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La apoptosis es un proceso de muerte celular regulada que se
produce durante el desarrollo embrionario, asi como en el
mantenimiento de la homeostasis de los tejidos. La
desregulacion de la apoptosis esta implicada en diferentes
estados de enfermedad, tales como las enfermedades
neurodegenerativas y el cancer. El proceso de la apoptosis se
caracteriza por cambios morfolégicos, incluyendo la pérdida
de asimetria de la membrana plasmatica, la descondensacién
del citoplasma y el nucleo, y la compactacion y la
fragmentacion de la cromatina nuclear. En células normales y
viables, existe una asimetria en la distribucion de los
fosfolipidos con colina, asi fosfatidilcolina y esfingomielina,
abundanen la monocapa externa, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilserina (PS) y distintos fosfatidilinositoles se observan
predominantemente en la monocapa interna hacia el citosol.
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INTRODUCCION.

La exposicion de PS en la superficie externa de la membrana
celular se ha descrito en las células apoptoéticas, esto ocurre
en las primeras fases de la muerte celular apoptética, durante
la cual la membrana celular permanece intacta. En la
apoptosis de leucocitos, la PS en la superficie externa de la
célula, marca o identifica la célula para su reconocimiento y
fagocitosis por parte de los macréfagos. El anticoagulante
vascular humano, anexina V (35-36 RDa), es una proteina
dependiente de Ca2+ para su unién con alta afinidad por la PS,
mostrando una unién minima a la fosfatidilcolina y
esfingomielina. Los cambios en la asimetria de PS, que se
analizan mediante la medicién de la unién de la anexina V a la
membrana de la célula, se detectan antes de que se
produzcan cambios morfoldgicos asociados con la apoptosis
y antes de la pérdida de la integridad de la membrana. La
Anexina V marcada con PE puede identificar y cuantificar las
células apoptoéticas a nivel de célula.

El marcaje celular simultdéneo con Anexina V PE y 7-AAD
colorante no vital (fluorescencia roja) permite (analisis
bivariable) la discriminacién de las células intactas (Anexina
V-PE negativo, negativo 7-AAD), células en apoptosis
temprana (Anexina V-PE positivo, 7-AAD negativo) y células
en apoptosis o necrosis (Anexina V-PE positivo, 7-AAD
positivo).

MATERIALES
Anexina V-PE, 100 determinaciones, recomendada para su
uso en técnicas de citometria de flujo. El conjugado se

suministra en formato liquido, PBS, pH 7,2.

Solucién marcaje 7-amino-actinomicina D (7-AAD). 100 test in
PBS (pH 7.4)

Tampon de unién de Anexina V, 10 X, 50 ml
Hepes/NaOH (pH 7,4) 1,4 M NaCl, 25 mM CaCl..
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Linea laser de . Pico Max. Banda_paso de
. R, Pico Max. - flitro
Referencia excitacion A Emission
Excitation (nm) recomendada
(nm) (nm)
(nm)
ANXVPE | 488532561 496/564 578 585/42
Blue Laser
7-AAD 488532561 546 647 660/20
Blue Laser
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Figura 1. Células JurRat (leucemia de células T, humano)
tratamiento con 6 M de camptotecina durante cuatro
horas (grafico de punto inferior) y sin tratar (grafico de
punto superior)

RECOMENDACIONES Y ADVERTENCIAS. &

a) Los reactivos contienen azida soédica. Bajo
condiciones acidas, se transforma en acido
hidrazoénico, un compuesto extremadamente téxico.
Los compuestos de azida deben ser disueltos con
agua corriente antes de ser desechados. Se
recomiendan estas condiciones para evitar
depésitos en las tuberias, donde se podrian
desarrollar condiciones explosivas. La ficha de datos
de seguridad (FDS) estd disponible en la web
WWw.immunostep.com

b) Evitar contaminacién microbiana del reactivo.
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c) Debe evitarse la exposicion a la luz. Use luz tenue
durante la manipulacién, incubacion con células y
antes del analisis.

d) No pipetear con la boca.

e) En el caso de contacto con la piel lavar con
abundante agua.

f) Las muestras deben tratarse de la misma manera
que aquellas que pudiesen transmitir infecciones.
Debe disponerse de los métodos apropiados para
su manejo.

g) No usar después de la fecha de caducidad
establecida en el vial.

h) Desviaciones de los procedimientos recomendados
podrian invalidar los resultados de los analisis.

i) PARA DIAGNOSTICO IN VITRO

i) Solo para uso profesional.

R) Antes de adquirir las muestras se debe verificar que
el citdbmetro de flujo esta calibrado y compensado.

ALMACENAMIENTO

Almacenar en oscuridad a 2-8 °C. No utilizar después de la
fecha de caducidad impresa en el vial. Si se observa un
marcaje inesperado que no puede explicarse por variaciones
en los procedimientos de laboratorio y se sospecha un
problema con el producto, péngase en contacto con nuestro
servicio técnico. tech@immunostep.com

NO CONGELAR. Proteger los conjugados fluorescentes de la
luz.

PROTOCOLO DE MARCAJE CELULAR CON ANEXINA V PE.
CITOMETRO DE FLUJO

1. Preparar Tampén de Unién: 10 mM Hepes/NaOH
(pH 7,4) 140 mM NacCl, 2,5 mM CaCls.

2. Inducir la apoptosis en las células usando el método
deseado. Preparar un control negativo no tratando
las células, que se utilizara para definir el nivel basal
de las células apoptéticas y necroticas o muertos.

3. Recolectar las células después de la induccién de la
apoptosis y posterior lavado con solucién salina
tamponada con fosfato templada (PBS).

4. Lavar las células dos veces con PBS templado vy
volver a resuspender las células en Tampon de
Union Anexina — 1 X a una concentracién de 1 x 10°
células/ml.

5. Anadir 5 pl de la anexina V-PE y 5 pl de 7-AAD para
una muestra de hasta 1x10° células en 100 pl.

6. Se incuban las células a temperatura ambiente
durante 15 minutos a temperatura ambiente (25°C)
en la oscuridad.

7. Después de periodo de incubacion, anadir 400 pl de
tampon de union Anexina - 1X. Analizar mediante
citometria de flujo antes de una hora.

PROTOCOLO DE EJEMPLO PARA LA DETECCION DE LA
UNION DE ANEXINA V EN LINFOCITOS SE SANGRE
PERIFERICA DE APOPTOSIS

1. Las MN-Células (células mononucleares) han sido
separados por Ficoll, a partir de sangre periférica.

2. Induccién de apoptosis en los leucocitos incubando
con H,O, 200uM durante 6 horas.
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3. Recolectamos 1 millon de células después de la
induccion de la apoptosis. Eliminar el sobrenadante
por centrifugacion.

4. Anadir 100uL de PBS y 20 ul de la CDI9 APC
(Ref CD19 APC - IMMUNOSTEP) e incubar 15 min.

5. Las células se lavan una vez con PBS templado y se
resuspenden en 0,5 ml de 1 X Anexina-tampoén de
union.

6. Anadir 5 pl de Anexina V-PE y 5 pl de 7-AAD, para
una muestra de hasta 1x105 células en 100 pl.

7. Incubar las células durante 15 minutos a
temperatura ambiente, y analizar por citometria de
flujo.
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Figura 2. MN-Celulas Tratadas con H,0, 200uM 6 horas.
Células vivas: 76%

Células apoptéticas: 16%

Células apoptoticas tardias o muertas: 6%

Necroticas: 2%

CONTROLES PARA DETERMINAR LA COMPENSACION DEL
CITOMETRO DE FLUJO Y LOS CUADRANTES

1. Células no marcadas.
2. Células marcadas con Anexina V-FITC (sin PI).
3. Células marcadas sdlo con PI (sin Anexina V-FITC).

PRUEBAS DE RENDIMIENTO

Evaluacion del funcionamiento con diferentes drogas
inductoras de la apoptosis y en distintos tipos celulares:

A. Ensayon’l

Tipo celular;. HL-60 (Células de leucemia promielocitica
humana).
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Drogas:

e  (Citarabina (AraC)

Tiempo de incubacién: 48h

Concentracion

%viables %apoptoéticas %necroéticas

e  Camptotecina.
. Etoposido (VP-19)
. Metotrexato
Cel. Cel.
Drogas Apopt Apopt ACZI. t Des. n
9 Media Max Mirr’1 (E/) Tipica
(%) (%) :
AraC 2759 31,62 25,74 216 6
Campotecin
a 44,70 48,23 40,51 2,67 6
VP-19 38,99 44,47 34,51 3,25 6
Metotrexato 2,38 2,96 2,00 0,38 6
No Tratadas 1,36 1,62 1,16 0,23 2
B. Ensayon°2
Tipo celular: JurRat (Linfoblastos de células T humanas)
Drogas:
. Citarabina (AraC)
. Camptotecina.
. Etoposido (VP-19)
. Metotrexato
Cel. Cel.
Apopt cel. Apopto Des
Drogas Media @:}?F;) t Tipica "
(%) ° Min (%)
AraC 4,87 5,45 4,20 0,49 6
Campotecina 25,62 27,95 23,88 1,81 25
VP-19 20,1 21,43 18,84 0,93 6
Metotrexato 2,18 2,82 1,80 0,34 6
No Tratadas 1,63 1,78 1,45 0,16 2

C. Ensayon°3

Tipo celular: U266 (Linea celular de mieloma Humana)

. @ . . e
Drogas: Zalypsis a diferentes concentraciones de farmaco

(5,10 y 50 nM) y tiempos de incubacién (24, 48 horas).

Tiempo de incubacién: 24 h

Concentracion

Zalypsis Z%viables  %apoptoticas %hnhecroticas n
Basal 68,84 24,19 5,82 1
5nM 36,59 52,86 10,13 1
10 nM 12,82 76,53 10,62 1
50 nM 16,92 72,77 10,14 1
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Zalypsis
Basal 7717 16,41 286
5nM 14,73 574 27,22
10nM 6,34 62,08 30,21
50 nM 6,82 52,5 34,32

SOLUCION DE PROBLEMAS

a.

La ausencia de fluorescencia Anexina V-PE: la
apoptosis no fue inducida en las células.

Elevado marcaje de Anexina V-PE y/o 7-AAD: la
apoptosis es un proceso continuo, por ello las
células tenidas con Anexina V no deben
mantenerse durante tiempos prolongados antes del
analisis.

Las células adherentes pueden ser recolectadas
mediante el uso de tripsina. Las células
tripsinizadas pueden ver afectada la integridad de la
membrana plasmatica ® En el caso de células
adherentes una buena idea es eliminar el
sobrenadante con células en suspensién y
reemplazar el medio de cultivo antes de la adicion
de las drogas, o eliminar el medio de cultivo de las
células, y utilizar sobre la superficie del frasco de
cultivo 1X PBS en frio (2-8 ° C).

Las células diana han sido marcadas con Rit
convencional Anexina V-PE / 7-AAD y luego fijadas
con PFA al 1% o metanol; que pueden dar una senal
baja o “apagada”. En este caso, probablemente,
usted ha usado una excesiva dilucién del tampén de
unioén, el método de fijacion puede ser optimizado
mediante el uso de la CaCl; 10 X en el tampon de
unién a 25 mm (2,5 mM concentracion final).

GARANTIA

Los productos de Immunostep tienen garantia en cuanto a la
cantidad y el contenido indicado en la etiqueta del producto
en el momento de la entrega al cliente. Immunostep renuncia
a cualquier otra garantia. La responsabilidad de Immunostep
se limita al remplazo de los productos o el reembolso del
precio de compra.
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