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OBSERWACJA AKTYWNOSCI PROLIFERACYJNEJ KOMOREK ZA
POMOCA CYTOMETRII PRZEPLYWOWEJ

Streszczenie. W kazdej populacji komérkowej mozna wyrdzni¢ odrgbne
subpopulacje komorek, w ktorych sktad wchodza: komoérki nie dzielgce sig,
dzielagce si¢ wolno (1 podzial), dzielace si¢ szybko (wielokrotne podzialy) oraz
komorki apoptotyczne. Dostarczenie informacji na temat aktywnoS$ci
proliferacyjnej oraz oszacowanie ilosci podziatow jednej komorki w czasie
obserwacji bylo do tej pory niemozliwe. Zaproponowana metoda z uzyciem
cytometrii przeptywowej oraz cytochalazyny B blokujacej cytokinezg, pozwala
na ocen¢ S$redniego czasu podzialu badanej populacji oraz obserwacje
1 wyodrebnienie frakcji komorek, ktore dzielg si¢ wielokrotnie.

OBSERVATION OF CELL PROLIFERATION ACTIVITY WITH USAGE OF
FLOW CYTOMETRY

Summary. In each population of cells we might distinguish separate
subpopulations in which there are: non-dividing cells, slowly dividing cells
(1 division), fast dividing cells (multiple divisions) and apoptotic cells. It was
unable to obtain information about proliferation activity so far. Our suggested
method, with usage of flow cytometry and cytochalasin B, which blocks
cytokinesis allow to evaluate average time of division for each time point of
population, and observation of extracted fraction of cells, which divide
repeatedly.

1. Wstep

Rozmnazanie si¢ jest jedng z podstawowych wiasciwosci organizméw zywych.
Komérki rozmnazaja si¢ kopiujac swoja zawartos¢ 1 dzielac si¢ na dwie komorki
potomne, z réwnomiernie rozdzielonym materiatem genetycznym. Jest to proces
cykliczny, znany jako cykl komoérkowy, w prawidtowych komorkach trwajacy ok. 24
godzin. W przypadku organizméw wielokomoérkowych wigkszos¢ komorek pozostaje
w fazie spoczynkowej GO 1 nie ulega podzialom. Poszczegélne fazy cyklu
komoérkowego moga rézni¢ si¢ w zaleznosci od typow komodrek. W komodrkach
eukariotycznych cykl podzielony jest na 4 giéwne fazy: faza G1 (gtowna faza zycia
komorki, w ktorej prowadzi ona normalny metabolizm), faza S, w ktorej nastepuje
podwojenie materialu genetycznego, faza G2, w ktérej nastepuje kondensacja
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materialu genetycznego w chromosomach oraz faza M, w ktdrej nastepuje podziat
materialu genetycznego 1 cytokineza (podziat komorki). Przechodzenie do kazdej
kolejnej fazy wymaga przejscia przez punkty kontrolne (ang. checkpoints). W fazie G1
sprawdzane sg wihasciwosci srodowiska i stopien uszkodzenia DNA, natomiast punkt
kontrolny w fazie G2 zapewnia, to ze replikacja DNA zostanie zakonczona zanim
rozpocznie si¢ mitoza.

W czasie trwania poszczegdlnych faz komorka decyduje czy przejs¢ do
nastepnego stadium, przechodzac tym samym przez punkty kontrolne. Raz rozpoczgty
podziat komorkowy musi zosta¢ zakonczony, rozpoczgta replikacja musi  si¢
zakonczy¢, a komorka, ktora przeszta do fazy G2 z podwojonym materialem
genetycznym musi podzieli¢ si¢ na dwie komorki potomne. Dlatego po zainicjowaniu
cyklu jego kolejne fazy nie moga zaleze¢ od czynnikdw wzrostowych. Badania cyklu
w komorkach nowotworowych wykazaty, ze deficyt punktow kontrolujacych faze G1
jest jedng z najpowszechniejszych zmian wystepujacych w ludzkich nowotworach.
Cykl komorkowy jest w nich uzalezniony od wiasnych §ciezek promujacych wzrost,
a potomne komodrki nowotworowe posiadaja szereg powielajacych  si¢
1 zwigkszajacych swoja liczebno$¢ mutacji, z kazdym przejsciem kolejnego cyklu
[1,3,7,8,13].

Podzial komorkowy jest to proces, w ktorym przyjmuje si¢ powstanie dwoch
rownorzednych komorek, zachodzi on symetrycznie, tworzac komorki o takim samym
potencjale rozwojowym, jednak komorki moga dzieli¢ si¢ rowniez asymetrycznie
1 tworzy¢ komorki zroznicowane wzgledem siebie. Istnieja dwa mechanizmy
powodujace asymetryczny podzial. W pierwszym, komoérki poczatkowo sa sobie
rowne, a roznica jest indukowana poprzez sygnalizacje¢ pomiedzy komorkami, przez
srodowisko zewnetrzne lub komoérke matke. Mechanizm ten znany jest jako
zewnetrzny podziat asymetryczny. W drugim przypadku, potomna komorka jest inna
od komoérki matki, juz w czasie podzialu. Mechanizm ten nie jest zalezny od
komunikacji pomig¢dzy komorkami, ani Srodowiska zewnetrznego, jest zwigzany
z asymetrig wewngtrzng. Wewnetrzny podziat asymetryczny zachodzi podczas mitozy,
konkretne biatka, transkrypty RNA oraz inne makromolekuty sa zlokalizowane
asymetrycznie w komorce. Tak niesymetrycznie roztozone sktadniki sg dziedziczone
inaczej dla kazdej z komorek. Poniewaz molekuty te determinujg tozsamos$¢ komorki,
nazywane s3 wskaznikami losu komorki (ang. fate determinants). Przedstawiony
mechanizm wymaga polarnos$ci komorki matki, a rozmiar dwoch komoérek potomnych
zalezy od bruzdy podziatowej 1 specyficznej pozycji wrzeciona podzialowego, ktérego
jakiekolwiek przesunigcie powoduje powstanie dwoch komorek o roznej wielkosSci
[2,10+12].

Przyktadem komorek przechodzacych podziaty asymetryczne s3 komorki
macierzyste. Potrafia one dzieli¢ si¢ symetrycznie, tworzac kolejne komorki
macierzyste lub asymetrycznie, tworzac kopi¢ komodrki macierzystej 1 jedna
zréznicowang komorke. Przyjmuje si¢, ze jesli komérka macierzysta podzieli si¢ na
dwie zréznicowane komorki, to inna musi podzieli¢ si¢ symetrycznie na dwie komorki
macierzyste. Gtowng wiasciwoscig charakteryzujaca ten rodzaj komorek jest ich
umiejetno$¢ do odnowy, bez straty mozliwosci podziatowych traconych przy kazdym
podziale w zréznicowanych komorkach. Komorki macierzyste maja nieograniczony
potencjat proliferacyjny i s nieSmiertelne [6,9,14].
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2. Materialy i metody

Eksperymenty zostaty przeprowadzane linii komérkowej ludzkiego nowotworu
jelita (Human Colorectal Carcinoma; HCT116) we wczesnych pasazach. Hodowle
byly prowadzone w pozywce DMEM:F12 HAM (1:1), firmy Sigma, Germany,
dodatkowo wzbogacone 10% surowicg ptodowa (PAA/Immuniq, Poland). Komorki
byly inkubowane w standardowych warunkach 37°C, 80% wilgotnos$ci, 5% dwutlenku
wegla. Okoto 12 godzin przed rozpoczeciem eksperymentu 1 napromieniowaniem,
komorki zostaty posiane na szalki (BD Immunogen) po 100 tysiecy dla komorek
przeznaczonych do analizy mikroskopowej oraz 120 tysiecy dla komoérek
przeznaczonych do analizy cytometrycznej. Przed napromieniowaniem zebrano
medium oraz zdjeto nakrywki. Konfluencja komorek wynosita ok. 40-60%
w zalezno$ci od eksperymentu. Komorki zostalty napromieniowane promieniowaniem
UVA w temperaturze pokojowej (21°C) dawka 10kJ/m?, urzadzeniem CL-100 models,
UVP, Upland, CA, USA. Po napromieniowaniu dodano $wiezego medium. Komorki
inkubowano przez wyznaczony wczesniej czas, w standardowych warunkach.

2.1 Cykl komorkowy

Po uplywie okreslonego czasu inkubacji usuni¢to medium hodowlane, komorki
zostaly zebrane za pomocg trypsynizacji, nast¢pnie inkubowano je w standardowym
warunkach do czasu odczepienia komorek od podioza. Zawiesing komorek
przeniesiono do probowek typu Eppendorf, nast¢pnie zwirowano je (1500rpm, 3min.).
Po zwirowaniu usuni¢to nadsgcz znad otrzymanego osadu, osad zawieszono w 1ml
zimnego, 70% alkoholu etylowego, podawanego kroplami przy jednoczesnym
worteksowaniu. Nastepnie inkubowano komorki w temperaturze —20°C przez 24
godziny.

Po uptywie 24 godzin schtodzono wiréwke do 4°C, zwirowano komorki
(200rpm, 4min.), usunieto nadsgcz, dodano 1ml PBS, ponownie zwirowano. Usunigto
nadsgcz, do otrzymanego osadu dodano 50ul RNAzy (100pg/ml ze stoku 10mg/ml),
inkubowano przez 20 minut w temperaturze 37°C. Po uplywie ustalonego czasu
dodano 250ul PI (Propidium lodide, 100pg/ml PI w PBS/H20), inkubowano przez 10
minut w ciemnos$ci. Analiz¢ wyznakowanych komorek prowadzono przy uzyciu
cytofluorymetru przeptywowego FACS AriaTM III (Becton Dickinson), dla 10 000
komorek z kazdej probki.

2.2 Odczynniki chemiczne

Cytochalazyna B hamuje réznorodne reakcje komorkowe takie jak: cytokineza,
poruszanie si¢ i ruchy zwigzane z procesami ustrojowymi. Wptywa na aktynowe
filamenty, ale nie ma wplywu na mitoz¢. Uniemozliwia transport glukozy i innych
cukrow w blonach komorkowych oraz fragmentuje powstale mikrofilamenty.
Cytochalazyna B zostata dodana do szalek po napromieniowaniu, w ilosci 2pl
na kazdy mililitr medium, tacznie 4pl o stezeniu 0,5ug/ml [4,5].



134 S. Kala, K. Gajda, D. Hudy, P. Bil, J. Rzeszowska-Wolny

2.3 Analiza statystyczna

Przedstawione wyniki zostaly uzyskane w trzech niezaleznych eksperymentach,
a prezentowane zmiany, wzgledem kontroli, sprawdzone zostaly testem statystycznym
t-Studenta na poziomie istotnosci 5%.

3. Wyniki

Przeprowadzone eksperymenty z wykorzystaniem cytometrii przeptywowe;j
zostaly wykonane dla linii HCT116. W eksperymencie poroéwnywano rozktady
komorek znajdujacych si¢ w roznych fazach cyklu komorkowego. Doswiadczenia
przeprowadzano na komorkach, do ktérych dodano lub nie dodano cytochalazyny B,
zwigzku blokujacego podziat cytoplazmy, ktory indukuje powstawanie komorek
wielojadrzastych. Zbadano rowniez wptyw promieniowania UVA. Oznaczono ilo$ci
komorek znajdujacych si¢ w roznych fazach cyklu: G1 —faza spoczynkowa,
pojedynczy materiat DNA w komorce, S — faza replikacji, materiat DNA pomigdzy
pojedynczym, a podwojonym, G2/M — faza przed podziatem lub w trakcie podziatu,
podwojony materiat DNA. Obserwowano rowniez subpopulacje komorek
poliploidalnych o wigkszej zawartosci DNA. P3 — populacja komorek trzyjadrzastych,
potrojony materiat DNA, P4 — populacja komorek poliploidalnych, 4 razy i wigce]
material DNA. Rysunek 1. przedstawia subpopulacje komorek HCT116, 24 godziny
po ekspozycji na promieniowanie UV A, zmianie pozywki, 1 podaniu cytochalazyny B.
Po 24 h inkubacji z cytochalazyng oprocz komorek zawierajacych pojedyncza (faza
G1) i podwojong (faza G2/M) ilo$¢ materiatu genetycznego pojawia si¢ subpopulacja
o poczwornej ilosci materiatu genetycznego (P4), wskazujaca na obecnos¢ komorek
wielojadrzastych lub dwujadrzastych przygotowujacych si¢ do kolejnego podziatu.
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Rys. 1. Fazy cyklu komoérkowego z dodaniem cytochalazyny B
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Na rysunku 1 przedstawiono fazy G1 — pojedynczy materiat DNA 2n, S — faza
replikacji, faza podwajania materiatu DNA, G2 — faza z podwojonym materialem
DNA 4n, P3 — faza z potrojonym materiatem DNA 6n, P4- faza z 4 1 wigcej
materiatem DNA 8n, pole P8 przedstawia uszkodzone komorki. Pik P4 zawiera
4 genomy czyli sg to komorki ktére podzielity si¢ 2 razy, na poczatku obserwacji
musiaty by¢ w fazie G2.

Dodanie cytochalazyny B, implikuje powstawanie roznych kombinacji
subpopulacji komoérkowych, ktore przedstawiono w tabeli 1. Obserwowano populacje
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Gl, S, G2, P3, P4. Populacja komoérek G1 posiada standardowg ilo$¢ materiatu DNA
2n, po replikacji przed podziatem ilo§¢ materialu zostaje podwojona i wynosi 4n.
W przypadku uzycia cytochalazyny B nie zachodzi podziat cytoplazmy, dlatego
komorki nalezace do populacji G2 s3 zaréwno komorkami z jednym jadrem,
ze zreplikowanym materialem genetycznym oraz komoérkami nierozdzielonymi
podczas cytokinezy z dwoma jadrami. Komorki subpopulacji P3 zawieraja potrojony
material genetyczny 6n, naleza do niej zaréwno komorki, w ktorych jedna komorka
przeszta drugi podzial szybciej niz jej komorka siostrzana oraz komorki, w ktérych
jedna przygotowuje si¢ do podziatlu z podwojonym materialem DNA, a druga nie.
Subpopulacja P4 obejmuje komorki, ktore przeszty dwa podziaty, komorki, ktore
przeszty jeden podziat, w ktoérych trzecia komdrka przygotowuje si¢ do podziatu oraz
komorki, ktore w tym samym czasie przygotowuja si¢ do podziatu i majg podwojony
materiat DNA.
Tabela 1
Model powstawania subpopulacji z r6zng iloscig DNA
w zaleznoS$ci od przynalezno$ci do danej grupy przed podziatem
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W kolumnie pierwszej tabeli 1 przedstawiono komorki, ktore naleza do danej
populacji w zaleznosci od liczby podziatow, ktore przeszty, a tym samym liczby jader
1 ilo$ci materialu DNA. W drugiej kolumnie przedstawiono komoérki nalezace do dane;j
populacji ze wzgledu ma ilo§¢ materiatu genetycznego, w jej sktad wchodza takze
komorki, ktore przygotowuja si¢ do podziatu i majag podwojong ilos¢ materialu DNA
z liczbg jader o jeden mniejsza niz ich liczba przedstawiona w kolumnie 1 dla
poszczegolnych populacji. W kolumnie 3 przedstawiono komorki wehodzace w skiad
populacji P4. Sa klasyfikowane do tej populacji ze wzglegdu na podwojong ilos¢
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materialu genetycznego, jest to sytuacja, w ktorej komoérka przeszta juz jeden podziat
bez przeprowadzenia cytokinezy (cyt. B), a powstale komorki potomne ponownie
przygotowuja si¢ do przejscia nastepnego podziatu.

W tabeli 2 przedstawiono wyniki z cytometrii przeptywowej, dla eksperymentu z
uzyciem cytochalazyny B dla linii HCT116. W pierwszym wierszu przedstawiono
kontrole po 24 godzinach, bez uzycia cytochalazyny B, komoérki przechodza podziat
cytoplazmy. Piki dla subpopulacji P3 i P4 zawierajg rozne ilosci komorek, ale sa
widoczne w kazdej populacji. Komorki ze zwigkszong ilo$cig materialu genetycznego,
obecne w populacji komoérek nowotworowych to poliploidy obecne bez traktowania
komorek cytochalazyng B.

W  kolejnych wierszach przedstawiono wyniki otrzymane dla komorek
inkubowanych z cytochalazyng B. Komorki przechodza do kolejnych faz zwigkszajac
ilos¢ materialu genetycznego przez brak mozliwosci podziatu cytoplazmy. Dla
promieniowania UVA widoczna jest zwigkszona ilo§¢ komoérek w subpopulacjach P3
1 P4 w stosunku do komorek nienapromieniowanych, nie jest to rdznica znamienna
statystycznie.

Tabela 2
Wyniki z cytometrii przeptywowej dla komoérek liniit HCT116
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4. Dyskusja i wnioski

W populacji komorkowej, dzielagce si¢ komorki zazwyczaj produkuja dwie
komorki potomne, a nastgpny podziat przeprowadzaja rowniez synchronicznie.
Okazyjnie w komodrkach nowotworowych pojawiajg si¢ komorki dzielace sig
asynchronicznie, w stosunku do komorki siostrzanej. Jedna z komorek dzieli si¢
zdecydowanie wolniej, nawet o kilka dni, niz jej komorka siostrzana. Asynchronizacja
ta ma zwiazek z hamowaniem biatka AKT. Komorki AKT™" potrzebujace wiccej
czasu do przeprowadzenia kolejnego podzialu zostaly wyrdéznione w komodrkach
nowotworowych piersi 1 okazaly si¢ oporne na przedtuzone leczenie kombinowanej
chemioterapii stanowigc podloze do okreslenia ich jako komorki odporne na terapig,
stanowigce potencjat kliniczny do dalszych badan [15].

W eksperymentach przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy, po blokadzie
cytokinezy cytochalazyng B, zaobserwowano komorki z trzema jadrami. Sa to
komorki, ktore musiaty przej$¢ podziat asynchroniczny albo podziat z anomalig
podziatlowg. Komorki, ktore przeszly podzial asynchroniczny moga by¢
nowotworowymi komodrkami macierzystymi. Metoda uzycia cytochalazyny B moze
by¢ alternatywa dla istniejacych metod do wykrywania nowotworowych komorek
macierzystych, ze wzgledu na jej niski koszt oraz tatwos¢ 1 szybkos¢ stosowania. Jest
to obszar do dalszych badan, a eksperyment z uzyciem odpowiedniego przeciwciata
pozwoli na potwierdzenie uzyteczno$ci cytochalazyny w tym obszarze.
W przeprowadzonych badaniach, dzieki jej uzyciu, zaobserwowano komoérki dzielace
si¢ asynchronicznie, obserwowane pod mikroskopem jako komorki z trzema jadrami.
Komoérka dzieli si¢ niesymetrycznie w czasie, w stosunku do swojej komorki
siostrzanej, ktora nie przechodzi kolejnego podziatu. Komoérki dzielgce sig
asynchronicznie podejrzane s3 o odpornos¢ na terapi¢. Ich tatwiejsza identyfikacja
moze mie¢ kluczowe znaczenie w znalezieniu cech odrozniajacych je od zwyktych
komorek obecnych w catej populacji. Taka identyfikacja, z udzialem blokady
cytokinezy, mogtaby by¢ kamieniem milowym na drodze do zrozumienia
mechanizméw kontrolujacych powstawanie 1 rozw6j nowotworow, takze ze wzgledu
na niski koszt jej uzycia. Obserwowana populacja komorek z trzema jadrami wynosi
ok. 2+3% catej populacji komorek, bez uwzglednienia komoérek powstalych pod
wplywem anomalii podziatowych.

Dodatkowo zastosowanie cytochalazyny B w cytometrii przeptywowej pokazato
nowy sposob obserwacji komorek, ze wzgledu na ich aktywno$ci podziatowe.
Po dodaniu tego odczynnika chemicznego, na standardowym histogramie,
otrzymanym z analizy cyklu komérkowego, mozna wyodrgbni¢ kolejne piki (rys. 1.),
ktore zawieraja w sobie komodrki ze zwigkszong ilo$cig materiatu genetycznego,
a co za tym idzie, komorki, ktére w czasie obserwacji podzielity si¢ wiecej niz jeden
raz. Dodatkowo dzigki takiemu podejsciu mozna wyszczegolni¢ osobne subpopulacje
komorek nie dzielacych sie, dzielagcych si¢ wolno (1 podziat), dzielacych si¢ szybko
(wielokrotne podziaty) oraz frakcje komoérek apoptotycznych. Dalsze badania moga
potwierdzi¢ uzyteczno$¢ przedstawionej metody do obserwacji ilosci podziatow
zachodzacych w  czasie oraz zdefiniowania momentow  podziatowych
w proliferujacych populacjach komorkowych.
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