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CYTOMETRYCZNA OCENA APOPTOZY NA PODSTAWIE
POMIARU AKTYWNOSCI KASPAZ JAKO METODA ANALIZY
ODDZIALYWAN BIALEK LUBINU WASKOLISTNEGO (LUPINUS
ANGUSTIFOLIUS, ODMIANA BARON) NA UKLAD
IMMUNOLOGICZNY CZL.OWIEKA

Streszczenie

Biatko tubinowe, ze wzgledu na duza wartos¢ odzywcza i funkcjonalno$¢, znajduje coraz szersze
zastosowanie w zywieniu czlowieka. Czynnikiem ograniczajacym wykorzystanie protein tubinu jako
sktadnika zywno$ci moze by¢ jego niekorzystne oddziatywanie na komoérki uktadu immunologicznego
cztowieka.

W celu zbadania tego wptywu przeanalizowano biatka tubinu (L. angustifolius, odmiana Baron)
w celu sprawdzenia ich zdolno$ci do indukowania apoptozy w populacji hodowlanej ludzkich limfocytéw,
wykorzystujac metodg cytometrycznego pomiaru aktywnosci kaspaz.

Materiat do zatozenia hodowli stanowity limfocyty wyizolowane z krwi osoby atopowej. Komorki
hodowlane poddano dziataniu odpowiednio: induktora apoptozy (fitohemaglutyniny ro$linnej, PHA) oraz
ekstraktu biatka tubinowego. Po uptywie 48 h od momentu zatoZenia hodowli dokonano cytometrycznego
pomiaru poziomu apoptozy poprzez oceng aktywnosci kaspaz w populacji komérek hodowlanych.

Wykazano podwyzszona, w stosunku do préby kontrolnej, aktywno$¢ kaspazowa w limfocytach,
ktérym podano ekstrakt biatka tubinowego. Uzyskane wyniki dowodza zdolnos$ci badanych biatek
tubinowych do indukowania apoptozy (wzmozonej aktywnoS$ci kaspaz) w hodowli ludzkich limfocytéw.

Stowa kluczowe: tubin, biatka, apoptoza, kaspazy, limfocyty, cytometria

Wprowadzenie

Lubin, jako zrdédlo biatka, zyskuje obecnie coraz szersze znaczenie w Zywieniu
cztowieka [6]. Bialko nasion tubinu charakteryzuje si¢ duza warto$cia odzywcza
i funkcjonalnos$cia poréwnywalng z biatkiem sojowym.

Mgr P. Ktos, dr hab. E. Lampart-Szczapa, Katedra Biochemii i Analizy Zywnos’ci, Wydz. Nauk o
Zywnos'ci i Zywieniu, Akademia Rolnicza im A. Cieszkowskiego, ul. Mazowiecka 48, 60-623 Poznan,
tel.: (061) 8487352, e-mail: paattison@wp.pl



CYTOMETRYCZNA OCENA APOPTOZY NA PODSTAWIE POMIARU AKTYWNOSCI KASPAZ... 73

Czynnikiem ograniczajacym wykorzystanie tubinu jako sktadnika zywno$ci moze
by¢ stwierdzona niedawno zdolno$¢ zawartych w nim bialek do wptywania na
odpowiedz uktadu immunologicznego cztowieka [3, 4, 5, 7, 8, 11, 12, 14, 15]. W
literaturze dostgpne sa doniesienia na temat wystgpowania objawéw reakcji
alergicznej, w tym rowniez tak niebezpiecznych, jak szok anafilaktyczny po spozyciu
produktéw zawierajacych dodatek biatek tubinu [5, 7, 8, 9, 11, 14, 15] lub inhalacji
pytu pochodzacego z maki tubinowej [3, 12]. Ponadto stwierdzono, Ze istnieje
zagrozenie wystapieniem reakcji krzyzowych pomigdzy alergenami pochodzacymi z
tubinu oraz z orzeszkéw ziemnych [1, 4, 8, 9] czy soi [1].

Niebezpieczenstwo moze stanowi¢ rowniez fakt, ze tubin, jak pozostale rosliny
straczkowe, wykazuje zdolno§¢ akumulacji metali cigzkich, w tym niklu [13], ktére
moga dziala¢ jako tzw. hapteny i w ten sposob stymulowa¢ odpowiedz uktadu
immunologicznego.

Innego rodzaju wptywem na uktad odpornosciowy moze by¢ zdolno$¢ pewnych
substancji do indukowania apoptozy limfocytéw [10]. Jak dotad, w literaturze brak
danych na temat wykazywania takich wtasciwosci przez biatka tubinowe czy tez
doniesien o prébach wykonania sprawdzajacych je testow.

W niniejszej pracy przeprowadzono badania pilotazowe, ktérych celem byto
uzupelnienie charakterystyki biatek tubinowych poprzez sprawdzenie ich zdolnosci do
indukowania apoptozy ludzkich limfocytéw. Do oceny takich wtasciwos$ci tubinowych
protein po raz pierwszy zastosowano metode cytometrycznego pomiaru aktywnos$ci
kaspaz.

Materialy i metody badan

Material do$wiadczalny stanowity rozdrobnione w warunkach laboratoryjnych
i pozbawione tuski nasiona tubinu waskolistnego (Lupinus angustifolius, odmiana
Baron), z ktérych ekstrahowano biatko.

Material do zatozenia hodowli stanowity limfocyty izolowane z krwi (pobranej
w Wojewddzkiej Stacji Krwiodawstwa w Poznaniu) osoby (kobieta, lat 59) cierpiacej
na alergi¢ z powodu dlugotrwatego zawodowego kontaktu z tubinem. Symptomy
alergii u tej kobiety (objawy nosowo-spojowkowe, duszno$¢ wdechowa i wydechowa,
OAS, objawy ogélne) pojawiaty si¢ wskutek wdychania pytu z rozdrobnionych nasion
tubinu, jak réwniez spozywania produktéw z jego dodatkiem. U badanej osoby nie
wystgpowaty reakcje alergiczne w dziecinstwie ani wcze$niej w zyciu dorostym. Testy
skérne wykazaty stabo dodatnia (+) odpowiedz na groszek zielony. Wyniki testow
komercyjnych byty ujemne.

Poszczeg6lne etapy doswiadczenia to: ekstrakcja biatek tubinu, izolacja
limfocytéw z krwi, zalozenie hodowli komoérkowej oraz cytometryczny pomiar
apoptozy.
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Na badania z wykorzystaniem materiatu ludzkiego uzyskano pozwolenie Komisji
Bioetycznej przy Akademii Medycznej w Poznaniu.

Ekstrakcja biatek tubinu

Preparat tubinowy (1 g) zawieszano w 6 ml buforu Tris- HCI (100 mM Tris-HCI,
pH 7,5; 0,5 mM EDTA; 500 mM NaCl). Po doktadnym wymieszaniu zawiesing
inkubowano 0,5 h w temp. 4°C, a nast¢pnie wirowano (Hermle Z400K) przez 20 min,
przy 400 x g. Do supernatantu dodawano 4 M siarczan(VI) amonu do koncowego
stgzenia 0,2 M. Roztwor umieszczano na 30 min w kuwecie z lodem. Po uptywie tego
czasu roztwor wirowano przez 20 min, przy 10000 x g. W supernatancie oznaczano
stgzenie biatka metoda Bradford [2]. Otrzymany ekstrakt biatkowy oczyszczano,
stosujac filtry mikrobiologiczne Millex-GV o $rednicy poréw 0,2 um (Millipore). Tak
przygotowany ekstrakt biatkowy przechowywano w temp. 4°C, nie dtuzej niz jeden
miesiac.

Izolacja limfocytow

Krew, w ilosci 10 ml, pobierano jalowo do proboéwek typu S-Monovette
(Sarstedt) zawierajacych krysztatki heparyny litowej. Wszystkie etapy izolacji
limfocytéw wykonywano przy stole o laminarnym przeptywie powietrza (Microflow
Microsafe SL).

Pobrana krew przenoszono do probéwek wiréwkowych (Blue Max VJr.
Polypropylene Conical Tube), (Becton-Dickinson Labware) irozcienczano medium
hodowlanym (D-MEM), (Gibco) w stosunku 1:1, dodajac gentamycyng (Polfa
Tarchomin) do stgzenia koncowego 40 ug/ml. Tak przygotowana mieszaning
podwarstwiano za pomoca igly punkcyjnej, roztworem gradientowym (Gradisol L),
(Aqua Medica) w stosunku 3:1 i wirowano przez 30 min przy 400 x g (Hermle Z400K).
Wyodrebniong po wirowaniu warstwe limfocytéw (interfaza) zbierano delikatnie i
zawieszano w 5 ml ptynu Hanksa (HBSS), (Gibco), wzbogaconego gentamycyna, o
stezeniu koncowym 40 pg/ml. Mieszaning wirowano przez 10 min, przy 400 x g. Osad
limfocytéw zawieszano w 5 ml 0,9% NaCl i wirowano przez 10 min przy 300 x g. Osad
komoérek ponownie zawieszano w 5 ml 0,9% NaCl, po czym ustalano liczbe
wyizolowanych limfocytéw, zliczajac je za pomoca cytometru przeptywowego (Cytoron
Absolute), (Ortho Diagnostic Systems, A Johnson&Johnson Company). Mieszanina
przygotowana do liczenia komérek zawierata 100 pl limfocytéw zawieszonych w 0,9%
NaCl oraz 400 pl ptynu lizujacego (Ortho Diagnostic Systems, A Johnson&Johnson
Company). Zawiesing wyizolowanych limfocytéw rozcienczano do st¢zenia 2 min
komoérek/ml za pomoca D-MEM wzbogaconego gentamycyng (koncowe stezenie
40 pg/ml) i surowica z dziesigciodniowych cielat (NCS), (Gibco) o koncowym stezeniu
10%. Tak przygotowane limfocyty stanowity materiat do zatozenia hodowli.
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Zatozenie hodowli limfocytow

Hodowlg prowadzono w jatowych plytkach 96-dotkowych, ptaskodennych (TC
plates, flat bottom), (Sarstedt). W fazie poczatkowej do kazdego dotka dodawano po
100 pl przygotowanej wczesniej zawiesiny limfocytéw o stezeniu 2 mln komoérek/ml
oraz odpowiednio: A — 100 ul fitohemaglutyniny ro$linnej (PHA), (Wellcome)
rozpuszczonej w D-MEM, do stezenia koncowego 10 pg/ml (kontrola pozytywna); B —
100 ul ekstraktu biatka tubinowego, rozpuszczonego w D-MEM, do stezenia
koncowego 10 pg/ml (préba badana); C — 100 pul D-MEM (kontrola negatywna). Tak
przygotowane ptytki umieszczano w inkubatorze do hodowli komérkowych (CO,
Incubator), (ASSAB Medicin AB). Hodowle prowadzono przez 48 h, przy nasyceniu
powietrza 5% CO,, w temp. 37°C. Doswiadczenie wykonywano trzykrotnie w kazdym
wariancie.

Cytometryczny pomiar apoptozy

Podczas analizy cytometrycznej korzystano z zestawu do detekcji apoptozy
z zastosowaniem barwienia dwukolorowego (ApoFluor® Green Apoptosis Detection
Kit), (ICN Biomedicals). Po 48h od momentu rozpocz¢cia hodowli zawiesing
komérkowa (po 300 ul z kazdego wariantu do§wiadczenia) przenoszono do sterylnych
tub. Do kazdej z nich dodawano po 10 pl barwnika 30X ApoFluor Green, po czym
mieszano, delikatnie obracajac tuby. Wybarwiang zawiesing komoérek pozostawiano
przez 1h (bez dostgpu $wiatta) w inkubatorze do hodowli komoérkowych, przy
nasyceniu powietrza 5% CO,, w temp. 37°C. W celu wymieszania zawarto$ci tub
dwukrotnie przerywano okres inkubacji. Po 1 h do zawiesiny komérkowej dodawano
2ml 1X buforu myjacego. Proby starannie mieszano, a nastgpnie wirowano przy
400 x g przez 5 min. Supernatant usuwano, a komdrki zawieszano, doktadnie
rozbijajac osad, w 1 ml 1X buforu myjacego i powtarzano etap ptukania. Po drugim
ptukaniu do komérek dodawano 400 pul 1X buforu myjacego, a nastgpnie 2 ul PI
(jodku propidionowego) i mieszano kilkakrotnie obracajac tuby. Préby pozostawiano
przez 1 h bez dostgpu Swiatta w kuwecie z lodem, po czym mierzono aktywno$¢
kaspazowa wybarwionych komérek z wykorzystaniem cytometru przeptywowego.

Wiyniki i dyskusja

Wykonywane badania mialy na celu scharakteryzowanie immunogennych
wiasciwosci tubinowych protein poprzez sprawdzenie ich zdolnosci do indukowania
apoptozy ludzkich limfocytow. Zastosowana, pierwszy raz w odniesieniu do tubinu,
metoda umozliwita sprawdzenie poziomu apoptozy komoérek po podaniu badanego
ekstraktu biatka tubinowego poprzez oceng aktywnosci kaspaz.

W  przeprowadzonych analizach wykazano prawie dwukrotnie wyzsza, w
stosunku do préby kontrolnej, aktywnos$¢ kaspazowa wsréd limfocytéw, ktérym
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podano ekstrakt biatka tubinowego (rys.1 i2). Stwierdzono réwniez przeszto
trzykrotnie stabszaq aktywno$¢ kaspaz w komérkach poddanych dziataniu tubinowych
protein niz w limfocytach, ktérym podano fitohemaglutyning ro$linna (PHA) (rys. 1
i2).
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Rys. 1.  Ogdlny obraz populacji limfocytéw hodowlanych.
Fig. 1. Overall view of events in a lymphocyte culture.

Cytogramy:

Czg$¢ dolna prawa wykresu — odsetek komorek zywych, w ktérych zaobserwowano wzmozona
aktywno$¢ kaspaz (indukcja apoptozy); cze$¢ dolna lewa wykresu — komorki zywe, niewykazujace
aktywnosci kaspazowej;

Czg$¢ gbérna prawa wykresu — komorki martwe (apoptyczne i nekrotyczne); czgs¢ gérna lewa wykresu —
komorki martwe, nekrotyczne.

Cytograms:

LR - living, caspase-positive cells in which an increased activity of caspases was stated (induction of
apoptosis); LL — living, caspase-negative cells showing no activity of caspases;

UR - dead cells (apoptotic and necrotic); UL — dead, necrotic cells.

Uzyskane wyniki pozwalaja wstgpnie wnioskowaé¢ o zdolnosci biatek tubinu do
indukowania programowanej $mierci komoérki (apoptozy) w populacji ludzkich
limfocytow.

Swiadczy o tym wzmozona aktywnos$¢ kaspaz (enzyméw szlaku apoptycznego)
w komorkach, ktére poddano dziataniu ekstraktu tubinowych protein. Aktywno$¢ tg
zaobserwowano u 6,19% komoérek catej populacji hodowlanej (warto$¢ S$rednia
z trzech pomiaréw). Jest ona zdecydowanie silniejsza w stosunku do aktywnoSci
kaspaz, widocznej w populacji kontrolnej limfocytéw (3,33%), cho¢ nie tak duza jak
w komérkach poddanych dziataniu silnego induktora apoptozy (PHA) (22,36%).
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Rys. 2. Liczba komdrek w populacji hodowlanej ulegajaca apoptozie.
Fig. 2. The number of apoptotic events in the lymphocyte culture undergoing apoptosis.

Histogramy:

Bramka M1 — komoérki z aktywnymi kaspazami; pik przed bramka M1 — komorki niewykazujace
aktywno$ci kaspazowe;.

Histograms:

Peak before the M1 region: Caspase-negative cells (they occur to the left of the M1 region); M1 Gate:
caspase-positive cells (they lie within the M1 region).

Uruchomienie programowanej $mierci komérki w populacji limfocytéw moze
by¢ efektem pobudzenia tych komoérek przez biatka tubinu do nadmiernych
podziatéw. Zjawisko proliferacji limfocytéw jest odpowiedzia tych komoérek na
kontakt z czynnikiem szkodliwym dla organizmu. Ma ono na celu neutralizacj¢ oraz
usunigcie poza ustrdj czynnika szkodliwego. Naturalnym nastgpstwem proliferacji
limfocytéw jest ich apoptoza, powodujaca delecj¢ komorek, ktére spetnity juz swoja
funkcje eliminacji antygenu i staja si¢ zbgdne dla organizmu. W tym kontek$cie
powodowanie apoptozy przez tubinowe proteiny $wiadczy o ich niekorzystnym
wplywie na organizm cztowieka.

Istnieje tez duze prawdopodobienstwo, ze poza wykazanym, niespecyficznym
stymulowaniem apoptozy limfocytéw, bedacej efektem ich proliferacji, biatka tubinu
moga specyficznie indukowa¢ podziaty tych komdrek w organizmie cztowieka. Mimo,
iz jednoznacznie nie udowodniono jeszcze zaleznosci pomigdzy apoptoza a
wystgpowaniem alergii, taki mechanizm dziatania tubinowych protein moze by¢ jedna
zZ przyczyn wystgpowania objawdw reakcji alergicznej u oséb, ktére spozywaty
produkty zawierajace dodatek tubinu [5, 7, 8, 9, 11, 14, 15] lub narazone byty na
inhalacje pytu z maki tubinowej [3, 12].

Aby jednak odpowiedzie¢ na pytanie czy bialka tubinowe maja zdolno$¢ do
specyficznego stymulowania limfocytéw cztowieka do podziatéw i w efekcie do
apoptozy, niezbedne jest przeprowadzenie dodatkowych testéw, z udziatem wigkszej
grupy reprezentatywnej os6b atopowych i nieatopowych, jako grupy kontrolne;j.

Doktadne zbadanie wptywu wywieranego przez lubinowe proteiny na komorki
uktadu immunologicznego cztowieka moze przyczyni¢ si¢ do wyeliminowania
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czynnikéw ograniczajacych zastosowanie preparatow biatka tubinowego w zywnosci i
zywieniu.
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Zastosowana w  badaniach, majacych charakter pilotazowy, metoda
cytometrycznej oceny apoptozy na podstawie pomiaru aktywnosci kaspaz
umozliwita:

e uzupetnienie informacji na temat oddziatywan tubinowych protein na uktad
immunologiczny cztowieka,

e ustalenie, Zze biatka te maja zdolno$¢ inicjowania programowanej $mierci
komérki w populacji ludzkich limfocytéw, manifestowanej jednak znacznie
stabiej w poréwnaniu z fitohemaglutynina roslinna (PHA), powszechnie
znang jako silny induktor apoptozy.

Rezultaty przeprowadzonych badan dowodza, ze biatka tubinu maja

niespecyficzny wptyw na limfocyty czlowieka.
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THE CYTOMETRIC ANALYSIS OF APOPTOSIS BASED ON THE MEASURED ACTIVITY
OF CASPASES AS A METHOD OF EVALUATING THE IMPACT OF PROTEINS CONTAINED
IN NARROW-LEAFED LUPINE (LUPINUS ANGUSTIFOLIUS, VAR. BARON)

ON THE HUMAN IMMUNE SYSTEM

Summary

Lupine seed proteins are characterized by a high nutritional value and by functionality, and, owing to
these properties they are more and more frequently used in human nutrition. However, its disadvantageous
impact on the cells of the man’s immunological system is a factor limiting their use as a food component.

For the purpose of investigating this impact, lupine seed proteins (L. angustifolius, Baron variety)
were analyzed, and their ability to induce apoptosis in cultured human lymphocytes was examined using a
cytometric measurement method of the activity of caspases.

Lymphocytes isolated from the blood of an atopic person constituted the investigation material. The
cultured lymphocytes were treated with: apoptosis inducer (phytohemagglutinin ‘PHA’) and an extract of
the lupine seed protein, respectively. The cytometric analysis of the activity of caspases was performed 48
hours after the cell culture was set up.

It was shown that the activity of caspases in lymphocytes was higher compared to a control sample
which was treated with an extract of the lupine protein. The results obtained prove that lupine proteins
have a potential to induce apoptosis (i.e. an increased activity of caspases) in the cultured human
lymphocytes.

Key words: lupine, proteins, apoptosis, caspases, lymphocytes, flow cytometry



