APOPTOSA

Programovana bunécna smrt neboli apoptosa je vysoce regulovany a geneticky kodovany
proces sebedestrukce bunky. Apoptosou jsou odstraiovany buniky nadbytecné, nespravné
fungujici, nevhodné lokalizované, pro organismus nebezpecné, zavazné postizené Ci
infikované virem apod. Dochézi s jeji pomoci k udrzeni rovnovahy mezi produkci novych
bunék a odstraniovanim starych. Dale se apoptdza uplatiiuje napft. pii tvarovani prsti ¢i télnich
dutin plodu v obdobi embryonalniho vyvoje, pfi odstranovani nepotiebnych struktur (ocas
pulce zaby), pii cyklickych zménach endometria béhem reprodukéniho cyklu Zeny nebo pfi
eliminaci nadbyte¢nych aktivovanych T a B-lymfocytt atd. Apoptosa muze byt vyvolana i
nékterymi negativnimi vlivy prostiedi: ionizujicim zafenim, toxickymi chemikaliemi,
tepelnym Sokem, hypoxii apod. Pti poruchéch apoptosy miize dojit k jeji patologické aktivaci,
vznikaji tak nékterd zdvaZzna neurodegenerativni onemocnéni jako napft.: Parkinsonova ¢i
Alzheimerova nemoc, dale také AIDS, myelodysplastické syndromy ¢i infarkt myokardu. V
opacném piipadé, pii patologické inhibici apoptosy, vznikaji nadorovd onemocnéni, nékteré
imunitni ¢1 autoimunitni choroby (alergie) apod. Urcité viry a bakterie (herpes viry, poxviry)
tuto inhibici mohou také vyvolat. Vyznam programované bunécné smrti v fadé onemocnéni
vede v soucasné dobé k vyvoji novych 1éCiv, jejichz cilem jsou pravé molekuladrni drahy
apoptosy.

METODY DETEKCE APOPTOSY

Svételna a elektronova mikroskopie

Pomoci této metody lze sledovat nékteré morfologické znaky apoptosy napt. kondenzaci
chromatinu, puchyfkovaténi membrany, tvorbu apoptotickych télisek atd.

Translokace fosfatidylserinu

Annexin-V je protein o velikosti 35-36 kDa vykazujici vysokou afinitu k fosfatidylserinu,
ktery je behem apoptozy translokovan z vnitini strany plazmatické membrany na vnéjsi.
BéZzné se vyskytuje na povrchu fagocytujicich bun€k, které s jeho pomoci rozpoznéavaji
apoptotické buiniky a likviduji je. Problém nastdva u nekrotickych bunc¢k s poruSenou
integritou plazmatické membrany, kde annexin-V vstupuje do nitra buiky a vdze se na
fosfatidylserin z vnitini strany. Pro jejich odliSeni se vyuzivd dvojitého barveni napf. s
vyuzitim Cervené¢ho fluorescencniho barviva propidium jodidu (PI), ktery se pfes naruSenou
membranu nekrotickych a zéroven 1 pozdné apoptotickych bun¢k dostava do jadra, kde barvi
DNA. Ve vysledku pak mizeme odlisit 3 populace bungk: zivé (annexin-V-negativni, PI-
negativni), ran€¢ apoptotické (annexin-V-pozitivni, PI-negativni) a pozdné apoptotické a
nekrotické¢ (annexinV-pozitivni, PI-pozitivni). Vyhodnocovani je provadéno priitokovou
cytometrii ¢i pomoci fluorescenéni mikroskopie (Vermes et al., 1995).



Permeabilizace membrany

Nektera barviva napft. zelené fluorescencni barvivo Yo-pro se dostava do bunky pouze pies
mirné¢ permeabilizovanou plazmatickou membranu apoptotickych ¢i porusenou membranu
nekrotickych bunék, kde se vaZe na jadernou DNA. Zivé buiiky zistavaji Yo-pro negativni.
Pro odliseni nekrotickych bun€k od apoptotickych se vyuziva napt. propidium jodid (Idziorek
et al., 1995).

Aktivace caspasy 3

Caspasy (Cysteine-rich Aspartate protease) jsou hlavnimi vykonnymi jednotkami apoptosy,
jejichz cilem je proteolytické Stépeni celé fady proteinovych substratii. Spolecnym znakem
téchto proteind je specificka sekvence tiech az ¢tyfech aminokyselin nasledovana aspartatem,
za nimz dochazi ke $té€peni. Caspasa 3 (CPP32, apopain) je ¢lenem podrodiny caspas CED-3 a
patii mezi jednu z hlavnich vykonnych (efektorovych) caspas. Caspasa 3 patii mezi nejlépe
prostudované a charakterizované savci caspasy. Specificky $tépi velky pocet proteinli, mezi
néz patii naptiklad jaderny enzym poly(ADP-ribosa)polymerasa (PARP), inhibitor caspasou-
aktivované deoxyribonukleasy (ICAD), ¢i dal$i vyznamné regulatory apoptdzy gelsolin a
fodrin. Caspasy se v buikach nachazi v neaktivnim stavu ve formé procaspas, které jsou pfi
aktivaci proteolyticky Stépeny. Aktivaci caspasy 3 je mozné sledovat riiznymi nezavislymi
metodami jako je napt. fluorimetrické stanoveni jeji aktivity, pratokova cytometrie Ci
fluorescen¢ni mikroskopie.

Fluorimetrické méfeni aktivity caspasy 3 je zaloZzeno na hydrolyze peptidového substratu
zna¢eného 7-amido-4-methylkumarinem. Produktem hydrolyzy je 7-amino-4-methylkumarin
(AMC), jehoz emisni fluorescencni spektrum se vyrazné liS§i od peptidového konjugéatu a
umoziuje tak kvantifikovat pribéh reakce.

Ac-DEVD-AMC — Ac-DEVD + AMC

Excita¢ni a emisni spektra 7-amino-4-methylkumarinu maji maxima pfi 360 nm a 460 nm.
Fluorimetrické méfeni aktivity caspasy 3 je rychlou a citlivou metodou pro stanoveni aktivity
tohoto enzymu v extraktech tkani nebo bunék, které jsou vystaveny pusobeni podnétu
vyvolavajiciho apoptozu. Méfeni aktivity se s vyhodou provadi v mikrotitratni desticce
pomoci vhodného fluorimetru. Pokud jako vystup nestaci relativni srovnani aktivity caspasy 3
ve vzorku s negativni kontrolou, 1ze piesné kvantifikovat aktivitu enzymu a rychlost reakce.
Koncentrace AMC uvolnéného hydrolyzou Ac-DEVD-AMC miiZe byt vypocitana na zakladé
kalibra¢ni kiivky zkonstruované ze =zavislosti intenzity fluorescence na koncentraci
standardniho roztoku AMC.

Pritokova cytometrie a fluorescencni mikroskopie vyuziva vizualizace aktivniho fragmentu
caspasy 3 pomoci primarni protilatky a sekundarni protilatky konjugované s fluorochromem.

Fragmentace DNA

Fragmentace DNA je jednim z hlavnich ukazatelli apoptézy. DNA je Stépena na vétsi ¢asti o
velikostech 50 - 300 kbp, které jsou dale §tépeny na mensi okolo 200 bp. Fragmenty pak
mohou byt z bunck extrahovany a detekovany pomoci horizontalni gelové elektroforézy
nasledované barvenim ethidium bromidem (Wyllie, 1980).



Stépeni substrati caspas

PARP (poly(ADP-ribose) polymerase) je jednim z nejvyznamnéjSich substratd caspas o
velikosti 116 kDa, ktery je béhem apoptozy Stépen na fragmenty o velikostech 89 a 25 kDa. K
jejich detekei se vyuziva immunoblotting, pritokova cytometrie, fluorescen¢ni mikroskopie
atd. (Shah et al., 1995).

Zmény mitochondridlniho membranového potencialu

Pro sledovani zmén mitochondridlniho membranového potencialu se vyuzivd napf.
fluorescencni barvivo TMRE (tetramethylrhodamin ethyl ester). Tato oranzovo-Cervena
fluorescencni molekula se akumuluje v mitochondriich Zivych bun¢k a v ptipadé ztraty
membranového potencialu mitochondrii dochazi k poklesu intenzity fluorescence. K detekci
lze pouzit fluorescenéni mikroskop nebo prutokovy cytometr (O'Reilly et al., 2004).
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FLUORIMETRICKE STANOVENI AKTIVITY CASPASY 3

Vybaveni a pomicky
10 ml zkumavky, mikrozkumavky, sklenéné zkumavky, stojanky na zkumavky a

mikrozkumavky, nadoba s ledem, mikrotitracni desticka, sada pipet a Spicek, centrifuga,

sonikator, fluorimetr

Chemikalie a roztoky:
e Lyza¢ni pufr: 10 mM KCI, 5 mM HEPES, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0,2 %

CHAPS, pH 7.4, tésné pied pouzitim ptidat: 2 mM DTT, leupeptin 0,5 pg/ml,
aprotinin 2 pg/mla 1 mM PMSF

e PBS (fosfatovy pufr)

e Reakéni pufr: 25 mM PIPES/KOH, 2 mM EGTA, 2 mM MgCI2, pH 74
Tésné pred pouzitim piidat: 5 mM DTT a 100 uM Ac-DEVD-AMC

e Roztok inhibitoru caspas: 1 mM roztok Ac-DEVD-CHO v DMSO, uchovavat pii

-20 °C.



Vlastni postup:

ITIOTM mMm UTOwW>

Sklizeni bunék

1. Sklid suspenzni bunky (106) centrifugaci (2400 rpm, 5 min, 4 °C).
2. Promyj buniky 2x 1 ml PBS (suchy pelet je mozné uchovat zamrazeny v — 80 °C).

Lyzovani bunék a méfeni koncentrace proteinu

Resuspenduj pelet ve vychlazeném lyzaénim pufru (cca. 50 pl na 10° bungk).
Inkubuj 20 min na ledu, obcas propipetu;.

Ultrazvukuj v sonikatoru (3x 10 sekund), chladit!

Centrifuguj 20 min, 14 000 g, 4 °C.

Supernatant pteved’ do Cistych mikrozkumavek.
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Metodou podle Bradfordové zmét koncentraci proteinti v lyzatu (1 ul vzorku napipetuj
do 1 ml Bradfordova ¢inidla ve sklenéné zkumavce. Pro kazdy vzorek vytvot duplikat.
Inkubuj 10 min a poté zmét na spektrofotometru ve vhodném programu. Koncentrace
Vv duplikéatech zprimeruj.)

9. Lyzaty nafed’ lyza¢nim pufrem na stejnou koncentraci proteinti (obvykle 3 — 5 pug/ul).
Meéreni aktivity caspasy 3 a 7

10. Do mikrotitra¢ni desti¢ky pipetuj buné¢ny lyzat, reakéni pufr (piipadné lyzaéni pufr) a
inhibitor podle schématu:
- pozadi— 5 pl lyzacniho pufru + 100 pl reakéniho pufiu,
- vzorky — 5 ul lyzatu + 100 pl reak¢éniho pufru
- vzorky + inhibitor — 5 ul lyzatu + 0,5 pl inhibitoru + 100 pl reakéniho pufru
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

pozadi | vz. 1 VZ. 2

pozadi | vz. 1 VZ. 2

pozadi | vz. 1 VZ. 2




11. Desticku inkubuj 1 h pii laboratorni teploté ve tmée.
12. Po inkubaci zméf fluorescenci na priistroji Fluoroskan Ascent pii 346/442

(excitace/emise).

Vypocéet aktivity v programu Excel

13. Od namétenych hodnot odecti priimérnou hodnotu pozadi.
14. Vypocitej relativni narGst aktivity caspasy 3/7 v bunkach ovlivnénych inhibitory

proliferace oproti kontrolnim bunkam.



Priklad:

. olomoucin Il [uM]
pozad| 0 1,25 2,5 5 10 20
nhaméfené hodnoty 405,6 634,1 601,6 636,1 714,1 1368 2288
406,8 624,9 607,1 622,9 713,5 1335 2252
primér pozadi 406,19
hodnoty - primér pozadi 227,9 195,4 229,9 307,9 961,3 1881,4
218,7 200,9 216,7 307,3 929,0 1846,3
primér kontroly 223,29
hodnoty / primér kontroly 1,02 0.87 1,08 1,38 4,31 8,43
0,98 0,90 0,97 1,38 4,16 8,27
priameér vyslednych hodnot 1,00 0,89 1,00 1,38 4,23 8,35
smérodatna odchylka 0,03 0,02 0,04 0,00 0,10 0,11

Aktivita caspasy 3/7 v bunkach RPMI8226 po
ovlivnéni olomoucinem Il na 24 h
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