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Streszczenie: W pracy przedstawiono mechanizmy komórkowe procesu apoptozy i nekrozy oraz pod-
stawowe metody badania ilo�ciowego procesu apoptozy. Przedstawiono metody oceny apoptozy przy
u¿yciu testu z dioctanem fluoresceiny (FDA/PI), Aneksyn¹ V, testu PARP i testu TUNEL. Opisano
szczegó³y poszczególnych testów oraz zalety i wady poszczególnych metod, a tak¿e 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 (szczególnie leki onkologiczne) dzia³aj¹
wielokierunkowo na ¿yw¹ komórkê. Zaburzeniom mo¿e ulegaæ szereg szlaków
metabolicznych, w tym szlaków produkcji zwi¹zków wysokoenergetycznych. Innym
bardzo istotnym czynnikiem jest wp³yw tych leków na syntezê kwasów nukleino-
wych, szczególnie DNA i RNA oraz bia³ek.

Odpowiedzi¹ komórki na dzia³anie czynnika cytotoksyczno-cytostatycznego mo¿e
byæ jej zatrzymanie w cyklu ¿yciowym b¹d� indukcja �mierci drog¹ apoptozy, lub �
przy wiêkszym nasileniu dzia³ania tego czynnika � �mieræ poprzez nekrozê.

Definicja �mierci komórki nastrêcza zasadnicze problemy. Niew¹tpliwie proces
�mierci komórki koñczy siê ustaniem jej biologicznej aktywno�ci. Komórki zatrzy-
mane (�u�pione�) w cyklu ¿yciowym (w fazie G

0
), maj¹  aktywno�æ biologiczn¹

(biochemiczn¹)  obni¿on¹ w sposób odwracalny, natomiast zmiany towarzysz¹ce
�mierci komórki s¹ odwracalne tylko do pewnego momentu. Z teoretycznego punktu
widzenia mo¿na wiêc zdefiniowaæ komórkê martw¹ jako tak¹, która osi¹gnê³a lub
przekroczy³a ten punkt (no-return point). Okre�lenie tego punktu jest jednak trudne
w praktyce, gdy¿ proces umierania ma charakter ci¹g³y, a nie skokowy. Nie wystêpuj¹
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równie¿ charakterystyczne zjawiska, które mog³yby zdefiniowaæ ten punkt. Wyczerpuj¹cy przegl¹d
zjawisk zachodz¹cych w komórce ulegaj¹cej �mierci w drodze apoptozy lub nekrozy oraz metody
badania obu tych zjawisk przedstawiono w pracy Dar¿ynkiewicza [2,5]  i Majno [24].

APOPTOZA

Apoptoza jest procesem zaprogramowanym genetycznie i s³u¿¹cym do eliminacji komórek,
które s¹ w danym momencie zbêdne, lub które zosta³y uszkodzone. Proces ten zachodzi w
warunkach fizjologicznych, jak równie¿ w odpowiedzi na stress (np. wysi³ek fizyczny [33]).
Z morfologicznego punktu widzenia apoptoza charakteryzuje siê postêpuj¹cym odwodnieniem
i obkurczaniem siê komórki oraz kondensacj¹ chromatyny, dobrze widoczn¹ w mikroskopie
fluorescencyjnym po wybarwieniu DNA (ryc. 1). Pocz¹tkowo kondensacja ta nadaje
chromatynie j¹drowej kszta³t pó³ksiê¿yca. Nastêpnie zachodzi fragmentacja DNA i j¹dra
komórkowego. W ostatnim stadium apoptozy fragmenty j¹dra z pewn¹ liczb¹ organelli zostaj¹
otoczone b³on¹ komórkow¹ i tworz¹ cia³ka apoptotyczne. Interesuj¹ce jest, ¿e cia³ko
apoptotyczne zawiera tylko jeden rodzaj kwasu nukleinowego: RNA lub DNA [16]. W od-
ró¿nieniu od procesu nekrozy, cytoplazma oraz zawarto�æ organelli komórki ulegaj¹cej apoptozie
nie zostaj¹ uwolnione do przestrzeni miêdzykomórkowej, a cia³ka apoptotyczne zostaj¹
sfagocytowane przez otaczaj¹ce komórki lub makrofagi. W procesie apoptozy nie dochodzi
do naciekania tkanki przez granulocyty i makrofagi i tym samym do procesu zapalnego tej
tkanki (przeciwnie ni¿ w przypadku nekrozy komórek) [4,5]. Proces apoptozy podlega
precyzyjnej regulacji, niezale¿nie od czynników indukuj¹cych ten proces. Istniej¹ �punkty
kontrolne�, w których uk³ady enzymatyczne komórki mog¹ zahamowaæ proces apoptozy
lub spowodowaæ, ¿e proces ten bêdzie bieg³ dalej, a¿ do destrukcji komórki. Zainteresowanie
onkologów procesem apoptozy wynika m.in. z faktu, ¿e ta droga �mierci komórki jest wy-
zwalana przez szereg substancji przeciwnowotworowych, promieniowanie jonizuj¹ce i
hypertermiê, a tak¿e dlatego, ¿e odpowied� apoptotyczna komórek nowotworowych jest
modulowana przez szereg czynników, takich jak: ekspresja genów bcl-2, bax, c-myc, jak
równie¿ genu p53. Apoptoza odgrywa istotn¹ rolê w przebiegu szeregu chorób � odrzucaniu
przeszczepów, chorobie �przeszczep przeciw gospodarzowi� (graft versus host), chorobach
autoimmunizacyjnych, chorobie Hodgkina. Wiadomo równie¿, ¿e limfocyty T o fenotypie CD4+

ulegaj¹ apoptozie pod wp³ywem wirusa HIV [6].
Proces apoptozy mo¿e przebiegaæ dwiema drogami. Jedna z nich zaczyna siê

od receptorów na b³onie komórkowej. W wyniku kolejnej aktywacji szeregu bia³ek
po�rednicz¹cych w przekazywaniu sygna³u apoptotycznego, aktywacji ulegaj¹ enzymy
zwane kaspazami. Dzia³anie kaspaz doprowadza do degradacji DNA i ostatecznie
do samozniszczenia komórki. Drugi szlak apoptozy zaczyna siê od zmian w
mitochondriach i prowadzi równie¿ do aktywacji kaspaz.

Jednym z sygna³ów zewn¹trzkomórkowych, wyzwalaj¹cych proces apoptozy, jest
ligand Fas (FasL), który wi¹¿e siê z b³onowym receptorem Fas (CD-95). Ligand
ten, nale¿¹cy do rodziny TNF (tumor necrosis factor), znajduje siê na powierzchni
aktywowanych limfocytów T i komórek NK. Innymi znanymi czynnikami
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zewn¹trzkomórkowymi, inicjuj¹cymi apoptozê s¹ TNF, TRAIL, a tak¿e glikokorty-
koidy (szczególnie w odniesieniu do komórek immunokompetentnych). TRAIL
(Tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand), podobnie jak FasL,
jest cytokin¹ z rodziny TNF i wystêpuje miêdzy innymi na powierzchni kr¹¿¹cych
limfocytów i makrofagów [30]. Na powierzchni komórek wystêpuj¹ receptory dla
TRAIL, z których dwa � TRAIL-R1 i TRAIL-R2 zawieraj¹ tzw. domenê �mierci.
Szereg bia³ek transb³onowych pe³ni rolê receptorów dla czynnika TNF (np. TNF-
R1 i TNF-R2). Do tej grupy receptorów nale¿y równie¿ receptor Fas/APO-1.
Interesuj¹ce jest, ¿e receptory z grupy TNF uczestnicz¹ zarówno w przekazywaniu
sygna³ów prowadz¹cych do �mierci komórki, jak i do jej podzia³u [15]. Istotn¹ cech¹
wy¿ej wymienionych receptorów jest obecno�æ w ich strukturze charakterystycznej
sekwencji 85-aminokwasowej, zwanej domen¹ �mierci. Domena ta bierze udzia³ w
tworzeniu kompleksów receptorów i w wi¹zaniu tych receptorów z bia³kami
adaptorowymi, które równie¿ zawieraj¹ domenê �mierci. W szlaku apoptozy
indukowanej przez receptory z grupy TNF bia³kami adaptorowymi s¹ FADD i RIP
(receptor interacting protein). Proces apoptozy, w którym uczestniczy FADD, nie
mo¿e zostaæ zahamowany przez bia³ko Bcl-2. Innym bia³kiem adaptorowym jest
DAXX (FAS death domain associated protein). Wi¹¿e siê ono z domen¹ �mierci
receptora Fas. Dalszy proces apoptozy mo¿e jednak byæ zablokowany przez bia³ko
Bcl-2. Z receptorem TNF-R1 wi¹¿¹ siê bia³ka TRADD, TRAF-2 i FAN, z
receptorem TNF-R2 - TRAF 1 i TRAF -2, natomiast z TRAIL-1 � bia³ka TRADD,
FADD i RIP. Szlak sygna³owy prowadzi dalej do grupy kaspaz inicjuj¹cych (kaspaza
2, 8, 9 i 10), które aktywuj¹ kaspazy wykonawcze (3, 6 i 7)  [13,15].

Drugi szlak apoptozy (wewn¹trzkomórkowy) rozpoczyna siê w mitochondriach.
Induktorami apoptozy s¹: promieniowanie UV [34], aktywacja bia³ek hamuj¹cych
wzrost nowotworów, np. bia³ka p53, stres oksydacyjny, niedobór ATP (jeden z
mechanizmów dzia³ania 2-CdA), obni¿enie zawarto�ci glutationu, czy te¿ dzia³anie
wielu substancji chemioterapeutycznych. Silnymi induktorami apoptozy s¹ równie¿
inhibitory transportu elektronów w mitochondriach, np. antymycyna A (AMA) [19].
Zablokowanie transportu elektronów powoduje spadek gradientu protonów na
wewnêtrznej b³onie mitochondrialnej DY

m
 i produkcjê wolnych rodników tlenowych

(ROS). Istotn¹ rolê w przepuszczalno�ci kana³ów mitochondrialnych odgrywa
stê¿enie jonów wapnia  [11, 12, 25, 32]. Zmiany stê¿enia wapnia w komórkach
wywo³ane induktorem apoptozy (Tri-n-butylin¹) by³y badane przez Grundlera [14].
W wyniku otwarcia megakana³ów, z mitochondriów z przestrzeni miêdzyb³onowej
wydostaje siê do cytoplazmy wiele bia³ek: cytochrom c, Smac/DIABLO (Smac:
second mitochondria-derived activator of caspases, DIABLO: direct IAP-
binding protein with low pI), AIF (apoptosis inducing factor) oraz ró¿ne
prokaspazy. Uwolniony do cytoplazmy cytochrom c wraz z bia³kiem Apaf-1
(apoptotic protease activating factor-1) i ATP tworzy strukturê zwan¹
apoptosomem. Nastêpuje oligomeryzacja bia³ka Apaf-1 i przy³¹czenie szeregu
cz¹steczek prokaspazy-9. Nastêpnie cz¹steczki prokaspazy-9 ulegaj¹ samoaktywacji,
a powsta³a w ten sposób nowa struktura jest aktywna katalitycznie przez d³u¿szy
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czas. Podstawow¹ rol¹ apoptosomu jest aktywacja kaspazy-3, zasadniczego enzymu
wykonawczego procesu apoptozy. Skutkiem dzia³ania kaspaz jest proteoliza lamin
j¹drowych, histonów, bia³ka PARP (polimeraza poli ADP-rybozy), topoizomeraz oraz
innych bia³ek w komórce. Nukleazy zale¿ne od kaspaz degraduj¹ DNA na krótkie
fragmenty o d³ugo�ci 180 par zasad, daj¹ce charakterystyczny obraz elektrofore-
tyczny [15, 18]. Degradacja PARP jest obecnie wykorzystywana do ilo�ciowego
oznaczania apoptozy [21, 22]. W innym szlaku apoptozy bezpo�rednio dzia³aj¹ dwa
bia³ka mitochondrialne � czynnik AIF i endonukleaza G. Oba te bia³ka migruj¹ z
mitochondriów do j¹dra komórkowego, gdzie zaaktywowana przez AIF endonukleaza
G degraduje DNA. DNA-zy aktywowane przez kaspazy degraduj¹ DNA na mniejsze
fragmenty, ni¿ czyni to endonukleaza G. Interesuj¹ce jest, ¿e ten sam induktor
apoptozy, np. flawopirydol, mo¿e wyzwalaæ �mieræ apoptotyczn¹ przez uwalnianie
cytochromu c i aktywacjê kaspaz b¹d� przez uwalnianie czynnika AIF bez aktywacji
kaspaz, w zale¿no�ci od rodzaju komórek poddanych dzia³aniu tego induktora [31].

Kluczow¹ rolê w regulacji procesu apoptozy odgrywaj¹ bia³ka z rodziny Bcl-2 (nazwanej
tak od bia³aczki B-komórkowej (B-cell leukemia/lymphoma)). Rodzina ta jest dzielona,
ze wzglêdu na dzia³anie, na podrodzinê Bcl-2 o dzia³aniu antyapoptotycznym, (Bcl-2, Bcl-
xl, Bcl-xs, Bcl-w) oraz dwie podrodziny o dzia³aniu proapoptotycznym: podrodzinê Bax
(Bax, Bak, Bok) i podrodzinê BH3 (Bad, Bik, Bid). Bia³ka z podrodziny Bcl-2 charakteryzuj¹
siê obecno�ci¹ specyficznej domeny umo¿liwiaj¹cej im zakotwiczanie siê w b³onach
mitochondriów, siateczki �ródplazmatycznej, aparatu Golgiego i w otoczce j¹drowej. Pod
wp³ywem bod�ców apoptotycznych bia³ka te przemieszczaj¹ siê z cytoplazmy do
mitochondriów i ulegaj¹ zmianom konformacyjnym umo¿liwiaj¹cym im oligomeryzacjê.
Homodimer Bax:Bax zwiêksza przepuszczalno�æ wewnêtrznej i zewnêtrznej b³ony
mitochondrialnej. Uwa¿a siê, ¿e bia³ka Bcl-2 i Bax zakotwiczone obok siebie w b³onie
mitochondrium odgrywaj¹ rolê w otwieraniu i zamykaniu megakana³ów. Stwierdzono [22],
¿e bia³ko Bax, w zale¿no�ci od stê¿enia mo¿e b¹d� powodowaæ uwolnienie do cytoplazmy
bia³ek wewn¹trzb³onowych, w tym cytochromu c, bez trwa³ego obni¿enia b³onowego
potencja³u DY

m
. Natomiast przy wy¿szych stê¿eniach (250 nM�1 µM) bia³ko Bax mo¿e

d³ugotrwale otwieraæ megakana³, co powoduje nieodwracalny spadek tego potencja³u i
degradacjê mitochondriów. Proces apoptozy jest regulowany przez równowagê dimerów
bia³ek z rodziny Bcl-2. Wiadomo jest, ¿e homodimer Bcl 2:Bcl-2 dzia³a silnie
antyapoptotycznie, podczas gdy heterodimer Bcl-2:Bax ma dzia³anie proapoptotyczne [8].

Zespó³ Dar¿ynkiewicza [22] stwierdzi³, ¿e aktywacja kaspaz, oceniana przez
pomiar ilo�ci fragmentów polimerazy poli-ADP-rybozy (PARP), jest niezale¿na w
czasie od spadku potencja³u b³ony mitochondrialnej, przynajmniej w przypadku
komórek bia³aczki HL-60 i ch³oniaka U-937. Stwierdzono równie¿ [7], ¿e apoptoza
komórek HL-60, indukowana staurosporyn¹, aktynomycyn¹ D i etopozydem mo¿e
zachodziæ bez spadku potencja³u DY

m
 mitochondriów.

Gen bcl-2 jest uwa¿any za protoonkogen. W wielu nowotworach (np. ch³oniakach
nieziarniczych) stwierdza siê translokacjê tego genu z chromosomu 18 na chromosom
14, czemu towarzyszy nadekspresja tego genu i nadprodukcja bia³ka Bcl-2. Guzy lite,
w których stwierdza siê nadprodukcjê Bcl-2, s¹ oporne na chemio- i radioterapiê [26�
29]. Ekspresja genu bcl-2 by³a badana przez Steube [36]. Stwierdzi³ on, ¿e komórki
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bia³aczki HL-60 zawieraj¹ znaczn¹ ilo�æ bia³ka Bcl-2 i bcl-2 m-RNA, natomiast komórki
linii KG-1 �  ilo�ci znacznie mniejsze. W  komórkach linii Jurkat nie wykryto bia³ka
Bcl-2, a zawarto�æ m-RNA by³a niewielka. Wydaje siê, ¿e ekspresja genów (onkogenów)
odpowiedzialnych za produkcjê bia³ek hamuj¹cych apoptozê (np. genu bcl-2 [39]) jest
przyczyn¹ rozwoju wielu ludzkich nowotworów. Pe³ne poznanie kaskady zjawisk
prowadz¹cych do apoptotycznej �mierci komórki mo¿e w przysz³o�ci doprowadziæ 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) dzia³a z tak
du¿ym nasileniem, ¿e komórka �nie ma czasu� na uruchomienie mechanizmów
naprawczych lub uruchomienia kaskady zjawisk charakterystycznych dla apoptozy.
Martwica jest procesem katabolicznym i degeneracyjnym. Charakteryzuje siê ona
pocz¹tkowo obrzmieniem mitochondriów i innych organelli, a nastêpnie pêkniêciem
b³ony cytoplazmatycznej i uwolnieniem do przestrzeni miêdzykomórkowej zawarto�ci
komórki wraz z enzymami proteolitycznymi. Chromatyna j¹drowa ulega miejscowej
kondensacji, a j¹dro komórkowe rozpadowi (karioliza). Procesowi nekrotycznemu
towarzyszy naciekanie objêtej tym procesem tkanki przez komórki ¿erne i nastêpnie
rozwiniêcie siê procesu zapalnego. Zej�ciem nekrozy jest powstanie blizny ³¹czno-
tkankowej i upo�ledzenie funkcji narz¹du, w którym mia³a ona miejsce.

METODY BADANIA APOPTOZY I NEKROZY

Znanych jest szereg metod badania dzia³ania cytotoksycznego substancji chemicz-
nych. Metody te opieraj¹ siê na ró¿nych efektach koñcowych dzia³ania tych
substancji. Niezale¿nie od zastosowanej metody wystêpowanie lub brak wystêpowania
apoptozy wymaga potwierdzenia metodami mikroskopowymi (decyduje morfologia
komórek) [3]. Na rycinie 1 przedstawiono mikrofotografiê komórek ch³oniaka U937
wykonan¹ przy u¿yciu mikroskopu fluorescencyjnego Olympus BX60 z optyk¹
polaryzacyjno-interferencyjn¹. Komórki zosta³y wybarwione roztworem DAPI i
sulforodamin¹, co pozwoli³o na uwidocznienie chromatyny. Komórka oznaczona �A�
ma prawid³ow¹ morfologiê. Komórka oznaczona �B� ma wyra�nie obkurczone j¹dro
i charakterystycznie skondensowan¹ chromatynê w postaci �wianuszka�. W komórce
oznaczonej liter¹ �C� nast¹pi³ rozpad j¹dra, a skupiska DNA zostan¹ nastêpnie
wyrzucone z komórki w postaci cia³ek apoptotycznych. Miêdzy komórk¹ A i B widaæ
dwie komórki o ró¿nym stopniu obkurczenia j¹dra i kondensacji chromatyny.
Pokazane na tej rycinie zmiany morfologii komórek s¹ jedynym pewnym dowodem
zachodzenia apoptozy. Analogiczne obrazy mo¿na otrzymaæ u¿ywaj¹c dowolnego
mikroskopu fluorescencyjnego ze wzbudzeniem w UV, niezale¿nie od optyki.
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Barwienie DAPI i sulforodamin¹ jest proste i szybkie. Polega ono na zmieszaniu
na szkie³ku podstawowym kropli zawiesiny komórek z kropl¹ roztworu DAPI + sulfo-
rodamina. Po ok. 5 minutach natê¿enie fluorescencji osi¹ga maksimum. Ze wzglêdu
na obecno�æ detergentów w roztworze DAPI do badania mog¹ byæ u¿yte komórki
¿ywe. Niestety obserwacja mikroskopowa nie mo¿e s³u¿yæ do ilo�ciowej oceny
odsetka komórek apoptotycznych, ze wzglêdu na zbyt ma³¹ liczbê komórek, które
mo¿na w praktycznym czasie przeanalizowaæ.

Jednym z czêsto stosowanych testów jest badanie integralno�ci b³ony komór-
kowej. W te�cie tym inkubuje siê badane komórki z roztworem barwnika o dodatnim
³adunku. Klasycznym przyk³adem jest szeroko stosowane oznaczanie odsetka
komórek ¿ywych przy u¿yciu b³êkitu trypanu (trypan blue exclusion test). Ten test
zawdziêcza popularno�æ swojej prostocie i nieskomplikowanej aparaturze potrzebnej
do jego przeprowadzenia. Polega on na zmieszaniu zawiesiny badanych komórek z
roztworem b³êkitu trypanu i natychmiastowym policzeniu pod mikroskopem (w czasie
nie d³u¿szym ni¿ 2 minuty) odsetka niebiesko zabarwionych komórek (martwych).
Problemem jest prawid³owe zakwalifikowanie komórek bladoniebieskich. Nale¿y tu
jednak podkre�liæ, ¿e test ten mierzy odsetek komórek nekrotycznych.

JODEK PROPIDYNY

Do przeprowadzenia testu z jodkiem propidyny (PI) konieczny jest mikroskop
fluorescencyjny (ryc. 2) lub cytometr przep³ywowy. Jodek propidyny (PI) nie przeni-
ka przez nieuszkodzon¹ b³onê komórkow¹. W przypadku naruszenia ci¹g³o�ci b³ony
komórkowej, PI wnika do wnêtrza komórki barwi¹c kwasy nukleinowe i powoduje,
¿e po wzbudzeniu w �wietle niebieskim komórka ta �wieci na czerwono-pomarañ-
czowo [40]. Wynik testu z PI jest bardziej jednoznaczny ni¿ testu z b³êkitem trypanu,
gdy¿ nie wystêpuj¹ komórki �s³abo barwi¹ce siê� PI. W obu wy¿ej omówionych
testach, poprzez badanie integralno�ci b³ony komórkowej, mierzy siê odsetek komórek
nekrotycznych. Na rycinie 2 (mikrofotografia z mikroskopu fluorescencyjnego) widaæ

RYCINA 1. Mikrofotografia komórek U937
barwionych DAPI i sulforodamin¹. Mikroskop
fluorescencyjny Olympus BX60. Kontrast
interferencyjno-polaryzacyjny + fluorescencja.
Wzbudzenie fluorescencji w zakresie �wiat³a
nadfioletowego z pod�wietleniem �wiat³em bia³ym.
Komórka �A� � komórka o prawid³owej morfologii.
Komórka �B� � komórka w do�æ wczesnej apoptozie
(widoczne obkurczenie j¹dra komórkowego, konden-
sacja  chromatyny). Miêdzy komórk¹ �A� i �B�
dwie komórki w pó�niejszych stadiach apoptozy
(jeszcze bardziej obkurczone j¹dra, silniejsza kon-
densacja i zanik struktury chromatyny). Komórka
�C� � dezintegracja j¹dra komórkowego, ró¿nej
wielko�ci skupiska chromatyny � pó�niejsze cia³ka
apoptotyczne
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komórki ¿ywe (komórka �A�), komórki we wczesnej apoptozie, bladozielone
(komórka �C�) i nekrotyczne, czerwone (komórka �B�).

DIOCTAN FLUORESCEINY/JODEK PROPIDYNY (FDA/PI)

W te�cie z dioctanem fluoresceiny (FDA) i jodkiem propidyny (FDA /PI) [17]
wykorzystuje siê lipofilno�æ FDA. Substancja ta swobodnie przechodzi przez
nienaruszon¹ b³onê komórkow¹. W ¿ywej komórce ulega ona rozk³adowi przez
esterazy cytoplazmatyczne do fluoresceiny (substancji o w³a�ciwo�ciach lipofo-
bowych), która gromadzi siê w cytoplazmie. Fluoresceina, w odró¿nieniu od FDA
jest zwi¹zkiem fluoryzuj¹cym. W mieszaninie inkubacyjnej znajduje siê zarówno FDA,
jak i PI, tak wiêc mo¿na rozró¿niæ trzy populacje: a) komórki barwi¹ce siê na zielono
fluorescein¹ (�¿ywe�), b) niebarwi¹ce siê lub s³abo barwi¹ce siê fluorescein¹ i
niebarwi¹ce siê PI (martwe apoptotyczne) i c) barwi¹ce siê na czerwono jodkiem
propidyny i niebarwi¹ce siê fluorescein¹ (martwe nekrotyczne) (ryc. 2). Komórki
ulegaj¹ce apoptozie wykazuj¹ s³absze dzia³anie esteraz i, co za tym idzie, s³absz¹
zielon¹ fluorescencjê. Ryciny 3 i 4 przedstawiaj¹ wyniki pomiaru prze¿ywalno�ci
dwóch populacji komórkowych � kontrolnej (ryc. 3) i poddanej dzia³aniu substancji
o w³a�ciwo�ciach cytotoksycznych (ryc. 4).  Interpretuj¹c, uzyskane przy u¿yciu
testu FDA/PI, wyniki nale¿y pamiêtaæ, ¿e nie jest w³a�ciwe nazywanie komórek w
kwadrancie dolnym lewym �komórkami apoptotycznymi�, gdy¿ zmniejszenie
aktywno�ci esteraz nie jest cech¹ charakterystyczn¹ dla apoptozy. Analizuj¹c wiêc
wyniki przedstawione na rycinach 3 i 4 nale¿y powiedzieæ: �prze¿ywalno�æ badanych

RYCINA 2. Mikrofotografia komórek bia³aczki
barwionych dioctanem fluoresceiny i jodkiem
propidyny (FDA/PI). Mikroskop fluorescencyjny
Olympus BX60. Wzbudzenie fluorescencji �wiat³em
niebieskim. Komórka jasnozielona oznaczona �A�
(i inne tej samej jasno�ci fluorescencji zielonej) �
¿ywa; komórka czerwona, oznaczona �B� �
nekrotyczna; komórka bladozielona, oznaczona �C�
/0 apoptotyczna. Komórki oznaczone �B�,
nekrotyczne, barwi¹ siê w te�cie z b³êkitem trypanu
na niebiesko
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komórek zmniejszy³a siê z 97,1% do 34,9%�. Innymi s³owy analizujemy jedynie
odsetek komórek w prawym dolnym kwadrancie. Porównuj¹c wyniki uzyskane przy
u¿yciu metody b³êkitu trypanu, samego PI i metody FDA/PI mo¿na powiedzieæ, ¿e
odsetek komórek ¿ywych mierzony metod¹ FDA/PI jest z regu³y nieco ni¿szy ni¿
przy u¿yciu pozosta³ych metod, gdy¿ mierzony jest zarówno odsetek komórek
nekrotycznych, jak i apoptotycznych.

Odczynniki i przebieg barwienia
Roztwór zapasowy FDA: 0,5 mg/ml FDA w acetonie lub DMSO
Roztwór roboczy FDA: 4 µl roztworu zapasowego FDA + 10 ml PBS
Roztwór roboczy PI: 1 mg PI rozpu�ciæ w 50 ml PBS
UWAGA! roztwór roboczy FDA przygotowywaæ za ka¿dym razem na �wie¿o,

nie przechowywaæ. Roztwór zapasowy FDA i roboczy PI s¹ trwa³e przez ok. 6
miesiêcy w ciemno�ci i w lodówce.

Przebieg barwienia
1. Uzyskaæ zawiesinê komórek w HBSS lub PBS.
2. Pobraæ 0,2 ml tej zawiesiny do probówki pomiarowej (ok. 2 · 105 komórek).

RYCINA  3. Test FDA/PI. Wynik badania w cytometrze przep³ywowym. Populacja prawid³owo rosn¹ca.
O� odciêtych �  natê¿enie fluorescencji fluoresceiny, o� rzêdnych � natê¿enie fluorescencji jodku propidyny.
Kwadrant dolny prawy � komórki ¿ywe (97%). Kwadrant górny lewy � komórki nekrotyczne (1,5%).
Kwadrant dolny lewy � komórki prawdopodobnie apoptotyczne (1,3%)
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3. Dodaæ 0,1 ml roztworu roboczego (0,02 µg) FDA i 0,03 ml (0,6 µg) PI.
4. Inkubowaæ 3 min w temperaturze pokojowej i nastêpnie umie�ciæ probówki na lodzie.
5. Mierzyæ fluorescencjê w ci¹gu godziny.
6. Wysokie napiêcie fotopowielacza FL1 zmniejszyæ w razie potrzeby tak, aby klaster komórek

¿ywych znajdowa³ siê w okolicach warto�ci 103 lub miêdzy 103 i 104 (w czwartej dekadzie).
7. Krzy¿ kwadrantu ustawiæ tak, aby granice kwadrantu prawego dolnego

obejmowa³y symetrycznie od lewej i górnej strony klaster komórek. Populacja kontrolna
(komórki nietraktowane ¿adnym czynnikiem toksycznym) powinna charakteryzowaæ
siê prze¿ywalno�ci¹ w granicach 95% (warto�æ statystyki w kwadrancie LR).

ANEKSYNA V/PI

Komórki nienara¿one na dzia³anie czynników toksycznych wykazuj¹ asymetriê
b³ony komórkowej. Asymetria ta polega na tym, ¿e cz¹steczki fosfatydyloseryny
znajduj¹ siê wy³¹cznie na wewnêtrznej powierzchni b³ony komórkowej. Jednym z

RYCINA  4. Test FDA/PI. Wynik badania w cytometrze przep³ywowym. Populacja traktowana substancj¹
cytotoksyczn¹. O� odciêtych � natê¿enie fluorescencji fluoresceiny, o� rzêdnych � natê¿enie fluorescencji
jodku propidyny. Kwadrant dolny prawy � komórki ¿ywe (34,9%). Kwadrant górny lewy � komórki
nekrotyczne (59,6%). Kwadrant dolny lewy � komórki prawdopodobnie apoptotyczne (4,4%)
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pierwszych etapów procesu programowanej �mierci komórki (apoptozy) jest wydos-
tawanie siê tych cz¹steczek na zewnêtrzn¹ stronê b³ony. Aneksyna V (zwi¹zana
chemicznie z tioizocyjanianem fluoresceiny � FITC) jest bia³kiem, które w obecno�ci
jonów wapnia wi¹¿e siê specyficznie z fosfatydyloseryn¹, pozwalaj¹c na detekcjê
wczesnych etapów apoptozy. Dodanie do mieszaniny inkubacyjnej jodku propidyny
pozwala jednocze�nie badaæ integralno�æ b³ony komórkowej. W wyniku testu
mo¿emy wiêc rozró¿niæ 4 populacje komórek: niebarwi¹ce siê ¿adnym z odczynników
(¿ywe), kwadrant dolny lewy; barwi¹ce siê jedynie jodkiem propidyny (komórki
nekrotyczne), kwadrant górny lewy; barwi¹ce siê w ró¿nym stopniu aneksyn¹ V
(komórki apoptotyczne w ró¿nych, pocz¹tkowych stadiach apoptozy), kwadrant dolny
prawy i wreszcie komórki barwi¹ce siê jednocze�nie oboma odczynnikami (komórki
w stadium pó�nej apoptozy), kwadrant górny prawy (ryc. 5 i 6) [1, 20]. W
szczególno�ci mo¿liwo�æ odró¿nienia komórek obumieraj¹cych drog¹ apoptozy od
komórek obumieraj¹cych w wyniku nekrozy ma du¿e znaczenie praktyczne.

RYCINA 5. Test z aneksyn¹ V i PI. Wynik badania w cytometrze przep³ywowym. Populacja kontrolna.
O� odciêtych � natê¿enie fluorescencji FITC zwi¹zanej z aneksyn¹ V, o� rzêdnych � natê¿enie fluorescencji
jodku propidyny. Kwadrant dolny lewy (LL) � komórki ¿ywe (96,98%). Kwadrant górny lewy (UL) �
komórki nekrotyczne (0,03%). Kwadrant dolny prawy (LR) � komórki we wczesnej apoptozie (1,14%).
Kwadrant górny prawy (UR) � komórki w pó�nej apoptozie (1,84%)
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Do barwienia komórek Aneksyn¹ V i jodkiem propidyny s³u¿¹ zwykle gotowe
zestawy, zawieraj¹ce wszystkie potrzebne odczynniki, jakkolwiek jest mo¿liwe zakupienie
samej Aneksyny V znakowanej FITC, jodku propidyny i sporz¹dzenie buforów.

Autor u¿ywa najczê�ciej zestawu zwanego �Annexin-V FITC Apoptosis Kit�firmy
BioSource Int. W sk³ad tego zestawu wchodzi rekombinowana Aneksyna V
skoniugowana z FITC w buforze Tris z BSA i azydkiem sodu, bufor zawieraj¹cy
jodek propidyny (50 µg/ml) i bufor wi¹¿¹cy oparty na HEPES z dodatkiem NaCl i
CaCl

2 
(mo¿na równie¿ u¿yæ PBS z wapniem i magnezem).

Proces barwienia przebiega nastêpuj¹co:
1. Badane komórki przep³ukaæ dwukrotnie PBS i zawiesiæ w stê¿eniu 2�3 · 106

komórek/ml w buforze wi¹¿¹cym.
2. Odpipetowaæ 100 µl zawiesiny do probówki pomiarowej.
3. Do ka¿dej probówki dodaæ 5 µl roztworu Aneksyny V i 10 µl roztworu PI.
4. Inkubowaæ w ciemno�ci w temperaturze pokojowej przez 15 minut.
5. Dodaæ do ka¿dej probówki 400 µl buforu wi¹¿¹cego.

RYCINA 6. Test z aneksyn¹ V i PI. Wynik badania w cytometrze przep³ywowym. Populacja inkubowana
z substancj¹ cytotoksyczn¹. O� odciêtych � natê¿enie fluorescencji FITC zwi¹zanej z aneksyn¹ V, o�
rzêdnych � natê¿enie fluorescencji jodku propidyny. Kwadrant dolny lewy (LL) � komórki ¿ywe (80,4%).
Kwadrant górny lewy (UL) � komórki nekrotyczne (0,37%). Kwadrant dolny prawy (LR) � komórki we
wczesnej apoptozie (4,85%). Kwadrant górny prawy (UR) � komórki w pó�nej apoptozie (14,38%)
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6. Mierzyæ fluorescencjê w kana³ach FL1- i FL-3 natychmiast, nie pó�niej jednak
ni¿ w ci¹gu 1 godziny od zakoñczenia procesu barwienia.

METODA PARP

Inn¹ metod¹ badania apoptozy jest detekcja specyficznych bia³ek enzyma-
tycznych zaanga¿owanych w procesie apoptozy � kaspaz (proteazy cysteinowe).
Kaspazy s¹ syntezowane w komórce w nieaktywnej postaci proenzymów i nastêpnie
po zapocz¹tkowaniu apoptozy ulegaj¹ b¹d� autoproteolizie, b¹d� proteolizie pod
wp³ywem innych kaspaz. Aktywne formy enzymów degraduj¹ lub aktywuj¹ szereg
bia³ek cytoplazmatycznych lub j¹drowych, w tym PARP, D4-GDI, DFF, MEKK i
inne. Wytworzenie przeciwcia³ monoklonalnych przeciwko aktywnej kaspazie-3
pozwala na wykrywanie aktywnego procesu apoptozy w pó�niejszych jego stadiach.
Do�wiadczenie autora z wykorzystaniem tych przeciwcia³ jest jednak negatywne.
Ostatnio pojawi³y siê prace wykorzystuj¹ce fluoryzuj¹ce (po rozciêciu przez aktywn¹
kaspazê) peptydy o sekwencji podobnej do PARP (polimerazy poli-ADP-rybozy) �
naturalnego substratu kaspazy 3  [37], a tak¿e wykorzystuj¹ce specyficzne,
fluoryzuj¹ce inhibitory kaspaz � FLICA (fluorochrome-labelled inhibitors of
caspases) [21, 22, 35]. Dostêpne s¹ równie¿ przeciwcia³a monoklonalne rozpozna-
j¹ce odciêty fragment bia³ka PARP. Te ostatnie s¹ dostêpne w postaci zestawu (np.
Anti-PARP CSSA FITC apoptosis detection kit firmy BioSource). W zestawie tym
jest: królicze przeciwcia³o poliklonalne rozpoznaj¹ce miejsce rozciêcia PARP (anti-
PARP cleavage site specific antibody), roztwór zawieraj¹cy BSA i azydek sodu;
roztwór paraformaldehydu do utrwalenia komórek;  roztwór permeabilizuj¹cy b³onê
komórkow¹, zawieraj¹cy saponinê; peptyd (o sekwencji rozciêtego PARP) blokuj¹cy
reakcjê wi¹zania antygen-przeciwcia³o (kontrola negatywna).

Barwienie przebiega nastêpuj¹co:
1. Uzyskaæ zawiesinê badanych komórek. W przypadku komórek rosn¹cych na powierzchni

u¿yæ do ich oderwania od powierzchni naczynia hodowlanego 2 mM EDTA (nie trypsyny).
2. Wirowaæ komórki przy 300 g przez 5 minut.
3. Utrwaliæ osad komórek w paraformaldehydzie (20 minut w 4oC).
4. Zwirowaæ komórki i przep³ukaæ dwukrotnie PBS.
5. Zawiesiæ komórki w buforze permeabilizuj¹cym i  doprowadziæ do stê¿enia

1· 106 komórek na 50 µl zawiesiny (ok. 20 milionów komórek na mililitr!).
6. Odpipetowaæ po 50 µl zawiesiny do probówek pomiarowych.
7. Dodaæ po 10 µl przeciwcia³a do ka¿dej probówki i inkubowaæ 30 minut w

temperaturze pokojowej.
8. Dwukrotnie przep³ukaæ komórki 2 ml buforu permeabilizuj¹cego.
9. Przep³ukaæ w PBS i zawiesiæ komórki w 0,5 ml PBS.
10. Kontrola negatywna: zamiast dodania przeciwcia³a (punkt 7) zmieszaæ 10 µl tego

przeciwcia³a z 10 µl peptydu blokuj¹cego, inkubowaæ nieco d³u¿ej ni¿ 30 minut w
temperaturze pokojowej i nastêpnie dodaæ ca³e 20 µl do zawiesiny komórek i inkubowaæ
30 minut w temperaturze pokojowej. Dalsze czynno�ci (punkty 8 i 9) � jak wy¿ej.
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11. Mierzyæ fluorescencjê w kanale FL-1 (zielona fluorescencja FITC).
Na rycinie 7 przedstawiono przyk³adowe wyniki oznaczenia � rycina pochodzi z

ulotki firmy BioSource. Panel A przedstawia histogram fluorescencji FITC (FL-1),
z któr¹ zwi¹zane jest przeciwcia³o anty-PARP. Na histogramie ustawia siê dwa
regiony (M1 i M2), przylegaj¹ce do siebie. Region M1 obejmuje t³o (w tym
autofluorescencjê) i siêga od 100 do ok. 101. Odsetek komórek w regionie M2
powinna wynosiæ od 0 do 5% dla prawid³owo rosn¹cej populacji komórek. Panel B
przedstawia kontrolê negatywn¹ z przeciwcia³em anty-PARP zablokowanym
specyficznym peptydem (patrz punkt 10 powy¿ej). Metoda PARP jest czu³a,
precyzyjna i swoista i jest czêsto stosowana przez autora.

TUNEL

Jedn¹ z istotnych cech pó�niejszych stadiów apoptozy jest fragmentacja DNA
przez j¹drowe endonukleazy. Stwierdzenie tego zjawiska jest mo¿liwe dziêki istnieniu
szeregu testów. Jednym z nich jest opisana przez Dar¿ynkiewicza [4, 5, 6] elucja
drobnocz¹steczkowego DNA w buforze cytrynianowym. Po inkubacji w tym buforze,
komórki apoptotyczne cechuj¹ siê ni¿sz¹ ni¿ charakterystyczna dla fazy G

1
zawarto�ci¹ DNA i znajduj¹ siê na histogramach DNA w regionie sub-diploidalnym
(sub-G

1
). Podobny wynik mo¿na otrzymaæ znakuj¹c DNA dowolnym, specyficznym

barwnikiem (np. DAPI) i mierz¹c zawarto�æ DNA w komórkach bez uprzedniej

RYCINA 7. Test PARP.  Histogramy  fluorescencji
FL-1 (przeciwcia³o anty-PARP skoniugowane z FITC),
o� odciêtych. Panel �A� �- kontrola negatywna, panel
�B� �  kontrola negatywna z przeciwcia³em zablo-
kowanym peptydem blokuj¹cym, panel �C� � próba
badana wykazuj¹ca ok. 40% komórek w apoptozie
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elucji DNA. Odsetek komórek w zakresie poni¿ej piku G
1
 na histogramie przedsta-

wiaj¹cym profil DNA mo¿e równie¿ s³u¿yæ jako orientacyjny wska�nik cytoto-
ksyczno�ci. Test ten nie mo¿e jednak s³u¿yæ do oceny ilo�ciowej. Nale¿y bowiem
pamiêtaæ, ¿e komórki maj¹ce zawarto�æ DNA poni¿ej 10% zawarto�ci komórek w
fazie G

1
 s¹ cia³kami apoptotycznymi! Innym testem jest elektroforeza ¿elowa DNA

(w ¿elu agarozowym), która pozwala na stwierdzenie obecno�ci
niskocz¹steczkowych (o d³ugo�ci ok. 300 par zasad) fragmentów. Metoda ta jest
jednak trudna do ilo�ciowej analizy. Obecno�æ fragmentów DNA (pêkniêæ nici)
mo¿na równie¿ stwierdziæ przy u¿yciu metody zwanej TUNEL [2, 9, 10, 23]. Polega
ona na do³¹czaniu nukleozydów (bromodeoksy-urydynotrifosforanu, deoksyurydynotri-
fosforanu lub innych) do wolnych koñców 3'-OH podwójnej lub pojedynczej nici
DNA przez enzym TdT (koñcow¹ transferazê deoksynukleozydów). Trifosforany
nukleozydów zostaj¹ wbudowane do nici DNA w miejscach jej pêkniêæ, a przeciw-
cia³o przeciwko do³¹czanemu nukleozydowi, skoniugowane z fluorochromem, pozwala
na ilo�ciow¹ ocenê stopnia degradacji DNA. Zestawy do metody TUNEL  s¹
dostêpne komercyjnie (np. APO-BrdU Kit, BD Pharmingen).

Powy¿szy zestaw zawiera: przeciwcia³o monoklonalne anty-BrdU znakowane
FITC; bufor barwi¹cy z PI i RNA-z¹; bufor reakcyjny zawieraj¹cy kwas kakody-
lowy; bufor do p³ukania; bufor �myj¹cy�. W osobnym opakowaniu, przesy³anym w
temperaturze � 80oC (w suchym lodzie), znajduje siê Br-dUTP; utrwalone komórki
kontroli negatywnej; utrwalone komórki do kontroli pozytywnej; enzym TdT.

Barwienie przebiega nastêpuj¹co:
1. Komórki powinny byæ uprzednio utrwalone w paraformaldehydzie i przecho-

wywane w 70% alkoholu etylowym w �20oC.
2. Zwirowaæ komórki (300 g, 5 min), odrzuciæ etanol.
3. Dwukrotnie zawiesiæ osad w 1 ml buforu myj¹cego, zwirowaæ i odessaæ supernatant.
4. Zawiesiæ ok. 106 komórek w 50 µl roztworu znakuj¹cego DNA (przygotowa-

nego ex tempore z odczynników zawartych w zestawie (bufor reakcyjny, enzym
TdT, Br-dUTP, woda destylowana).

5. Inkubowaæ w 37oC przez 60 min, w ³a�ni wodnej, potrz¹saj¹c co 15 minut.
6. Dodaæ 1 ml buforu p³ucz¹cego, zwirowaæ (300 g, 5 min).
7. Powtórzyæ p³ukanie.
8. Zawiesiæ osad komórek w 0,1 ml roztworu przeciwcia³a anty-BrdU i inku-

bowaæ w ciemno�ci, w temperaturze pokojowej przez 30 minut.
9. Dodaæ 0,5 ml buforu barwi¹cego zawieraj¹cego PI i RNA-zê; inkubowaæ

nastêpne 30 minut w ciemno�ci i w temperaturze pokojowej.
10. Mierzyæ fluorescencjê. Natê¿enie fluorescencji zielonej FITC (FL-1) jest

zale¿ne od liczby pêkniêæ nici DNA, natomiast warto�ci natê¿enia �wiat³a w kanale
FL-3 (jodek propidyny, wzmocnienie liniowe!!!) daje obraz cyklu komórkowego. To
podwójne barwienie pozwala na stwierdzenie istnienia (lub nieistnienia) wspó³za-
le¿no�ci �mierci komórek i fazy cyklu komórkowego.

Ryciny 8 i 9 przedstawiaj¹ cytogramy komórek kontrolnych (ryc. 8) i komórek traktowanych
substancj¹ cytotoksyczn¹ (ryc. 9), niewykazuj¹c¹ specyfiki w stosunku do fazy cyklu
komórkowego. Na obu rycinach naniesiono opisy faz cyklu komórkowego (fazy G

1
, S i G

2
+M).
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Dobór zastosowanej metody zale¿y od wielu czynników. Pamiêtaæ nale¿y, ¿e
wynik negatywny uzyskany któr¹kolwiek metod¹ jest bez warto�ci, natomiast wynik
pozytywny �wiadczy o wystêpowaniu w danej próbie apoptozy. Jedyn¹ metod¹
�pewn¹� jest stwierdzenie lub nie stwierdzenie w próbce wybarwionej barwnikiem
DNA (PI lub DAPI), w mikroskopie fluorescencyjnym, charakterystycznych zmian
morfologicznych w komórce � obkurczenia komórki, obkurczenia j¹dra komórkowego
i charakterystycznej kondensacji chromatyny i wreszcie tworzenia siê cia³ek
apoptotycznych (ryc. 1). W praktyce autora badanie wp³ywu cytotoksycznego
substancji chemicznych rozpoczynamy od najprostszego i najtañszego testu z FDA/
PI. Nastêpnie stosujemy test z Aneksyn¹ V i PI i w wybranych przypadkach test

PARP. Dla potwierdzenia pó�nej apoptozy stosujemy TUNEL, który jest najbardziej
pracoch³onny i kosztowny. Inne metody � jak badanie potencja³u b³ony mitochon-
drialnej lub badanie zawarto�ci aktywnej kaspazy 3 przy u¿yciu specyficznego
przeciwcia³a nie s¹ w naszej Pracowni w rutynowym u¿yciu.

Na zakoñczenie nale¿y dodaæ uwagê na temat planowania do�wiadczenia. Czas
trwania ekspozycji komórek na substancjê cytotoksyczn¹ powinien byæ co najmniej
równy rzeczywistemu czasowi podwojenia populacji (czasowi trwania cyklu komór-
kowego). W przypadku dzia³ania przez czas krótszy, szczególnie je¿eli badana
substancja dzia³a w okre�lonej fazie cyklu komórkowego (np. pochodne nukleozydów
dzia³aj¹ w fazie S), nie wszystkie komórki s¹ poddane temu dzia³aniu i wyniki ilo�ciowe
mog¹ byæ niepoprawne. Wiele cennych uwag na ten temat znajdzie czytelnik w
fundamentalnej pracy Franka Traganosa [38], a w szczególno�ci rozwa¿ania dotycz¹ce
okre�lania czasu trwania cyklu komórkowego i poszczególnych jego faz (tzw. metoda
statmokinetyczna opracowana przez Dar¿ynkiewicza) [38, str. 289].

RYCINA 8. Test TUNEL. Cytogram FL-1/FL-3.
O� odciêtych � natê¿enie fluorescencji jodku
propidyny (FL-3) � zawarto�æ DNA; o� rzêdnych
� natê¿enie fluorescencji FITC (FL-1) � ilo�æ pêkniêæ
nici DNA. Region R1 zawiera komórki w pó�nej
apoptozie. Populacja kontrolna (ok. 1% komórek w
apoptozie). Na osi odciêtych zaznaczono fazy cyklu
komórkowego. W kanale ~200 � faza G

1
, dalej faza

S, w kanale ok. 400 fazy G
2
 i M. Nale¿y zwróciæ

uwagê, ¿e wzmocnienie fluorescencji FL-3 jest
liniowe!

RYCINA 9. Test TUNEL. Cytogram FL-1/FL-3.
O� odciêtych � natê¿enie fluorescencji jodku
propidyny (FL-3) � zawarto�æ DNA; o� rzêdnych
� natê¿enie fluorescencji FITC (FL-1) � ilo�æ pêkniêæ
nici DNA. Region R1 zawiera komórki w pó�nej
apoptozie. Populacja traktowana substancj¹ cyto-
toksyczn¹ (ok. 45% komórek w apoptozie). Na osi
odciêtych zaznaczono fazy cyklu komórkowego.
W kanale ~200 � faza G

1
, dalej faza S, w kanale ok.

400 fazy G
2 

i M. Nale¿y zwróciæ uwagê, ¿e
wzmocnienie fluorescencji FL-3 jest liniowe!
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