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Pregledni clanak
Review

APOPTOZA - DETEKCIJA I KVANTIFIKACIJA

Jozsef Petrik, Lada Rumora, Dubravka Juretié, Ivana Cepelak

Zavod za medicinsku biokemiju i hematologiju, Farmaceutsko-biokemijski fakultet Sveuéilista u Zagrebu

SAZETAK: Apoptoza, programirana stanicnae smrt, nije samo proces privodnog obnavljanja stawica i tkiva
nego je prepoznata t kao znacajan imbenik w razvoju velikog broja patoloskih stanja. Razumijevanje procesa
apoptoze predstavija osnovu za primgjeni tih spoznaja u dijagnosticke i terapijske svrhe.

U ovom radu sazeto su opisane tehnike i metode otkrivanja i/ili kvantifikacije apoptoze. Ove tehmike temelje se
na analizi morfologije stanica syjetlosnom ili elektronskom mikroskopijom, odnosno na biokemijskim
obiljedjima, na internukleosomnoj fragmentaciji DNA, na oznadavanju jednostrukih ili dvostrukih lomova
molekula DNA wmetodama TUNEL ili ISEL. Nadalje, raspravljali smo o pojedinim metodama koje prate
promjene u citoplazmi, npr. odredivanjem aktivnosti pojedinih kaspaza, ili promjene na staniénogj membrani,
npr. odredivanjem prisutnosti fosfatidilserina na vanjskoj strani staniéne membrane. Prednosti i nedostatct

navedenth metoda takoder su opisani u ovome preglednom clanku.

Kjucéne rijeci: apoptoza

1. UVOD

Apoptoza je programirana stani¢na smrt, ko-
Jju su opisali Kerr i suradnici (1) jo§ 1972. godi-
ne. Ovaj naéin umiranja stanica patolozi su i pri-
Je primjeéivali, ali mu nisu pridavali veliko zna-
¢enje. Medutim, u zadnjih desetak godina in-
tenzivno se istraZuju molekularni mehanizmi te
fizioloSko i patofiziolo§ko znadenje apoptoze.

Tijekom embrionalnog razvoja, ali i nakon
rodenja, pojedine stanice umiru definirano u
prostoru i vremenu, tj. podvrgavaju se apoptozi.
Programirana staniéna smrt kontrolirana je
genima, pri ¢emu stanica sebe unistava, tj. vrsi
“samoubojstvo”.

U normalnim fiziolo§kim uvjetima u Jjud-
skom organizmu dnevno apoptozom umire prib-
lizno sto milijardi (10') stanica, no razmnoZava-
njem stanica toliko ih i nastaje. U odnosu na
ukupan broj stanica u tijelu dnevno apotozom
prosjeéno umire tisuéiti dio stanica, u nekim
tkivima vi$e, a u drugima manje.

MorfoloSke promjene stanica mogu uzroko-
vati razli¢iti ¢éimbenici poput hipoksije, slobod-
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nih reaktivnih radikala, ksenobiotika i lijekova,
genetskog nedostatka, imunoloske reakeije, po-
remedéaja u prehrani, mikrobiologkih uzroénika,
fizikalnih uzroka te starenja ( 2, 3).

Redoslijed biokemijskih zbivanja odgovornih
za oSteéenje stanice vrlo je sloZen. Mnogobrojni
makromolekularni, enzimski, biokemijski susta-
viiorganele unutar stanice toliko su meduovisni
da je primarno mjesto osteéenja te$ko razliko-
vati od sekundarnih posljedica. Toéan trenutak
nastanka nepovratnog oSteéenja i smrti stanice
jos je uvijek u veéini slu¢ajeva neodreden.

Oblici stani¢ne smrti su nekroza i apoptoza.
Glavna obiljeZja tih procesa saZeta su u tablici 1.

Nekroza nastupa neplanirano kao posljedica
znatnog osteéenja staniéne membrane. Stanice
mogu opstati samo u okoliu dinamicke ravno-
teZe, u kojem svoju gradu i funkeiju neprestano
uskladuju s promjenjivim zahtjevima i osteée-
njima. Sve dok ta oSteéenja ne postanu prejaka,
stanice nastoje odrZati normalnu strukturu i
funkeiju, tj. homeostazu. Staniéno je oSteéenje
reverzibilno do odredene toéke, ali kod intenziv-
nog ili dugotrajnog stresa stanica podlijeZe
nepovratnom oSteéenju te je predodredena za
smrt. Tako moZe nastati koagulacijska nekroza
popraéena denaturacijom citoplazmatskih pro-
teina i raspadanjem staniénih organela (4).
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Tablica 1. ObiljeZja apoptoze i nekroze
Table 1. Features of apoptosis and necrosis

Apoptoza

Nekroza

Q Programirana staniéna smrt

U Otuvan integritet staniéne membrane

U Kondenzacija organela unutar stanice

U Pojava apoptoti¢kih tjeleSaca

0 Osteéenje membrane mitohondrija

0 Smrt pojedinaéne stanice

0 Makrofagi fagocitiraju apoptoti¢na tjeleSca
Q Proces tro$i staniéni ATP

[ Nema razvoja upale

Q Neplanirana staniéna smrt

O Integritet membrane nije saduvan

Q Liza i bubrenje stanice

U Nema mjehurastih tvorevina

(1 Bubrenje i oéteéenje svih organela

0O Smrt cijele skupine stanica

U Makrofagi fagocitiraju oslobodeni staniéni sadrzaj
0 Proces ne trodi ATP

O Rezultira upalnim procesom

Apoptoza je drugi znadajan oblik stani¢ne
smrti, a moZe igrati vaznu ulogu kako u fiziolos-
kim tako i u patolodkim procesima (1,3,5,6,7). U
razumijevanju i otkrivanju apoptoze znadajnu
ulogu imaju tehnike poput svjetlosne i elektron-
ske mikroskopije, proto&na citometrija, metode
koje prate kidanje i fragmentaciju molekule
DNA, promjene propusnosti membrane, prom-
jene na stani¢noj membrani te aktivaciju kaspa-
za odnosno pojavu neoepitopa karakteristi¢nih
za proces apoptoze (7,8,9,10).

2. APOPTOZA

Apoptoza je proces kontroliranog unistava-
nja stanice u kojoj sudjeluje sama stanica.
Apoptotiéne stanice podlijeu nizu vidljivih
morfoloSkih promjena na putu do svoje smrti.
Pojave koje karakteriziraju stanice u apoptozi
su: 1. kondenzacija kromatina i stvaranje mje-
huriéa na membranama, 2. kidanje molekule
DNA na ulomke velidine nukleosoma, 3. razla-
ganje citoskeleta i formiranje apoptotiékih tje-
leSaca.

Proces apoptoze zapoéinje vanjskim ili unu-
tarnjim putem aktivacije, tzv. inicijacijskom
fazom, koju pokreéu signali poput Fas liganda,
¢imbenika nekroze tumora-o (TNFa), nedosta-
tak ¢imbenika rasta, otkazivanje supresorske
aktivnosti anti-apoptoti¢nih élanova Bel-2, oste-
¢enja na molekuli DNA itd. Nakon toga slijedi
faza odluéivanja, u kojoj zna¢ajna uloga pripa-
da kaspazama (engl. caspases, cysteinyl aspar-
tate-specific proteases), koje su odgovorne za
smisljeno razlaganje stanice u apoptoti¢ka tje-
leSca. Kaspaze su prisutne u stanici kao neak-
tivni proenzimi, a veéina se aktivira proteoli-
tickim kidanjem (11,12,13).

Kaspaze-8 i -10 aktiviraju se vezivanjem tzv.
liganada smrti na tzv. receptore smrti, pri éemu
dolazi do agregacije (trimerizacije) membran-
skog receptora (11). U receptore smrti ubrajaju
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se neki ¢lanovi obitelji TNFR (TNF receptor)
koji imaju unutarstanié¢ne domene smrti (DD),
koje, kao §to im i samo ime kazuje, sluZe kao sig-
nal za poticanje umiranja stanice. Vezanjem li-
ganda na receptor smrti formira se veliki
kompleks na receptoru nazvanom DISC (death-
inducing-signaling complex), koji nastaje zbog
interakcije medu proteinima DD i efektorskim
domenama smrti (DED). Kompleks privladi i
kaspaze -8 ili -10 preko DED u prodomeni ovih
enzima, te se one, vjerojatno zbog visoke lokal-
ne koncentracije aktiviraju, éime zapocdinje kas-
kada kaspaza i razgradnja stanica procesom
apoptoze.

Kaspaza-9 aktivira razgradnju stanice kao
odgovor na ¢imbenike koji poti¢u izlazak cito-
kroma ¢ i drugih proapoptoti¢kih proteina iz
mitohondrija u citosol (14). Aktivira se formi-
ranjem kompleksa, tzv. apoptosoma kojeg, uz
prokaspazu-9 i dATE &ine APAF1 te citokro-
mom ¢ (15). Kaspaze-8, -10 i -9, proteoliti¢kom
razgradnjom aktiviraju kapaze-3, -6 i/ili -7 te
proces apoptoze ulazi u izvr$nu fazu. Proteo-
liti€kim kidanjem aktivirane kaspaze dalje raz-
graduju brojne razlidite staniéne proteine
(11,12,13,16,17), npr. dijelove staniénog skeleta
(2,18), a endonukleaze kidaju DNA i time do-
vode do karakteristi¢nih morfologkih promjena
stanice u apoptozi: pupanja staniéne membrane,
smanjivanja volumena stanice, piknoze i frag-
mentacije staniéne jezgre. Stanica se fragmen-
tira u tzv. apoptoticka tjeleSca koja sadre kon-
denzirani kromatin jezgre i naizgled nepromi-
Jjenjene organele (1). U ovoj fazi moguée je opa-
ziti nekoliko znacajnih osobina stanice u apopto-
zi: fragmentaciju DNA na viSekratnike velig¢ine
priblizno 200 parova baza, proteoliti¢ko kidanje
poli(ADP-riboza) polimeraze i komponenti cito-
skeleta poput aktina (18), te prisutnost fosfa-
tidilserina na povr$ini stanica odnosno apopto-
tickih tijela (19).

Indukcija apoptoze moguéa je i otkazivanjem
supresorske aktivnosti anti-apoptoti¢nih ¢lano-
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va Bel-2. Oslobadanje citokroma c iz mitohond-
rija u citosol rezultira aktivacijom kaspaza (14).
U inicijaciji apoptoze ovim putem nuzna je pro-
pusnost pora vanjske membrane mitohondrija.
Proteini obitelji Bel-2 imaju znadajnu ulogu u
regulaciji propusnosti membrane za ione te
vjerojatno i za citokrom ¢ (19). Obitelj Bel-2 &ine
dvije skupine proteina: anti-apoptoti¢ki ¢imbe-
nici, koji kada su pojaéano eksprimirani, potis-
kuju apoptozu i pro-apoptoti¢ki éimbenici koji,
uz pojatanu ekspresiju, potidu apoptozu. Di-
namicka ravnoteZa izmedu anti-apoptoti¢kih i
proapoptoti¢kih ¢lanova obitelji Bel-2 vjero-
jatno igra kljuénu ulogu pri odluéivanju o sud-
bini stanice. Aktivnost anti-apoptotiénih &lanova
obitelji Bel-2 vaZna je za neutralizaciju djelova-
nja pro-apoptoti¢kih élanova (2).

3. ULOGA APOPTOZE U
PATOFIZIOLOSKIM PROCESIMA

Apoptoza pridonosi prilagodavanju stanice i
okoliSa, te smo vjerojatno tek na poéetku shva-
¢anja njene znadajnosti u fizioloskim i patofizio-

loSkim procesima. Medutim, to su temelji za
primjenu apoptoze u dijagnostici i terapiji.

U zadnjih desetak godina, velik se broj pato-
logkih stanja povezuje s ubrzanim ili usporenim
procesom apoptoze. Apoptoza se neplanirano
Jjavlja u stanicama koje nemaju sposobnost ob-
navljanja, kao npr. kod nekih neurodegenerativ-
nih bolesti gdje proces ima fatalne posljedice
(21,22). Novije spoznaje isti¢u ulogu apoptoze u
etiologiji i patofiziologiji uobi¢ajenih bolesti u
ljudi poput oboljenja srca (7,23), ateroskleroze
(24), hipertenzije (25), Seéerne bolesti (26), jet-
renih oboljenja (6) itd. Apoptoza moze biti po-
taknuta i éimbenicima kao §to su zracenje i vi-
rusne infekeije poput side (27). Stimulirana
apoptoza je dokazana npr. u postishemijskim
bubrezima u Zivotinja (28), kod eksperimentalne
nefropatije (29), kod klini¢ke akutne bubreine
bolesti uljudiiu posttransplantacijskoj akutnoj
bubreznoj bolesti, gdje se javlja uz nekrozu (30).

S druge strane, ako se zbog nekih poreme-
¢aja stanice ne uspiju podvrgnuti prirodnoj
apoptozi, mogu se razviti autoimune bolesti, od-
nosno zloéudno bujanje stanica (31). Stoga je
pravilno i pravodobno odvijanje procesa apop-
toze od Zivotne vaZnosti za organizam.

Tablica 2. Tehnike za detekeiju i kvantifikaciju apoptoze

Table 2. Techniques for detection and quantification of apoptosis

DNA lanca (mikroskopija)
(protogna citometrija) Intaktne stanice In vitro

Tehnika Uzorak Primjena Prednost Nedostatak
Morfoloske promjene
- Svjetlosna mikroskopija Tkivni preparat  Invitro  Oé&uvanost histologke slike Kasna faza apoptoze
- Elektronska mikroskopija Invitro  Sve faze apoptoze Dugotrajna procedura
Visoka specifi¢nost
- Protoéna citometrija Intaktne stanice Invitro Brza i kvantitativna analiza Niska specifi¢nost
Promjene u citoplazmi
- Aktivnost kaspaza Tkivni preparat  Invitro  Visoka specifiénost Informacija na bazi staniéne
populacije
Staniéni lizat In vitro
- Prodor kalcija Intaktne stanice In vitro Niska specifi¢nost
- Disfunkeija mitohondrija’ Intaktne stanice In vitro Rana faza apoptoze Niska specifi¢nost
Fragmentacija DNA
- Internukleosomna Staniéni lizat In vitro Kasna faza apoptoze
fragmentacija DNA Tkivni homogenat In vitro Informacija na bazi stani¢ne
populacije
- SadrZaj DNA s pomoéu  Intaktne stanice In vitro  Brza i kvantitativna analiza Kasna faza apoptoze
protoéne citometrije
- Oznalavanje napuknuéa Tkivni preparat  Invitro  Ocuvanost hitologke slike Kasna faza apoptoze

Fagolizosomno bojanje

Naru$avanje strukture
membrane
- Propusnost membrane Intaktne stanice  In vitro

- Promjene u membrani Intaktno tkivo Invitro  Sve faze apoptoze Oboje se i nekroti¢ne stanice
Intaktne stanice  In vitro Prikazivanje vijabilnosti

Kasna faza apoptoze
Oboje se i nekrotiéne stanice

BIOCHEMIA MEDICA god. 18, br 3—4, 2003.
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4. TEHNIKE I METODE OTKRIVANJA I
ODREDIVANJA APOPTOZE

Prve tehnike za odredivanje apoptoze teme-
ljile su se na definiranju apotoze prema mor-
foloskim znaéajkama. Tijekom zadnjeg desetlje-
éa, tehnike su se proésirile na biokemijske, mo-
lekularno-bioloske i imunolo$ke, najviSe zahva-
ljujuéi saznanjima o molekularnom mehanizmu
apoptoze (6,7,8,9,10). Uzorak za analizu u veéini
sluéajeva je bioptat tkiva. U tablici 2 navedene
su tehnike i metode otkrivanja i odredivanja
apoptoze s prednostima i nedostatcima.

4.1. Svjetlosna mikroskopija

Svjetlosna mikroskopija je najranije primije-
njena tehnika za otkrivanje apoptoze i ona pred-
stavlja zlatni standard za istraZivanje morfolo-
gije stanice. Pupanje staniéne membrane, sma-
njivanje volumena stanice, piknoza i fragmen-
tacija staniéne jezgre mogu se uéiniti vidljivim u
histoloSkim preparatima obojenima hematoksi-
linom i eozinom (slika 1). Nedostatak ove tehni-
ke je nedovoljna osjetljivost, prvenstveno zato
Sto sam proces traje 30-60 minuta, a fagoci-
tozom se apoptotiéne stanice vrlo brzo uklanja-
ju. Stoga je vrlo vjerojatno da svjetlosnom mik-
roskopijom otkrivamo samo vrh sante leda (1,8).

4.2. Elektronska mikroskopija

Velika prednost elektronske mikroskopije je
njezina visoka osjetljivost. Morfoloske promje-
ne mogu se otkriti na unutarstaniénoj razini, pri
¢emu se poveéava osjetljivost i specifiénost u
odnosu na svjetlosnu mikroskopiju (slika 2).
OteZavajuée okolnosti ove tehnike su zahtjevne
pripreme materijala i ograni¢eni broj stanica
koje se mogu istrazivati, te stoga ova tehnika ni-
Jje prikladna za rutinski rad. Elektronska mikro-
skopija je specifi¢na i osjetljiva tehnika, ali sa-
mo kao kvalitativna metoda u otkrivanju apop-
toze (33). (Slika 2)

4.3. Protoéna citometrija

Protoéna citometrija omoguéava analizu veli-
kog broja stanica u vrlo kratkom vremenu. Pos-
tupei manupuliranja sa stanicama u veéini su
sluéajeva vrlo jednostavni. Kako su apoptoti¢ne
stanice kondenzirane (suprotno od nekroti¢nih
stanica koje nabubre), to rezultira smanjenjem
rasprsivanja svjetla, a boéno se rasprgivanje
slabo poveéava (9). Kod ove tehnike kao uzorak
koristimo suspenziju stanica, $to ogranitava
njezinu primjenu u rutinskom radu. Protoéna
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Prikaz 1. Fotomikrografija preparaia s

adhertranim  MDCK  stawicama.
Preparat je obojen hematoksilinom i
eozinom (povecanje x 630). Moze se
vidjeti stanica w apoptozi te poletak
Jormiranja apoptoticénih tjeleSaca (4.).
Prikaz 2. Fotomikrografija preparata
tkiva bubrega Stakora iz parafinskog
bloka: Preparat je obojen hemato-
kstlinom 1 eozinom (povecanje x 630).
Vidljive su apoptoticke stawice (&) u
tkivu bubrega.

Figure 1. (Slide 1.) Photomicrograph of adhered
MDCK cells ts shown. The cells are
stained with hematoxylin and eosin (x
630). Cell in apoptosis and apoptotic
body formation (L) can be seen. (Slide
2) Microscopy 1mage of thin-sectioned
fized, paraffin-embedded rat kidney
are shown (hematoxylin and eosin x
630). Apoptotic cells (L) are seen in
kidney tissue.

citometrija je izvrsna metoda za wn vitro istra-
Zivanja, ali nije prikladna za otkrivanje apop-
toze u tkivima, buduéi da dovodi do gubitka his-
tologkog konteksta.

BIOCHEMIA MEDICA god. 13, br. 8—4, 2003.
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Prikaz 1. Elektronska wmikrografija
nekroticne stanice: vidi se narusena
struktura  plazmatske membrane 1
organela. Morfologija stanicne jezgre
je relativno  ofuvana  (povecanje
x10000). Prikaz 2. Elektronska mikro-
grafija apoptotiéne (A) 1 normalne (N)
stanice. U apoptoti¢nim jezgrama
pojavljuje se karakteristicna reor-
ganizacija. kromatinag, §to se znalno
razlikuje w odnosu na normalne sta-
nice. Plazmatska membrana i organele
dobro su oduvane (povedanje x 8000).

Figure 2. (Slide 1) Electron micrograph of a ne-
crotic cell: the disruption of plasma
membrane and organelles is observ-
able. A relative preservation of nuclear
morphology appears (original magnifi-
cation: x 10,000) (Slide 2). Electron mi-

LS crograph of an apoptotic (A) and a nor-
Q. mal (N) cell. The characteristic chro-
) matin rearrangement appears in A,
se strongly different from its normal or-
ke ganization (N). Good preservation of
. membrane and organelles is also evi-
ta dent (original magnification: x 8,000).
og

0~

. 4.4. Aktivnost kaspaza

Kaspaze  predstavljaju obitelj cisteinskih
proteaza i kidaju ciljne supstrate iza aspara-
ginske kiseline (Asp-X veza). One su prisutne u
citoplazmi i stani¢nim organelama kao neaktivni
prekursori, a aktiviraju se kidanjem iza speci-
fiénog asparaginskog ostatka. Danas primjenju-

de . T
ed b J€MO ra.zhéﬂ;e fluorogene i kromogene supstrate
ey | 22 razlikovanje aktivnih kaspaza. Veéina ovih

sugstrata ne moze prijeéi staniénu membranu,
£ Ppaje priodredivanju aktivnosti kaspaza potreb-
no hqmogenizirati stanice ili tkiva (34). Ovi sup-
strati ugl'avnom nisu specifiéni samo za jednu
kaspazu i u veéini sluéajeva teSko je povezati

a- gdredenu ﬂu.orogenu ili kromogenu aktivnost s
p-E Jjednom specifiénom kaspazom.
S- Aktivnost, kaspaze moZe se odrediti i imuno-

histokemijskim tehnikama, koriste¢i antitijela

BIOCHEMIA MEDICA god. 13, br 34, 2008.

protiv neoepitopa, koji se otkrivaju nakon pro-
teoliti¢ke aktivacije kaspaza (18,35,36).

Nadalje, aktivnost kaspaza moZe se detekti-
rati primjenom antitijela koja prepoznaju samo
veé¢ degradirane staniéne supstrate kaspaza. U
novije vrijeme opisana su antitijela koje prepoz-
naju razgradeni citokeratan 18 (35), aktin (18) i
poli-ADP-riboza polimeraze (PARP) (36). PARP
je protein veli¢ine 113 kDa koji se specifi¢no ve-
7e za krajeve uzvojnice DNA. On je takoder
supstrat za kaspaze-3 i -7 koje ga kidaju na
fragmente veli¢ine oko 24 i 89 kDa. Otkrivanje
ulomka velidine 89 kDa anti-PARP antitijelom
sluzi kao rani biljeg apoptoze u stanicama. To se
antitijelo moZe koristiti i za detekciju intaktne
PARP Ovi imunokemijski postupei zahtijevaju
fiksiranje uzorka.

4.5. Promjena koncentracije stani¢nog kal-
cija

Aktivacijom apoptoti¢nog puta u veéini slu-
¢ajeva dolazi do porasta koncentracije stani¢nog
kalcija, $to se moZe detektirati koristenjem in-
dikatora za Ca?* kao $to je fura-2 (37). Nedo-
statak ovih tehnika je u tome §to porast koncen-
tracije staniénog Ca?* nije iskljucivo vezan uz
apoptozu nego moZe biti posljedica aktivacije ni-
za drugih signalnih puteva koji na kraju ne za-
vriavaju apoptozom.

4.6. Disfunkcija mitohondrija

Pad mitohondrijskog membranskog potenci-
jala je raniji pokazatelj apoptoze i predstavlja
toéku na putu staniéne smrti s koje vise nema
povratka. Mitohondrijski potencijal moZe se
mjeriti koridtenjem razli¢itih fluorescentnih
proba koje se nakupljaju u mitohondrijima. Na-
ruSavanje mitohondrijskoga membranskog po-
tencijala poveéavat ée sposobnost ovih fluoro-
kroma da se akumuliraju u mitohondrijima (38).
Osim toga, moze se odrediti translokacija neko-
liko proapoptoti¢nih proteina iz medumem-
branskog odjeljka u citosol. Medu ove molekule
spadaju AIF (39) citokrom ¢ (40) i prokaspaze
-2, -3, 1 -9 (12,13). Translokacija ovih proteina
moze se dokazati imunokemijskim tehnikama,
uporabom specifi¢nih antitijela (41). Jedan od
moguéih nedostataka ovih postupaka je njihova
niska osjetljivost, buduéi da pojedini apoptoticki
putevi zaobilaze mitohondrije.

4.7. Fragmentacija DNA

Internukleosomna razgradnja DNA jedna je
od karakteristi¢nih pojava u apoptozi. Tijekom
apoptoze aktivirane endonukleaze kidaju mole-
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kule DNA u ulomke koje su po veli¢ini vige-
kratnici 180-200 parova baza. Nakon provedene
elektroforeze na agaroznom gelu ovi ulomeci
izgledaju poput ljestvi, slika 8 (42). Ogranida-
vajuca okolnost ove metode je da je potrebno
imati relativno veliki broj stanica u apoptozi ka-
ko bi se degradacijski produkti mogli opaziti. S
druge strane, s pomocu lanéane reakeije s poli-
merazom (PCR), moguée je selektivno umnoziti
karakteristi¢ne ulomke (43). U pojedinim slu¢a-

600 pb
400 pb

200 pb

Slika 3. DNA izolirana iz stanica, razdvojena
Je elektroforezom na agaroznom gelu.
Vrpea 1. stanice bez tretmana, DNA je
razvuena w vidu razvudene mrlje,
prisutno je malo miskomolekularne
DNA. Vrpea 2. tretiranje agensima
koji mogu potakmdti apoptozu, pri-
mjerice stawrosporinom, H,0, deksa-
metazonom. itd., dovodi do stvaranja
“Yestvi” od wlomaka DNA  koji se
razlikuju za 200 pb, a w konadnici sva
e DNA biti fragmentirana w wlonmke
od 180-200 pb.

Figure 8. DNA is isolated from cells and run on
an agarose gel. Lane 1: no treatment,
DNA runs as a smeay, little LMW
DNA present. Lane 2: treatment with,
some Lype of apoptosis-inducing agent,
mcluding staurosporine, H 0, dexam-
ethasone, etc. Resulting “ladder” has
200 bp periodicity; witimately all DNA
will be cut into 180-200 bp long frag-
ments.
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jevima apoptoze ne nastaju niskomolekularn .
nego samo visokomolekularni ulomei, §to je
potrebno naglasiti.

4.8. Odredivanje sadrzaja DNA s pomodéu
protoéne citometrije

Sadrzaj DNA u stanici grubo odraZava faze.
odnosno medufaze, stani¢nog ciklusa (G /G,, S/
1 M). Apoptoti¢ne stanice imaju sadrzaj DNA
ispod one razine koja je u prijelazu faza G/G,.
To se moZe odrediti s pomoéu protoénog cito-
metra i boja koje se veZu na nukleinske kiseline
poput propidijevog jodida. Ovom se tehnikom
takoder mogu razlikovati apoptoc¢ki od nekrotié-
kih na¢ina umiranja stanica (9, 47).

4.9. Oznadavanje lomova lanca DNA

Detekeija apoptoze na staniénoj razini s po-
mocu tzv. TUNEL metode (engl. Terminal de-
oxynucleotidyl transferase-mediated dUTP

nick end labeling) moZe se koristiti za ozna¢a-
vanje jednostrukih i dvostrukih lomova lanca
DNA u tkivnim preparatima i suspenzijama sta-
nica (44,45). Terminalna deoksinukleotidil tran-
sferaza (TdT) katalizira polimerizaciju nukleoti-
da na 3‘OH kraju molekule DNA (naéin neovi-
san o kalupu), a vezivanjem dUTP-a obiljeZenog

Fluorescentna mikroskopija stanica
bubrega  Stakora tretiranog okra-
toksinom A. Fotomikrografija prepa-
rata obojena FITC-dUTP-om, s po-
moéu tehnike TUNEL (povedanje ©
630). TUNEL-pozitivni nukleusi uk«-
2uju na stanice u apoptozi (A).

Figure 4. Fluorescence microscopy of kidney
cells from rats treated with ochratoxin
A. Photomicrograph. of section stained
with FITC-AUTP by TUNEL tech
nique is shown (x 630). The positi’l{e
TUNEL mnuclei indicating apototic
cells (A) are stained yellow-green.

Slika 4.
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ﬂuol~fesceinom oznadava se prekid u lancu DNA.
Stanice koje umiru apoptozom, tj. staniéne jez-
gre s ug?adenim fluorescentnim obiljeZivatem u
molekuli DNA, mogu se detektirati s pomoéu
ﬂuorgscentnog mikroskopa (slika 4) ili protog-
nog citometra. Osim fluorescentnim bojama mo-
guée je obiljeZiti AUTP i biotinom ili digo-
ksigeninom. Sli¢na tehnika je ISEL (engl. In
sttu nick end labeling) uz DNA polimerazu (46).

4.10. Promjene propusnosti membrane

A_poptoza se prepoznaje po promijenjenocj
staniénoj morfologiji pri éemu staniéna mem-
brana ostaje intaktna i ne dozvoljava prodiranje
boja poput tripan-plavila i propidijevog jodida.
Ovaj fenomen dozvoljava razlikovanje apop-
totiénih u odnosu na nekrotiéne stanice. Po-
sebno korisnim pokazale su se kombinacije ana-
liza morfoloSke karakterizacije i ulaska nestal-
nih boja uz primjenu protoénog citometra (47).

4.11. Promjene na staniénoj membrani

Kod stanica u apoptozi fosfatidilserin (PS) se
nalazi na vanjskoj strani staniéne membrane,
§to se moZe odrediti deriviranjem s fluoreska-
minom i naknadnom analizom stvorenih deriva-
ta, ekstrahiranih membranskih lipida, s dvodi-
menzionalnom tankoslojnom kromatografijom
(48).

Novije tehnike za odredivanje PS na sta-
niénoj povrsini koriste Annexin-V. Osnova ovih
tehnika je vrlo jednostavna, a postupak se lako
izvodi. Annexin-V veZe se na PS na membrani
apoptotiénih stanica ovisno o koncentraciji kal-
cija. Annexin-V oznaéen fluoresceinom ili bioti-
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nom omoguéava detekeiju s
vrsini membrane (19,49
nost metoda koje 1
logkim osobina

Ubrzani ili usporeni proces apoptoze pove-
zan je s etiologijom i patogenezom razli¢itih bo-
lesti. Stoga su ispitivanja apoptoze zna¢ajna ra-
di boljeg razumijevanja stanja organa, u svrhu
dijagnostike i lijedenja oboljenja.

Nedostatak pojedinih tehnika detekcije ¥ili
kvantifikacije apoptoze prvenstveno se odnosi
na odredivanje parametara koji pripadaju kas-
noj izvr$noj fazi apoptoti¢kog procesa. Kako se
u ovoj fazi stanice u apoptozi brzo uklanjaju fa-
gocitozom, odredivanje broja apoptoti¢nih sta-
nica u razliditim tkivima moZe biti podecijenjeno.
Korisno bi bilo razvijati takve metode koje mje-
re aktivne parametre prisutne izmedu faze od-
luke i faze izvrSenja apoptoti¢kog procesa.

Kombinacijom morfologkih i biokemijskih
metoda, odnosno odredivanjem viSe parametara
za isti uzorak, moZe se znatno poveéati osjet-
ljivost i specifitnost mjerenja te kvalitetnije
procijeniti proces apoptoze u tkivima i kultu-
rama staniea.

Zahvaljujemo tvrtki Roche Diagnostics za
novéano potpomaganje tiskanja slikovnih pri-
loga u ovom ¢élanku.

APOPTOSIS - DETECTION AND QUANTIFICATION

ABSTRACT - Apoptosis, or programmed cell death, is not only the process of natural restoring of cells and
tissues, but has also become appreciated as an important factor in the development of numerous pathological
conditions. Thorough understanding of the apoptotic process is essential in order to apply this knowledge for
diagnosis and therapeutic purpose.

In this review, the available techniques for detection and/or quantification of apoptosis have been summa-
rized. These methods are based on the analysis of cellular morphology, either by light or electron microscopy,
on biochemical features, on internucleosomal DNA fragmentation or on the DNA single or double strain
breaks labelling (TUNEL or ISEL methods). Furthermore, certain methods to monitor the changes in cyto-
plasm are discussed, e.g. determination of the activities of certain caspases, or changes on the membrane, e.g.
detection of phosphatidylserine expression on the outer leaflet. The advantages and limitations of these tech-
niques are also outlined in this review

Keywords: Apoptosis
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