérkowej. W wyniku testu
mozemy wigc rozrdzni¢ 4 populacje komoérek: niebarwiace si¢ zadnym z odczynnikow
(zywe), kwadrant dolny lewy; barwiace si¢ jedynie jodkiem propidyny (komorki
nekrotyczne), kwadrant gorny lewy; barwiace si¢ w réznym stopniu aneksyng V
(komorki apoptotyczne w rdznych, poczatkowych stadiach apoptozy), kwadrant dolny
prawy i wreszcie komorki barwiace si¢ jednoczesnie oboma odczynnikami (komorki
w stadium poznej apoptozy), kwadrant gorny prawy (ryc. 51 6) [1, 20]. W
szczegblnosci mozliwos¢ odroznienia komoérek obumierajacych droga apoptozy od
komorek obumierajacych w wyniku nekrozy ma duze znaczenie praktyczne.
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RYCINA 6. Test z aneksyna V i PI. Wynik badania w cytometrze przeptywowym. Populacja inkubowana
z substancja cytotoksyczna. O$ odcigtych — natezenie fluorescencji FITC zwiazanej z aneksyna V, o$
rzgdnych —natgzenie fluorescencji jodku propidyny. Kwadrant dolny lewy (LL) —komorki zywe (80,4%).
Kwadrant gorny lewy (UL) — komorki nekrotyczne (0,37%). Kwadrant dolny prawy (LR) — komorki we
weczesnej apoptozie (4,85%). Kwadrant gorny prawy (UR) — komorki w pdznej apoptozie (14,38%)

Do barwienia komoérek Aneksyna V i jodkiem propidyny shuza zwykle gotowe
zestawy, zawierajace wszystkie potrzebne odczynniki, jakkolwiek jest mozliwe zakupienie
samej Aneksyny V znakowanej FITC, jodku propidyny i sporzadzenie buforow.

Autor uzywa najczgsciej zestawu zwanego ,,Annexin-V FITC Apoptosis Kit”firmy
BioSource Int. W sktad tego zestawu wchodzi rekombinowana Aneksyna V
skoniugowana z FITC w buforze Tris z BSA i azydkiem sodu, bufor zawierajacy
jodek propidyny (50 pg/ml) i bufor wiazacy oparty na HEPES z dodatkiem NaCl i
CaCl, (mozna réwniez uzy¢ PBS z wapniem i magnezem).

Proces barwienia przebiega nastgpujaco:

1. Badane komoérki przeptukaé dwukrotnie PBS i zawiesi¢ w stezeniu 2-3 - 10°
komoérek/ml w buforze wiazacym.

2. Odpipetowaé 100 pl zawiesiny do proboéwki pomiarowe;.

3. Do kazdej probowki doda¢ 5 ul roztworu Aneksyny V i 10 ul roztworu PI.

4. Inkubowa¢ w ciemnosci w temperaturze pokojowej przez 15 minut.

5. Doda¢ do kazdej probowki 400 pl buforu wiazacego.



158 J. SKIERSKI

6. Mierzy¢ fluorescencj¢ w kanatach FL1- i FL-3 natychmiast, nie pdzniej jednak
niz w ciagu 1 godziny od zakonczenia procesu barwienia.

METODA PARP

Inna metoda badania apoptozy jest detekcja specyficznych biatek enzyma-
tycznych zaangazowanych w procesie apoptozy — kaspaz (proteazy cysteinowe).
Kaspazy sa syntezowane w komorce w nieaktywnej postaci proenzymow i nastepnie
po zapoczatkowaniu apoptozy ulegaja badz autoproteolizie, badz proteolizie pod
wptywem innych kaspaz. Aktywne formy enzymow degraduja lub aktywuja szereg
bialek cytoplazmatycznych lub jadrowych, w tym PARP, D4-GDI, DFF, MEKK i
inne. Wytworzenie przeciwcial monoklonalnych przeciwko aktywnej kaspazie-3
pozwala na wykrywanie aktywnego procesu apoptozy w pozniejszych jego stadiach.
Doswiadczenie autora z wykorzystaniem tych przeciwcial jest jednak negatywne.
Ostatnio pojawily si¢ prace wykorzystujace fluoryzujace (po rozcigciu przez aktywna
kaspaze) peptydy o sekwencji podobnej do PARP (polimerazy poli-ADP-rybozy) —
naturalnego substratu kaspazy 3 [37], a takze wykorzystujace specyficzne,
fluoryzujace inhibitory kaspaz — FLICA (fluorochrome-labelled inhibitors of
caspases) [21, 22, 35]. Dostgpne sa rOwniez przeciwciata monoklonalne rozpozna-
jace odcigty fragment biatka PARP. Te ostatnie sa dostgpne w postaci zestawu (np.
Anti-PARP CSSA FITC apoptosis detection kit firmy BioSource). W zestawie tym
jest: krolicze przeciwciato poliklonalne rozpoznajace miejsce rozcigcia PARP (anti-
PARP cleavage site specific antibody), roztwor zawierajacy BSA 1 azydek sodu;
roztwor paraformaldehydu do utrwalenia komorek; roztwor permeabilizujacy btong
komorkowa, zawierajacy saponing; peptyd (o sekwencji rozcigtego PARP) blokujacy
reakcje wigzania antygen-przeciwciato (kontrola negatywna).

Barwienie przebiega nastgpujaco:

1. Uzyska¢ zawiesing badanych komoérek. W przypadku komorek rosnacych na powierzchni
uzy¢ do ich oderwania od powierzchni naczynia hodowlanego 2 mM EDTA (nie trypsyny).

2. Wirowa¢ komorki przy 300 g przez 5 minut.

3. Utrwali¢ osad komoérek w paraformaldehydzie (20 minut w 4°C).

4. Zwirowaé¢ komorki i przeptuka¢ dwukrotnie PBS.

5. Zawiesi¢ komorki w buforze permeabilizujacym i doprowadzi¢ do stgzenia
1- 10° komorek na 50 pl zawiesiny (ok. 20 milionéw komorek na mililitr!).

6. Odpipetowa¢ po 50 ul zawiesiny do probowek pomiarowych.

7. Dodaé po 10 pul przeciwciata do kazdej probowki i inkubowa¢ 30 minut w
temperaturze pokojowe;j.

8. Dwukrotnie przeptukaé¢ komoérki 2 ml buforu permeabilizujacego.

9. Przepluka¢ w PBS i zawiesi¢ komoérki w 0,5 ml PBS.

10. Kontrola negatywna: zamiast dodania przeciwciata (punkt 7) zmiesza¢ 10 pl tego
przeciwciata z 10 pl peptydu blokujacego, inkubowaé nieco dhuzej niz 30 minut w
temperaturze pokojowej i nastgpnie doda¢ cate 20 pl do zawiesiny komorek i inkubowac
30 minut w temperaturze pokojowej. Dalsze czynnosci (punkty 8 i 9) — jak wyze;j.
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11. Mierzy¢ fluorescencj¢ w kanale FL-1 (zielona fluorescencja FITC).

Narycinie 7 przedstawiono przyktadowe wyniki oznaczenia — rycina pochodzi z
ulotki firmy BioSource. Panel A przedstawia histogram fluorescencji FITC (FL-1),
z ktora zwiazane jest przeciwcialo anty-PARP. Na histogramie ustawia si¢ dwa
regiony (M1 i M2), przylegajace do siebie. Region M1 obejmuje tto (w tym
autofluorescencije) i siega od 10° do ok. 10'. Odsetek komorek w regionie M2
powinna wynosi¢ od 0 do 5% dla prawidtowo rosnacej populacji komorek. Panel B
przedstawia kontrole negatywna z przeciwciatem anty-PARP zablokowanym
specyficznym peptydem (patrz punkt 10 powyzej). Metoda PARP jest czuta,
precyzyjna i swoista i jest czgsto stosowana przez autora.

TUNEL

Jedna z istotnych cech pdzniejszych stadiow apoptozy jest fragmentacja DNA
przez jadrowe endonukleazy. Stwierdzenie tego zjawiska jest mozliwe dzigki istnieniu
szeregu testow. Jednym z nich jest opisana przez Darzynkiewicza [4, 5, 6] elucja
drobnoczasteczkowego DNA w buforze cytrynianowym. Po inkubacji w tym buforze,
komorki apoptotyczne cechuja si¢ nizsza niz charakterystyczna dla fazy G,
zawartoscia DNA 1 znajduja si¢ na histogramach DNA w regionie sub-diploidalnym
(sub-G,). Podobny wynik mozna otrzyma¢ znakujac DNA dowolnym, specyficznym
barwnikiem (np. DAPI) i mierzac zawartos¢ DNA w komorkach bez uprzedniej
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elucji DNA. Odsetek komoérek w zakresie ponizej piku G, na histogramie przedsta-
wiajacym profil DNA moze rowniez stuzy¢ jako orientacyjny wskaznik cytoto-
ksycznos$ci. Test ten nie moze jednak stuzy¢ do oceny ilo$ciowej. Nalezy bowiem
pamigtac, ze komorki majace zawarto§¢ DNA ponizej 10% zawarto$ci komorek w
fazie G, sq ciatkami apoptotycznymi! Innym testem jest elektroforeza zelowa DNA
(w zelu agarozowym), ktoéra pozwala na stwierdzenie obecnosci
niskoczasteczkowych (o dlugosci ok. 300 par zasad) fragmentéw. Metoda ta jest
jednak trudna do ilo$ciowej analizy. Obecno$¢ fragmentow DNA (peknigé nici)
mozna rowniez stwierdzi¢ przy uzyciu metody zwanej TUNEL [2, 9, 10, 23]. Polega
ona na dotaczaniu nukleozydow (bromodeoksy-urydynotrifosforanu, deoksyurydynotri-
fosforanu lub innych) do wolnych koncow 3'-OH podwdjnej lub pojedynczej nici
DNA przez enzym TdT (koncowa transferaze deoksynukleozydow). Trifosforany
nukleozydoéw zostaja wbudowane do nici DNA w miejscach jej peknig¢, a przeciw-
cialo przeciwko dotaczanemu nukleozydowi, skoniugowane z fluorochromem, pozwala
na ilosciowa oceng stopnia degradacji DNA. Zestawy do metody TUNEL sa
dostgpne komercyjnie (np. APO-BrdU Kit, BD Pharmingen).

Powyzszy zestaw zawiera: przeciwciato monoklonalne anty-BrdU znakowane
FITC; bufor barwiacy z PI i RNA-za; bufor reakcyjny zawierajacy kwas kakody-
lowy; bufor do ptukania; bufor ,,myjacy”. W osobnym opakowaniu, przesytanym w
temperaturze — 80°C (w suchym lodzie), znajduje si¢ Br-dUTP; utrwalone komorki
kontroli negatywnej; utrwalone komorki do kontroli pozytywnej; enzym TdT.

Barwienie przebiega nast¢pujaco:

1. Komorki powinny by¢ uprzednio utrwalone w paraformaldehydzie i przecho-
wywane w 70% alkoholu etylowym w —20°C.

2. Zwirowaé¢ komorki (300 g, 5 min), odrzuci¢ etanol.

3. Dwukrotnie zawiesi¢ osad w 1 ml buforu myjacego, zwirowac i odessac¢ supernatant.

4. Zawiesié¢ ok. 10° komorek w 50 pl roztworu znakujacego DNA (przygotowa-
nego ex fempore z odczynnikdw zawartych w zestawie (bufor reakcyjny, enzym
TdT, Br-dUTP, woda destylowana).

5. Inkubowaé w 37°C przez 60 min, w tazni wodnej, potrzasajac co 15 minut.

6. Doda¢ 1 ml buforu ptuczacego, zwirowac (300 g, 5 min).

7. Powtorzy¢ ptukanie.

8. Zawiesi¢ osad komorek w 0,1 ml roztworu przeciwciata anty-BrdU i inku-
bowa¢ w ciemnosci, w temperaturze pokojowej przez 30 minut.

9. Doda¢ 0,5 ml buforu barwiacego zawierajacego PI i RNA-z¢; inkubowac
nastepne 30 minut w ciemnosci i w temperaturze pokojowe;.

10. Mierzy¢ fluorescencje. Natezenie fluorescencji zielonej FITC (FL-1) jest
zalezne od liczby pegknig¢ nici DNA, natomiast warto$ci natgzenia $wiatta w kanale
FL-3 (jodek propidyny, wzmocnienie liniowe!!!) daje obraz cyklu komorkowego. To
podwojne barwienie pozwala na stwierdzenie istnienia (lub nieistnienia) wspoliza-
lezno$ci $§mierci komorek i fazy cyklu komoérkowego.

Ryciny 8 19 przedstawiaja cytogramy komorek kontrolnych (ryc. 8) i komoérek traktowanych
substancja cytotoksyczna (ryc. 9), niewykazujaca specyfiki w stosunku do fazy cyklu
komoérkowego. Na obu rycinach naniesiono opisy faz cyklu komoérkowego (fazy G,, S 1 G,+M).
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Dobor zastosowanej metody zalezy od wielu czynnikéw. Pamigta¢ nalezy, ze
wynik negatywny uzyskany ktérakolwiek metoda jest bez wartosci, natomiast wynik
pozytywny $wiadczy o wystgpowaniu w danej probie apoptozy. Jedyna metoda
»pewna” jest stwierdzenie lub nie stwierdzenie w probce wybarwionej barwnikiem
DNA (PI lub DAPI), w mikroskopie fluorescencyjnym, charakterystycznych zmian
morfologicznych w komorce — obkurczenia komorki, obkurczenia jadra komorkowego
i charakterystycznej kondensacji chromatyny i wreszcie tworzenia sig ciatek
apoptotycznych (ryc. 1). W praktyce autora badanie wpltywu cytotoksycznego
substancji chemicznych rozpoczynamy od najprostszego i najtanszego testu z FDA/
PI. Nastepnie stosujemy test z Aneksyna V i Pl i w wybranych przypadkach test
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RYCINA 8. Test TUNEL. Cytogram FL-1/FL-3.
O$ odcigtych — nategzenie fluorescencji jodku
propidyny (FL-3) — zawarto$§¢ DNA; o$ rzednych
—natezenie fluorescencji FITC (FL-1)—ilo$¢ peknigé
nici DNA. Region R1 zawiera komorki w poznej
apoptozie. Populacja kontrolna (ok. 1% komoérek w
apoptozie). Na osi odcigtych zaznaczono fazy cyklu
komoérkowego. W kanale ~200 —faza G, dalej faza
S, w kanale ok. 400 fazy G, i M. Nalezy zwroci¢
uwage, ze wzmocnienie fluorescencji FL-3 jest

RYCINA 9. Test TUNEL. Cytogram FL-1/FL-3.
O$ odcigtych — natgzenie fluorescencji jodku
propidyny (FL-3) — zawartos¢ DNA; 0§ rzednych
—natezenie fluorescencji FITC (FL-1)—ilos¢ peknigc
nici DNA. Region R1 zawiera komodrki w pdzne;j
apoptozie. Populacja traktowana substancja cyto-
toksyczna (ok. 45% komoérek w apoptozie). Na osi
odcigtych zaznaczono fazy cyklu komoérkowego.
W kanale ~200 — faza G, dalej faza S, w kanale ok.
400 fazy G, 1 M. Nalezy zwroci¢ uwagg, ze

liniowe! wzmocnienie fluorescencji FL-3 jest liniowe!
PARP. Dla potwierdzenia poznej apoptozy stosujemy TUNEL, ktory jest najbardziej
pracochlonny i kosztowny. Inne metody — jak badanie potencjatu blony mitochon-
drialnej lub badanie zawartosci aktywnej kaspazy 3 przy uzyciu specyficznego
przeciwciata nie sa w naszej Pracowni w rutynowym uzyciu.

Na zakonczenie nalezy doda¢ uwage na temat planowania doswiadczenia. Czas
trwania ekspozycji komorek na substancje cytotoksyczna powinien by¢ co najmniej
réwny rzeczywistemu czasowi podwojenia populacji (czasowi trwania cyklu komor-
kowego). W przypadku dziatania przez czas krotszy, szczegélnie jezeli badana
substancja dziata w okreslonej fazie cyklu komorkowego (np. pochodne nukleozydow
dziataja w fazie S), nie wszystkie komorki sa poddane temu dziataniu i wyniki ilo$ciowe
moga by¢ niepoprawne. Wiele cennych uwag na ten temat znajdzie czytelnik w
fundamentalnej pracy Franka Traganosa [38], a w szczegdlnosci rozwazania dotyczace
okreslania czasu trwania cyklu komérkowego i1 poszczeg6lnych jego faz (tzw. metoda
statmokinetyczna opracowana przez Darzynkiewicza) [38, str. 289].
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