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ABSTRACT. Tetrazolium salts are widely used as indicators of metabolic activity for both eukaryotic and prokaryotic
cells. Live cells reduce the tetrazole ring in MTT or XTT salts and then a colored formazane formed can be assessed
spectrophotometrically. Despite widespread use of MTT/XTT reduction tests biochemical mechanisms of the reaction
are still unknown, and each test application case requires standardization of experimental conditions. In the present
study we tested in vitro the utility of both MTT and XTT salts to determine the influence of selected extracellular agents
for T. gondii tachyzoites and their host cells (i.e. mouse L.929 fibroblasts). The results showed that MTT is reduced more
intensively than XTT by host and parasite cells. The attenuation of 7. gondii tachyzoites resulted in a decrease of
reduction level of both tetrazolium salts, particularly of XTT. Using MTT we found also that 7. gondii is not susceptible
to extremely toxic substance, sodium azide. Our results confirmed a high usefulness of MTT reduction tests in numerous

studies on eukaryotic cells.
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Wprowadzenie

Liczne badania laboratoryjne o charakterze pod-
stawowym i klinicznym wymagaja okreslenia ak-
tywnosci metabolicznej i proliferacyjnej komorek
eukariotycznych, ktére sa wskaZnikiem dziatania
na te komorki czynnikéw wzrostowych, komponen-
tow podlozy odzywczych, antygenéw (lub mitoge-
néw), czy czynnikéw cytotoksycznych, w tym le-
kéw. Poszukiwanie czutych ilosciowych metod do-
prowadzito do opracowania testéw, opierajacych si¢
na wbudowywaniu do puli DNA 3[H]-tymidyny lub
5-bromo-2-deoksyurydyny (BrdU). Niedogodno-
Scig tych oznaczer jest koniecznos¢ uzycia materia-

16w radioaktywnych i kosztownej aparatury oraz
skomplikowana i dlugotrwata procedura. Poszuki-
wanie prostszych technik zaowocowato opracowa-
niem metod kolorymetrycznych opartych na obser-
wacji, ze sole tetrazoliowe jako akceptory elektro-
néw sa przeksztalcane przez zywe komoérki do kolo-
rowych zwigzkéw formazanowych. W 1986 roku
zastosowano po raz pierwszy s6l MTT (bromek 3-
[4,5-dimetylotiazolo-2-ilo]-2,5-difenylotetrazolio-
wy), ktéra jako zwigzek o tadunku dodatnim z ta-
twoscig wnika do komorki i jest tam redukowa-
na do nierozpuszczalnego w wodzie formazanu [1].
Niedogodnos¢ zwigzang z koniecznoscig rozpusz-
czania krysztatéw formazanu w rozpuszczalnikach
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organicznych usunigto w dwa lata pdZniej przez za-
stapienie MTT inng solg — XTT (s6l sodowa 2,3-bis
[2-metoksy-4-nitro-5-sulfofenylo]-2H-tetrazolio-5-
karboksyanilidu), ktéra ulega przeksztalceniu
w produkt rozpuszczalny w Srodowisku wodnym
[2]. XTT oraz inne sole tetrazoliowe drugiej genera-
cji, ze wzgledu na ujemny tadunek, stabo penetruja
do wnetrza komorek. Proces redukcji zachodzi wigc
gtéwnie na powierzchni komorki lub w btonie pla-
zmatycznej z udzialem przezbtonowego tancucha
transportu elektronéw [3]. Testy oparte na redukcji
MTT i XTT sg coraz czesciej uzywane w praktyce
laboratoryjnej [3], m.in. do okreslania wrazliwosci
drobnoustrojéw na leki [4], mierzenia zywotnosci
[5,6], czy intensywnosci proliferacji komoérek euka-
riotycznych w odpowiedzi na cytokiny [7]. Ich za-
stosowanie do okreslonego zadania badawczego po-
winno by¢ poprzedzone badaniem wstepnym, maja-
cym na celu optymalizacj¢ warunkéw eksperymen-
tu.

Celem podjetych badan byto sprawdzenie, czy
testy MTT i /lub XTT mogg by¢ uzyte do okreslania
wplywu réznych czynnikéw zewnetrznych na zy-
wotnos¢ pozakomérkowych tachyzoitow Toxopla-
sma gondii oraz do oceny proliferacji komoérek zy-
wicielskich, w warunkach in vitro.
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Fibroblasty mysie linii [.929 (ATTC®, katalog
No. CCL-1), powszechnie uzywane w laboratoriach
do namnazania Toxoplasma gondii, hodowano in vi-
tro w podiozu IMDEM 2z dodatkiem 5-10% FCS
(Fetal Calf Serum), 2 mM L-glutaminy, 50 uM
2-merkaptoetanolu, 100 mg/L streptomycyny
i 100 kU/L penicyliny (do testu MTT) lub w podto-
zu RPMI 1640 z dodatkami jw., ale bez czerwieni
fenolowej jako wskaznika pH ptynu (do testu XTT).

Tachyzoity Toxoplasma gondii szczepu BK (ge-
notyp I) z kolekcji wlasnej. W badaniach uzyto
dwéch wariantéw fenotypowych tego szczepu: 1/
wariantu o wysokiej zjadliwosci, (vBK), LD100 dla
myszy BALB/c i C57BL/6 — 10 tachyzoitéw, na-
mnazano go do badain w myszach laboratoryjnych;
2/ wariantu atenuowanego (aBK) otrzymanego
przez dlugotrwaty (kilkanascie lat) propagacj¢ wy-
tacznie w hodowlach fibroblastéw mysich 1.929,
LD100 dla ww. myszy — 10 000 tachyzoitéw, na-
mnazano go do opisanych ponizej eksperymentéw
w takich samych komoérkach zywicielskich.

Sole tetrazoliowe: MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-
-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide), SIGMA
oraz zestaw TOX-2 (SIGMA) zlozony z XTT
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Rys. 1b
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Rys. 1. Intensywnos¢ redukcji soli tetrazoliowych MTT i XTT w zaleznosci od liczby komoérek/studzienke: 1a.
fibroblasty 1.929; 1b. tachyzoity dwéch wariantéw szczepu BK 7. gondii: aBK i vBK.

Fig.1. Intensity of MTT and XTT terazolium salts reduction dependent on the cell number/well: 1a. L929 fibroblasts;
1b. tachyzoites of two T. gondii BK strain variants: aBK and vBK.

(2,3-bis [2-methoxy-4-nitro-5-sulphophenyl]-2H-
-tetrazolium-5-carboxyanilide inner salt) + 1% PMS
(phenazine methosulfate). Oznaczenia z uzyciem
XTT wykonano wg instrukcji producenta (SIGMA),
a z MTT wg metody Mosmanna zmodyfikowanej
przez Loosdrechta i wsp. [8], stosujac 4-godzinny
okres inkubacji badanych komérek z obiema sola-
mi.

W podjetych w tej pracy badaniach postanowio-
no poréwnaé intensywnos¢ redukcji MTT i XTT,
zaleznie od liczebnosci komoérek w prébie
(1-10x106 tachyzoitéw T. gondii i od 1-10x104 fi-
broblastéw mysich) oraz czasu inkubacji (1-24 h),
a nastepnie sprawdzié, przy zastosowaniu wyzna-
czonych doswiadczalnie optymalnych warunkéw
przeprowadzenia testu, jak wybrane czynniki egzo-
genne wplywaja na zywotnos¢ badanych komorek.
Wybér tych czynnikéw wynikal bezposrednio
z prowadzonych przez nas badan nad rolg hormo-
néw w odpornosci przeciw T. gondii. Dane przed-
stawione na rysunkach stanowig Srednie z 3-6 eks-
perymentéw, z ktérych kazdy obejmowal 4 powto-
rzenia.

Wyniki i podsumowanie

W 1 etapie poréwnano intensywnos¢ redukcji
obu soli tetrazoliowych przez fibroblasty 1.929 oraz
dwa warianty fenotypowe tachyzoitéw 7. gondii
(aBK 1 vBK), stosujac standardowy czas inkubacji
zMTT i XTT tj. 4 godziny oraz r6zne liczbowo ino-
kulum. W kazdym przypadku, s61 MTT byta meta-
bolizowana intensywnej (Rys. la, b). Szczeg6lnie
wyraznie byto to widoczne u tachyzoitéw, a zwtasz-
cza wariantu atenuowanego, ktéry bardzo stabo
przeksztatcal XTT (Rys. 1b).

Stopien redukcji MTT przez fibroblasty wzrastat
wprost proporcjonalnie do liczebnosci inokulum,
osiggajac wartosci absorbancji (OD) ok. 1,5 w prze-
dziale 5-6x10* komorek/studzienke. Takie inoku-
lum wydaje si¢ optymalne, poniewaz umozliwia te-
stowanie dziatania réznych czynnikéw zewnetrz-
nych na te komorki, od ich stymulacji (wzrost ab-
sorbancji) do inhibicji (spadek absorbancji).
W przypadku pierwotniakéw, wartos¢ optymal-
na absorbancji byla osiggnig¢ta przy inokulum ok.
3,5x10° tachyzoitéw/studzienke dla wariantu atenu-
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Rys. 2. Intensywnos¢ redukcji soli tetrazoliowej XTT przez fibroblasty L1929 (2a) i tachyzoity 7. gondii vBK (2b)
w zaleznosci od czasu inkubacji

Fig. 2. Intensity of XTT tetrazolium salt reduction by L.929 fibroblasts (2a) and 7. gondii vBK tachyzoites (2b)
dependent on the incubation time
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owanego i tylko 1x109/studzienke dla wariantu zja-
dliwego (Rys. 1a, b).

Biorac pod uwage znaczaco niskie wartosci ab-
sorbancji w przypadku uzycia do badania soli XTT,
postanowiono zbadaé, jak zmiana czasu inkubacji
(1, 2,3, 4124 godziny) wplywa na intensywnos¢ re-
dukcji tego zwigzku. W kazdym punkcie czasowym
(Rys. 2) wartos¢ absorbancji byta wprost proporcjo-
nalna do liczby komérek w mikrohodowli. Przedtu-
zenie czasu inkubacji az do 24 h spowodowato, ze
osiggnieto pozadang optymalng wartos¢ absorbancji
tj. zblizong do 1,5 zaréwno dla komérek zywiciel-
skich 1929 (w szerokim zakresie inokulum
5-10x10%/studzienke, Rys. 2a), jak i tachyzoitéw
wariantu VBK (przy 8—10x109/studzienke, Rys. 2b).

Na podstawie otrzymanych wynikéw zdecydo-
wano uzy¢ w dalszych badaniach sl MTT, prowa-
dzi¢ 4-godzinng inkubacj¢ oraz stosowaé inokulum
5x10% komoérek L929/studzienke i 4x109 komérek
T. gondii aBK/studzienke.

Uwzgledniajac wymienione powyzej parametry
oraz cele czastkowe badan wiasnych nad odporno-
Scig w toksoplazmozie sprawdzono przydatnos¢ te-
stu MTT do oceny wplywu ludzkiej surowicy

i ludzkiej prolaktyny oraz azydku sodowego jako
znanego inhibitora tarficucha oddechowego (préba
kontrolna) na mysie fibroblasty 1.929 oraz tachyzo-
ity T. gondii, po 3-godzinnej ekspozycji na dany
czynnik.

Swieza surowica ludzka zawierajaca przeciwcia-
ta anty-T. gondii (Toxo+) wykazata silne dzialanie
boéjcze w stosunku do tachyzoitéw T. gondii, a jej
inaktywacja cieplna (56°C 20 min), prowadzgca
do zniszczenia m.in. dopelniacza, znacznie to dzia-
tanie ostabita. Surowica niezawierajgca swoistych
przeciwcial (Toxo—) miata stabsze dzialanie cyto-
toksyczne. Uleglo ono catkowitemu wygaszeniu
po inaktywacji (Rys. 3). Prolaktyna ludzka, w steze-
niu 2-100 ng/ml (norma w surowicy ludzkiej
do 20 ng/ml), nie wplywata ani hamujaco ani sty-
mulujgco na fibroblasty 1929, ani tez nie dziatata
cytotoksycznie na komorki tachyzoitow 7. gondii
(dane liczbowe nieprezentowane w pracy). Pewnym
zaskoczeniem natomiast byly wyniki uzyskane
z azydkiem sodowym. Zostat on zaliczony do sub-
stancji bardzo toksycznych i niebezpiecznych dla
Srodowiska (ustawa z dnia 11 stycznia 2001 r.
o substancjach i preparatach chemicznych, Dz. U. nr
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Rys. 3. Wplyw surowic ludzkich na aktywnos$¢ metaboliczng tachyzoitéw 7. gondii aBK, okreslang w tescie redukcji

MTT

Fig. 3. Influence of human sera on the metabolic activity of 7. gondii aBK tachyzoites determined in MTT reduction

test
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11, poz. 84, z péZniejszymi zmianami). Ze wzgledu
na bardzo duzg toksycznos¢ wobec mikroorgani-
zmoéw, azydek sodowy (w stezeniu rzedu 0,02-0,1%)
wykorzystywany jest powszechnie w praktyce labo-
ratoryjnej do zabezpieczania roztworéw buforo-
wych i innych odczynnikéw (np. preparatéw prze-
ciwcial) przed rozwojem plesni i bakterii. Tymcza-
sem w ww. zakresie stgzefi okazat si¢ on zupelnie
nietoksyczny w stosunku do tachyzoitéow 7. gondii
(dane liczbowe niezamieszczone w pracy), podob-
nie jak zaobserwowano to wczesniej u innych pier-
wotniakow, w tym Cryptosporidium i Eimeria [9]
oraz Trypanosoma mega [10].

Wyniki opisanych w pracy doswiadczenn wska-
7uja, ze test MTT wykonany w wystandaryzowa-
nych doswiadczalnie warunkach moze by¢ z powo-
dzeniem uzywany w badaniach majacych na celu
okreslenie wptywu réznych czynnikéw egzogen-
nych na tachyzoity 7. gondii oraz komoérki zywiciel-
skie 1.929, czesto uzywane do namnazania in vitro
tego pasozytniczego pierwotniaka. Niewgtpliwe za-
lety testu MTT to przede wszystkim uzycie bez-
piecznych odczynnikéw, prostota i powtarzalnosé
oraz stosunkowo krétki czas trwania oznaczen. Ko-
niecznos¢ solubilizacji produktu redukcji MTT jest
tylko niewielka niedogodnoscia.

Prezentowane w literaturze poréwnanie testow
z uzyciem soli terazoliowych pierwszej i drugiej ge-
neracji przyniosto dos¢ zréznicowane wyniki, zale-
znie od rodzaju komoérek i sposobu przeprowadza-
nia oznaczen. Na przyktad Wang i wsp. [11] stwier-
dzili wyzsza przydatnos¢ testu XTT i MTS, w po-
rownaniu z MTT, do oznaczania ggstosci, Zzywotno-
Sci i proliferacji szczurzych hepatocytéw. Mimo
dos¢ silnej redukcji MTT, jej intensywnos¢ stabo
korelowata z liczbg komoérek i ich zywotnoscia,
oznaczanymi metodg izotopowq i z uzyciem blekitu
trypanu, ale co znamienne, wspétczynnik korelacji
znaczaco wzrastat przy uzyciu zawiesin komoérko-
wych o niskiej gestosci. Z kolei Taybali i Seligy
[12] zaobserwowali, ze w ocenie efektu cytotok-
sycznego insektycydow lepiej sprawdzal si¢ test
MTT niz XTT, natomiast Stevens i Olsen [13] uzna-
li testy MTT i XTT jako rownocenne przy okresla-
niu aktywnosci bakteriobdjczej neutrofiléw bydle-
cych. Chociaz ocena wartosci testu XTT jest z regu-
ty wysoka, to w badaniach prowadzonych na ko-
moérkach drozdzowych wskazano na pewne jego
ograniczenia, wynikajace nie tylko ze zréznicowa-
nia gatunkowego i szczepowego drozdzy, ale row-
niez z niepelnej rozpuszczalnosci w wodzie produk-
tu redukcji XTT i niekiedy braku liniowej zalezno-

Sci pomigdzy wartoscig OD a liczbg komorek
w prébie [14]. Zwrécono takze uwage, ze kompo-
nenty podtoza mogg interferowa¢ z procesem re-
dukcji XTT [15].

Obserwowane réznice w intensywnosci i kinety-
ce redukcji r6znych soli tetrazoliowych mogg wyni-
ka¢ zaréwno z odmiennosci ich natury, jak i od-
miennosci tafdcucha transportu elektronéw w ro-
znych komorkach. Wtasciwosci fizykochemiczne
soli tetrazoliowych determinujg zréznicowang loka-
lizacje procesu ich redukcji (mitochondria, cytosol,
blona zewnetrzna) oraz zréznicowany udzial ko-
moérkowych reduktantéw w przeksztalcaniu tych
zwigzkéw. Jak wykazano, redukcja MTT zachodzi
gtéwnie przy udziale enzymoéw siateczki Srédpla-
zmatycznej, zaleznych od NADH oraz NADPH
i niewrazliwych na inhibitory oddechowe, w tym
na azydki [15,16]. Przeksztatcanie XTT jest proce-
sem bardziej zlozonym, zwigzanym fizycznie
przede wszystkim z btong plazmatyczng [3,15].

Metabolizm energetyczny i taficuch transportu
elektronéw u licznych pierwotniakéw odbiegajg
czegsto od klasycznych schematéw opisanych dla
komorek ssakéw i dodatkowo sg zalezne od stadium
rozwojowego pasozyta, co wykazano dobitnie m.in.
u tachyzoitéw i bradyzoitow Toxoplasma gondii
[17]. U niektorych pierwotniakdw, podobnie jak ro-
lin 1 grzybéw, opisano alternatywne oksydazy
(AOXs), niewystepujgce u ssakow. Przenosza one
elektrony bezposrednio z ubichinolu na tlen, z po-
mini¢ciem komplekséw III i IV taicucha oddecho-
wego, bez translokacji protonéw i syntezy ATP
[18,19]. W stresowych warunkach, np. w obecnosci
inhibitoréw kompleksu III lub IV (leki, cyjanki,
azydki, NO), oksydazy alternatywne mogg petnié
rolg oksydaz koicowych, ale jednoczesnie same sta-
nowig obiecujacy element docelowy dla konstru-
owanych selektywnych lekéw przeciwpasozytni-
czych. Wykazano, ze u bytujacych we krwi Swi-
drowcow Trypanosoma brucei alternatywna oksy-
daza (TAO) jest jedyng konicowa oksydazg [20].
U tachyzoitéw Toxoplasma gondii stwierdzono na-
tomiast brak kompleksu I wrazliwego na rotenon
(oksydoreduktaza NADH: ubichinon zw. dehydro-
genazg NADH typu 1), przy obecnosci funkcjonal-
nych kompleksow II, Il i IV [21,22]. Zar6éwno
u T. gondii, jak 1 Plasmodium, w miejscu kompleksu
I wystepuje alternatywny enzym — dehydrogena-
za NADH typu II, niewrazliwa na rotenon [22]. Licz-
ne modyfikacje klasycznego taicucha transportu
elektrondw u pierwotniakéw, w postaci jego uprosz-
czenia lub rozgal¢zienia, zwigkszajg ich zdolnosci
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adaptacyjne do warunkéw srodowiska, ale mogg ta-
kze determinowac ich aktywnos¢ metaboliczng ozna-
czang réznymi metodami laboratoryjnymi, w tym
z uzyciem testow redukcji soli tetrazoliowych.

Azydki, podobnie jak cyjanki, blokujg nieodwra-
calnie centrum aktywne koricowej oksydazy tancu-
cha oddechowego, oksydazy cytochromowej (kom-
pleks IV taicucha oddechowego), wskutek czego
elektrony nie sg przenoszone na tlen [23]. Verseci
i wsp. [21] wykazal, ze 2 mM cyjanek potasu bloku-
je catkowicie proces oddychania u tachyzoitéw
T. gondii. W niniejszej pracy stwierdzono natomiast
brak wptywu azydku sodowego na zdolnos¢ tachy-
zoitéw do redukcji MTT. Wynika to najprawdopo-
dobniej z samej natury procesu redukcji tej soli, kt6-
ry zachodzi gléwnie poza mitochondium i jest kata-
lizowany w wigkszoSci przez enzymy zalezne
od kofaktor6w NADH i NADPH, generowanych
w procesie glikolizy. Bardzo ograniczona ilosciowo
bioredukcja MTT w mitochondrium odbywa si¢ we
wczesnych etapach taidcucha oddechowego,
przed punktem uchwytu dla azydkéw [3,16]. Nie
wyklucza to mozliwosci funkcjonowania u 7. gon-
dii alternatywnej konicowej oksydazy niewrazliwej
na cyjanki i azydki.

Otrzymane wyniki wskazujg ponadto, ze w przy-
padku tachyzoitéw T. gondii stopiefi redukcji soli
tetrazoliowych zalezy od zjadliwosci tego pasozyta.
Wariant atenuowany szczepu BK T. gondii reduko-
wal obie stosowane w pracy sole znacznie stabiej
niz wariant zjadliwy. Nasze wczesniejsze badania
nad proteomem tachyzoitéw 7. gondii wskazuja, ze
atenuacja prowadzi do zmian ekspresji r6znych bia-
tek, w tym strukturalnych (aktyna cytoszkieletu),
wydzielniczych (m. in. antygeny GRA) i enzyma-
tycznych (hydrolaza NTP1 i katalaza) [24]. Podczas
atenuacji spada takze az 4-krotnie zawartos¢ gtow-
nego antygenu powierzchniowego 7. gondii, SAGI,
ktory stanowi az 5% puli biatka pasozyta i odpowia-
da za jego aktywnos¢ inwazyjng [25]. Jest prawdo-
podobne, ze taka radykalna zmiana sktadu i archi-
tektury pellikuli pasozyta skutkuje obserwowang
w pracy utratg zdolnosci redukcji XTT.

Podsumowujac, dane literaturowe i wlasne wy-
niki wskazuja, ze zaden z testow redukc;ji soli tetra-
zoliowych nie stanowi uniwersalnej metody ozna-
czania aktywnosci metabolicznej r6znych komorek.
Wyb6r wlasciwej soli terazoliowej i warunkéw jej
redukcji powinien by¢ wigc poprzedzony wstepny-
mi doswiadczeniami, sprawdzajgcymi przydatnosé
zastosowanej metody do konkretnych celéw badaw-
czych.
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