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REPORTEROWY SYSTEM FUCCI W PRZYZYCIOWEJ OBSERWACJI
PROLIFERACJI KOMOREK NOWOTWOROWYCH

Streszczenie. Zastosowanie systemu reporterowego FUCCI pozwala na
mikroskopowa obserwacj¢ przechodzenia zywych komorek przez kolejne fazy
cyklu komorkowego. W niniejszej pracy opisujemy wyniki 24 godzinnej
obserwacji 1 analizy cyklu komérkowego dla 50 komérek linii HEPA 1-6. W
populacji badanych komorek zaobserwowano subpopulacje charakteryzujace sig
asymetrycznym podziatem, w wyniku ktorego powstawaty komorki potomne o
r6znych szybkosciach przechodzenia przez cykl komorkowy.

REPORTER FUCCI SYSTEM FOR THE ANALYSIS OF CELL CYCLE
PROGRESSION IN LIVING CANCER CELLS

Summary. Application of FUCCI reporter system allows for the
microscopic studies and analysis of the cell cycle in living cells. During the 24 h
experiment we registered and analyzed the cell cycle progression for 50 HEPA
1-6 cells. In this population the subpopulation could be distinguished which was
characterized by asymmetric divisions and in which daughter cells differed in the
length of the cell cycle phases and cell cycle progression.

1. Wstep

1.1 Cykl komorkowy

Cykl komorkowy jest ciggiem zdarzen, poprzez ktore rosngca komoérka podwaja
wszystkie swoje organelle i dzieli si¢ na dwie komorki potomne. W cyklu
komérkowym wyréznia si¢ cztery podstawowe fazy: G1, S, G2 i M. Dodatkowo
wyrdznia si¢ jeszcze faze GO, bedaca specjalnym rodzajem fazy G1, w ktérym
komodrka przechodzi w stan uspienia i dochodzi u niej do zatrzymania cyklu
komoérkowego. Za start cyklu mozna uzna¢ moment, w ktorym komoérka wchodzi w
fazg S. Faza ta charakteryzuje si¢ tym, ze dochodzi w niej do podwojenia materiatu
genetycznego komorki. Pod koniec fazy S kazdy chromosom komorki sktada si¢ z
pary siostrzanych chromatyd. Nastepnie komodrka wchodzi w faze G2, bedaca przerwa,
w czasie ktorej sprawdzana jest poprawno$¢ sekwencji zreplikowanego DNA, i w
razie konieczno$ci uruchamiane sg szlaki sygnatowe, majace na celu naprawe DNA,
lub gdy uszkodzenia sg zbyt duze, komorka aktywuje szlak sygnatowy kierujacy ja do
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apoptozy (zaprogramowanej $Smierci komorki). W fazie G2 komodrka przygotowuje si¢
do podziatu mitotycznego. Podziat komoérki odbywa si¢ w fazie M, ktorg dzieli si¢ na
cztery pomniejsze fazy: profazg, metafaze, anafaze 1 telofazg. Ostatnig faza cyklu
komorkowego jest faza G1, ktora podobnie jak faza G2 nazywana jest przerwa. W
fazie G1 komorka sprawdza poprawnos¢ podziatu materiatu genetycznego po podziale
1 przed przystgpieniem do syntezy DNA, ktora nastepuje w fazie S. Fazy G1, G211 S sg
wspolnie okreslane jako interfaza, czyli faza migdzy podziatami komorki [2,5].

1.2 System reporterowy FUCCI

Nazwa systemu reporterowego FUCCI jest skrotem od Fluorescence Ubiquitin
Cell Cycle Indicator, czyli oznacza fluorescencyjny wskaznik cyklu komoérkowego
oparty o dziatanie ubikwityny. Metoda FUCCI wykorzystuje dwa biatka bedace
czescig systemu replikacji DNA u wyzszych eukariontow — czynnik replikacji Cdtl
oraz jego inhibitor — Gemining. Biatka te wykazuja przeciwny wplyw na proces
replikacji DNA 1 w czasie cyklu komorkowego ich poziomy w komoérce oscyluja z
nienaktadajacg si¢ na siebie czestotliwoscig. Poziom Cdtl osigga najwyzsze ilosci w
czasie fazy G1 cyklu komorkowego 1 gwaltownie opada wraz z zainicjowaniem fazy
S. Natomiast Geminina w przeciwienstwie do Cdtl najintensywniej jest generowana w
czasie trwania faz S 1 G2, natomiast wraz z tranzycja metafaza-anafaza w czasie
mitozy, jej poziom gwaltownie spada i utrzymuje si¢ w niskich warto$ciach, az do
ponownego wejscia w faze S. Ekspresja Gemininy i1 Cdtl jest regulowana przez ligazy
ubikwityny E3 APC/C“™™ (ubikwitynacja Gemininy w czasie p6znej mitozy i fazy G1)
i SCF** (ubikwitynacja Cdtl w fazach S, G2). Poddane ubikwitynacji biatka sa
kierowane do degradacji w proteosomach. Zmieniajace si¢ poziomy tych biatek
pozwalaja na wizualizacje faz G1 1 S/G2/M. Nalezy zaznaczy¢, ze wprawdzie system
FUCCI wykorzystuje par¢ wskaznikow, dajacych naprzemiennie sygnat
fluorescencyjny czerwony 1 zielony jadra komoérkowego, to do wyznaczenia faz
wystarczy jeden wskaznik. Dwa wskazniki jednak dajg mozliwo$¢ automatycznego
wykrywania komorek 1 dajg wiarygodniejsze wyniki. W systemach FUCCI stosuje si¢
rézne wskazniki fluorescencyjne, wprowadzane do komoérki za pomocag plazmidow,
zawierajacych sekwencje kodujace biatka fluorescencyjne, ktére ulegajg ekspresji w
okreslonych fazach cyklu komoérkowego jako kompleksy z Gemining lub Cdtl. Jako
wskazniki Gemininy 1 Cdtl mozna stosowa¢ wiele bialek fluorescencyjnych
(niekoniecznie zielonych GFP i czerwonych mKO2 jak w niniejszej pracy), wsrdd
nich mCherry, mVenus, GFP, mKO2 i mAG [3,6]. Przy wyborze markerow
fluorescencyjnych nalezy uwaza¢ zeby ich pasma wzbudzenia 1 emisji nie nachodzity
na siebie [4].

2. Materialy i metody

Eksperymenty prowadzono na komdrkach HEPA 1-6. Linia HEPA 1-6 zostala
wyizolowana z watroby myszy (Mus musculus), ktora cierpiala na nowotwor tego
narzagdu. Komorki te wykazuja morfologi¢ komorek nablonka. HEPA 1-6 dobrze
nadajg si¢ do przeprowadzania transfekcji reporterowymi systemami cyklu
komorkowego [7].
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2.1 Produkcja retrowirusa

Do namnazania retrowirusa uzyto komorek HEK (ludzkie zarodkowe komorki
nerkowe) w kompletnym medium DMEM. Odpowiednio przygotowang mieszaning
transfekujagcg wkroplono na ptytki z komorkami HEK 1 inkubowano 24h w
temperaturze 37°C, stezeniu CO, 5% 1 saturowanej H,O. Po inkubacji wymieniono
medium hodowlane 1 przygotowano ptytki z komoérkami HEPA 1-6. Nast¢pnego dnia
zebrano supernatant z hodowli HEK poprzez przepuszczenie go przez filtry PES
0.45um, ktore pozwalaja na zbieranie wiruséw. Zainfekowano wirusem ptytki z HEPA
1-6 poprzez wprowadzenie do kazdej mieszaniny 5 ml supernatantu z 5 ml DMEM
oraz 4 pg/ml bromku heksadimetryny. Po 24 h powtorzono proces infekowania
komoérek HEPA 1-6. Przez nastgpne 15 dni prowadzono selekcje na komorkach HEPA
1-6 z uzyciem puromycyny.

2.2 Przygotowanie komorek do eksperymentu

Zainfekowane komoérki HEPA 1-6 (retrowirusem bedacym wektorem kodujacym
biatka GFP 1 mKO2) posiano w niskim zaggszczeniu na dziesigciu ptytkach
hodowlanych. Plytki pokryte byly standardowym medium hodowlanym DMEM,
zawierajacym surowice wolowa (FBS) o stezeniu 10% dla pieciu plytek kontrolnych
1 stezeniu 5% dla pozostatych ptytek. Obnizona zawarto§¢ FBS miala stanowic
czynnik stresowy dla komorek.

2.3 Mikroskopia fluorescencyjna

Wzrost 1 obserwacj¢ komorek prowadzono w komorze hodowlanej zintegrowane;j
z mikroskopem fluorescencyjnym, pozwalajacym na akwizycje poklatkowa zdje¢ z
uktadu eksperymentalnego, przy zachowaniu statych warunkow temperatury 37°C
1 stezenia CO, na poziomie 5%. Obserwacj¢ prowadzono przez 24 h wykonujac
zdjecia ptytek co 15 min, w dwoch zakresach fluorescencji (odpowiednich dla GFP i
mKO2) i1 $wietle widzialnym.

2.4 Odczyt poziomow fluorescencji

Pomiaru poziomu fluorescencji na podstawie sekwencji zdje¢ mikroskopowych
dokonano za pomocg programu LineageTracker v1.2.4, pozwalajagcego dokonac
segmentacji komorek na obrazach, przeprowadzi¢ sledzenie poszczegdlnych komorek
w sekwencji obrazoéw, a takze odczyta¢ ich poziom $wiecenia i nast¢pnie zapisaé
wyniki do pliku xIs.

2.5 Czas trwania faz cyklu komorkowego

Dlugosci trwania faz wyznaczane byly na podstawie wykresow wartosci
intensywno$ci $wiecenia fluorescencyjnego uzyskanych za pomocg programu
LineageTracker (rys. 1). Jako poczatek fazy G1 i jednocze$nie koniec fazy M
uznawano punkt czasowy tuz przed gwaltownym spadkiem na wykresie fluorescencji



10 P. Bil, S. Kala, K. Gajda, M. Skonieczna, J. Rzeszowska-Wolny

zielonej (GFP), natomiast jako punkt konczacy fazg G1 1 zaczynajacy fazg S przyjeto
moment gwaltownego spadku fluorescencji czerwonej (mKO2), czemu towarzyszyto
narastanie fluorescencji zielonej (GFP) [1].
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Rys. 1. Wykres zmian intensywnos$ci swiecenia fluorescencyjnego markerow FUCCI
(mKO2 i GFP) w czasie 24 h

Metoda FUCCI pozwala sledzi¢ fazy G1 1 S/G2/M zaro6wno komorek ,,matek”,

jak 1 potomnych ,,corek”, dzieki czemu mozna przedstawi¢ dynamike cyklu w postaci
wykresu o topologii drzewa, dla lepszej wizualizacji zmian w cyklu komorkowym

(rys. 2).
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Rys. 2. Przedstawienie dtugosci trwania faz cyklu komoérkowego badanej komorki w
postaci dendrogramu

3. Wyniki
3.1 Cykl komérkowy

Do analizy wybrano wytacznie komorki, u ktorych zaobserwowano przynajmnie;j
jeden podziat, ktore przez 24 godziny obserwacji nie opuscity obserwowanego obszaru
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oraz przy wzrastajagcym zageszczeniu populacji dato sie oddzieli¢ od komorek
sasiednich. Ostatecznie wybrano po 25 komdrek poczatkowych proby kontrolnej (10%
FBS) 1 proby z niedoborem FBS (5% FBS).

Komorki ,,matki” poddano podzialowi ze wzgledu na otrzymang ilos¢ komorek
potomnych, osobno dla obu prob. Wyniki tego podziatu przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1

Podziat komorek obu badanych populacji ze wzgledu na liczbe komorek potomnych
uzyskanych w czasie 24 h obserwacji z jednej komoérki ,,matki”

Komorki ,,matki”, | Komorki ,,matki”, | Komorki, matki”,
Préba ktore podzielity si¢ | ktore podzielity si¢ | ktore podzielity sie
jednokrotnie (na 2 dwukrotnie (na 3 dwukrotnie (na 4
potomne) w 24 h potomne) w 24 h potomne) w 24 h
5% FBS 15 3 7
10 % FBS 16 7 2

Liczba komorek ,matek”, ktore podzielity si¢ jednokrotnie jest niemal
identyczna dla obu eksperymentow. Roznice wida¢ natomiast w przypadku obserwacji
wiekszej liczby podzialow w czasie 24 h. W prdbie kontrolnej czeséciej powstawala w
wyniku dwukrotnej proliferacji trojka komorek potomnych, w ujeciu 24 godzinnej
obserwacji, a w probie z obnizong zawarto$cig surowicy wotowej w medium
hodowlanym uzyskano pod koniec eksperymentu cztery komoérki potomne z jednej
komorki ,,matki”, §ledzonej od poczatku obserwacji.

W ciggu 24 godzin, z 25 komoérek proby kontrolnej (10% FBS) powstato 61
komoérek potomnych, natomiast w przypadku proby z niedoborem FBS (5% FBS),
z identycznej liczby komorek uzyskano 66 potomnych.

Komorki potomne uzyskane z obserwowanych komorek podzielono na rdézne
kategorie. Jako kryterium przynaleznosci do kategorii przyjeto ilos¢ faz G1 1 S/G2/M
dajacych si¢ zmierzy¢ w czasie 24 godzin obserwacji. Komorki potomne podzielone
na kategorie przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2
Podziat komorek obu badanych populacji ze wzgledu na liczbg komorek potomnych
uzyskanych w czasie 24 h obserwacji z jednej komorki ,,matki”

Fazy cyk. kom. 5% FBS 10% FBS
Gl:1, S/G2/M:0 23 8
G1:0, S/G2/M:1 3 2
Gl:1, S/G2/M:1 27 40
G1:2, S/G2/M:1 9
Gl1:1, S/G2/M:2 4 2
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Dane dla porownania przedstawiono na wykresach kotowych, w postaci procentu
wszystkich komorek potomnych z danego eksperymentu (rys 3). Zabieg ten byt
konieczny z powodu roznej ilosci proliferacji $ledzonych komorek w obu

eksperymentach.
A !
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Rys. 3. Poréwnanie stosunku procentowego komoérek potomnych pogrupowanych ze
wzgledu na r6zne ilosci obserwowanych faz w cyklu, w czasie 24 h. (A) Proba
z obnizong zawarto$cig FBS. (B) Préba kontrolna.

W probie kontrolnej (rys.3 B) tylko w 16% przypadkow nie udalo sig
zaobserwowaé wigce] niz jednego pelnego etapu cyklu komorkowego (GI1 lub
S/G2/M), w probie z obnizong iloScia FBS (rys.3 A) udziat takich komorek w
populacji wzrasta do 39%. Dominujagcymi grupami sg te, w ktorych udato sig
zaobserwowac u $ledzonych komorek jeden peten etap G1 1 jeden peten etap S/G2/M
(niekoniecznie z tego samego cyklu), z tym, ze w probie kontrolnej (rys.3 B)
proporcja ta jest o ponad 1/3 wyzsza.

3.2 Inhibicja kontaktowa

Na podstawie wyznaczonych metoda FUCCI czaséw trwania faz cyklu
komoérkowego wybrano kilka komorek, u ktoérych mogto wystapi¢ zjawisko inhibicji
kontaktowej. Uzyskane w programie LineageTracker dane porownano z kompozytami
zdje¢ z mikroskopu fluorescencyjnego.
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Rys. 4. (1-4 A) Kompozyty zdje¢ mikroskopowych przedstawiajace badane komorki
(strzatka biata — komorka przechodzaca w fazg S, strzatka czarna — komorka z
opoznionym przej$ciem do fazy S). (1-4 B) Zmiany faz cyklu komdrkowego
w 24 h, z uwzglednieniem komorek potomnych (pionowa czarna przerywana
linia przedstawia moment w czasie widoczny na zdjeciach obok).

Na podstawie wybranych przyktadow, w ktorych wystapily réznice w czasie
trwania fazy G1 miedzy komoérkami pochodzacymi od jednej komorki ,,matki”, nie
mozna jednoznacznie stwierdzi¢, czy sgsiedztwo innych komérek opdznito ich wejscie
w fazg S. Cze$¢ obserwacji wydaje si¢ potwierdzac t¢ tez¢ (rys 4, 3A 1 4A), a czes¢€ jej
zaprzecza (rys 4, 1A 1 2A).

Ze wzgledu na stosunkowo krotki czas obserwacji nie byto mozliwe okreslenie,
czy ktora$ z badanych komodrek weszta w fazg spoczynku GO.

4. Dyskusja i wnioski

Pelna automatyzacja procesu Sledzenia  poklatkowego znakowanych
fluorescencyjnie jader komorkowych za pomoca programu LineageTracker nie byta
mozliwa. Problem wynikat z wlasciwosci metody FUCCI, gdzie komorka zaraz po
podziale traci $wiecenie fluorescencyjne (LineageTracker dokonuje segmentacji na
podstawie sygnatu fluorescencyjnego), wigc zaszta konieczno$¢ recznego oznaczania
nieswiecacych jader do czasu ponownego pojawienia si¢ §wiecenia. Co wigcej,
nalezato metoda prob i btedéw dobra¢ wlasciwe parametry segmentacji dla obrazéw,
poniewaz program nie wykonuje tego za uzytkownika. Dodatkowo konieczna byta
kontrola, czy LineageTracker zaznacza przy $ledzeniu wilasciwe komodrki w serii
obrazéw, gdyz duza ruchliwo$¢ i zageszczenie komoérek linii HEPA 1-6, czasami
prowadzity do przeskakiwania oznaczenia na sgsiednie komorki. Potencjalnie mozna
by uniknaé¢ wielu z zaistnialych probleméw poprzez zastosowanie jakiejs metody
segmentacji jader, na podstawie zdje¢ w $wietle widzialnym, jednak uzyskanie zdje¢
z wyraznym kontrastem jadra wzgledem reszty komorki, w obserwacji przyzyciowe;j,
nie nalezy do prostych zadan.

Analiza zdje¢ z mikroskopii fluorescencyjnej z uzyciem metody FUCCI
wskazata, ze wywolanie stresu poprzez zmniejszenie zawartosci FBS przyczynito si¢
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do opoOznienia przej$cia komorek w nastepne fazy cyklu 1 tym samym ograniczyto
liczbe proliferacji w badanej probie w odniesieniu catosciowym. Zwrdcono réwniez
uwage na zroznicowany czas trwania cyklu w obrebie jednej populacji.

Eksperyment wykazal, ze najczestsza obserwacja dla komorek HEPA 1-6 w
czasie 24 h jest jeden peten cykl komérkowy. Jest to prawdziwe zaréwno dla komorek
kontrolnych jak i poddanych stresowi, jednak w przypadku tych drugich ta proporcja
jest silnie zaburzona zwigkszong liczba komorek z maksymalnie jedng faza cyklu
mozliwa do zaobserwowania przez 24 h obserwacji — wynika to prawdopodobnie ze
zmniejszonej zawarto$ci czynnikow wzrostowych znajdujacych si¢ w surowicy
wolowe;.

Czes¢ komorek proliferowata lepiej od reszty, jednak nie udato si¢ okresli¢
przyczyny tego zjawiska. Spowolniony czas przechodzenia przez kolejne fazy cyklu
komoérkowego mogt by¢ spowodowany wystapieniem zjawiska inhibicji kontaktowe;,
niestety ograniczony czas pomiaru zmusil do wybrania do analizy tylko komorek,
u ktorych doszto do minimum jednego podzialu, co mocno zawezito zakres analizy
1 na jej podstawie nie mozna zdecydowac¢ czy komodrki wptywaty na siebie hamujaco
przez bliskie sasiedztwo.

Praca finansowana ze sSrodkow BKM/506/RAU1/2016/ (S.K., K.G.), BK-
213/Raul/2016, t.3. (P.B.), NCN DEC-2012/04/A/ST7/00353 (J.R.W.), NCBIiR
PBS3/B3/32/2015 (M.S).

Podzi¢ckowania skladamy dla C.A. Feillet i F. Delaunay z Institut de Biologie
Valrose, Université Nice-Sophia Antipolis, Parc Valrose, 06108 Nice cedex 2,
France, za udostepnienie systemu FUCCI.

LITERATURA

1. Billy F., Clairambault J., Delaunay F., Feillet C., Robert N.: Age-structured cell
population model to study the influence of growth factors on cell cycle dynamics,
Mathematical Biosciences and Engineering, Volume 10, Number 1, February
2013

2. Daignan-Fornier B., Sagot I.: Proliferation/Quiescence: When to start? Where to
stop? What to stock?, Cell Division, 2011, p.6-20

3. Sakaue-Sawano A., Ohtawa K. et al.: Tracing the Silhouette of Individual Cells in
S/G2/M Phases with Fluorescence, Chemistry & Biology 15, December 22, 2008,
p.1243-1248

4. Shaner N.C., Steinbach P.A., Tsien R.Y.: A guide to choosing fluorescent
proteins, Nature Methods 2, 2005, p.905-909

5. Tyson J.J., Novak B.: Regulation of the Eukaryotic Cell Cycle: Molecular
Antagonism, Hysteresis and Irreversible Transitions, J. theor. Biol. 210,
doi:10.1006/jtbi.2001.2293, 2001, p.249-263

6. Zielke N., Edgar B. A.: FUCCI sensors: powerful new tools for analysis of cell
proliferation, WIREs Dev Biol, 4, doi: 10.1002/wdev.189, 2015, p.469—487

7. Opis linii komérkowej HEPA 1-6 dostgpny na stronie firmy Altogen Biosystems:
http://www.altogen.com/hepa.php



http://www.altogen.com/hepa.php

