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.

VYBRANE 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 béhem 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 builky a vaze 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 zarovei 1 pozdné apoptotickych bun€k dostava do jadra, kde barvi
DNA. Ve vysledku pak mizeme odliSit 3 populace bun€k: neapoptotické (annexin-V-
negativni, PI-negativni), rané¢ apoptotické (annexin-V-pozitivni, Pl-negativni) a pozdné
apoptotické a nekrotické (annexinV-pozitivni, PI-pozitivni). Vyhodnocovéani je provadéno
pritokovou cytometrii ¢i pomoci fluorescenéni mikroskopie (Vermes et al., 1995).



Permeabilizace membrany

Nektera barviva napft. zelené fluorescencéni 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 opét propidium jodid (Idziorek
et al., 1995).

Aktivace caspasy 3

Caspasy (cystein rich aspartate protease) jsou hlavnimi vykonnymi jednotkami apoptosy,
jejichz cilem je celd tfada riznych proteinovych substratii, které vSak obsahuji specifickou
sekvenci tfech az Ctyfech aminokyselin nasledovanou aspartatem, za nimz je protein Sté€pen.
Tato metoda vyuziva uméle vyrobenych substratii s touto sekvenci, jejichZz rozStépenim
dochazi k uvolnéni fluorescencni molekuly (fluorimetrické testy) ¢i molekuly absorbujici
zéteni ve viditelné oblasti spektra (kolorimetrické testy) (Gurtu et al., 1997).

Fragmentace DNA

Fragmentace DNA je jednim z hlavnich ukazatelii apoptozy. DNA je St€pena 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 horizontdlni gelové elektroforézy
nasledované barvenim ethidium bromidem (Wyllie, 1980). DalSi moznosti je vyuziti metody
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) vyuzivajici
fluorescencn¢ znaCené¢ nukleotidy dUTP, které jsou pomoci enzymu termindlni
deoxynukleotidyltransferasy inkorporovany na 3' konce DNA zlomu.

Stépeni substrati caspas

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

Zmény mitochondrialniho membranového potencialu

Pro sledovani zmén mitochondridlniho membranového potencidlu se vyuziva napt. TMRE
(tetramethylrhodamin ethyl ester). Tato fluorescencni molekula se akumuluje v
mitochondriich Zivych bunék a v piipadé ztraty membranového potencidlu mitochondrii
dochazi k poklesu intenzity fluorescence. K detekci lze pouzit fluorescencni mikroskop nebo
pritokovy cytometr (O'Reilly et al., 2004).
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Priitokova cytometrie

ZNACENI TUNEL

Vybaveni a pomiicky:
Petriho misky (6 cm), 15 ml zkumavky, vortex, nadoba s ledem, centrifuga, sada pipet a

Spicek, prutokovy cytometr Cell Lab Quanta SC PML (Beckman Coulter)

Chemikalie:

e PBS

e 4% formaldehyd / PBS, pH 7,4 — ptiprav vzdy Cerstvy!

e 0,1% Triton X-100 /0,1 % citrat sodny — pfiprav vzdy Cerstvy!
e TUNEL (Roche) reakéni smés — ptiprav vzdy Cerstvou!

TdT : dUTP = 1:9 (enzym : nukleotid) — na ledu az do pouziti, neskladovat



Vlastni postup:

=

Sklid’ suspenzni buiiky (10°) centrifugaci (2400 rpm, 5 min, 4 °C).

2. Promyj bunky 2x 1 ml PBS (4 °C), pouze jemn¢ protiepavat.

3. Zafixuj bunky: po kapkach pridavej 1 ml 4% formaldehyd (kone¢na konc. 2 %) za
mirného vortexovani, inkubuj 10 min.

4. Centrifuguj (1000 g, 10 min, 4 °C).

5. Promyj 1 ml PBS.

6. Centrifuguj (1000 g, 10 min, 4 °C).

7. Permeabilizuj bunky: pelet resuspenduj v 0,1% Triton X-100 v 0,1% citratu sodném ,
inkubuj 2 min na ledu!

8. Promyj 2x 1 ml PBS.

9. Pelet resuspenduj v 50 ul TUNEL reak¢ni smési.

10. Inkubuj smés 1 h pri 37 °C ve tmé.

11. Promyj 1 ml PBS.

12. Analyzuj na pritokovém cytometru.
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