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.
Bézné se vyskytuje na povrchu fagocytujicich bunck, které s jeho pomoci rozpoznavaji
apoptotické bunky a likviduji je. Problém nastavd u nekrotickych bunék s porusenou
integritou plazmatické membrany, kde annexin-V vstupuje do nitra buiky 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 zéroven 1 pozdné apoptotickych bun¢k dostava do jadra, kde barvi
DNA. Ve vysledku pak muzeme odlisit 3 populace bungk: zivé (annexin-V-negativni, PI-
negativni), rané¢ apoptotické (annexin-V-pozitivni, PI-negativni) a pozdné apoptotické a
nekrotické (annexinV-pozitivni, PIl-pozitivni). Vyhodnocovani je provadéno pritokovou
cytometrii ¢i pomoci fluorescenéni mikroskopie (Vermes et al., 1995).

Permeabilizace membrany
Néktera barviva napt. zelené fluorescenéni barvivo Yo-pro se dostdva do buiky pouze pies

mirné permeabilizovanou plazmatickou membranu apoptotickych ¢i porusenou membranu
nekrotickych bunék, kde se vaze na jadernou DNA. Zivé buniky zlstavaji Yo-pro negativni.



Pro odliseni nekrotickych bunék od apoptotickych se vyuziva napt. propidium jodid (ldziorek
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 sav¢i 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 pri
aktivaci proteolyticky Stépeny. Aktivaci caspasy 3 je mozné sledovat riznymi nezavislymi
metodami jako je napf. fluorimetrické stanoveni jeji aktivity, pratokova cytometrie ¢i
fluorescenéni mikroskopie.

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

Ac-DEVD-AMC — Ac-DEVD + AMC

Excita¢ni a emisni spektra 7-amino-4-methylkumarinu maji maxima pii 360 nm a 460 nm.
Fluorimetrické méfeni aktivity caspasy 3 je rychlou a citlivou metodou pro stanoveni aktivity
tohoto enzymu v extraktech tkani nebo bun¢k, které jsou vystaveny pusobeni podnétu
vyvolavajiciho apoptéozu. 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 muze 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 ukazateli apoptdozy. DNA je §té€pena na vétsi ¢asti o
velikostech 50 - 300 kbp, které jsou dale St€peny na mensi okolo 200 bp. Fragmenty pak
mohou byt z bun€k extrahovdny a detekovany pomoci horizontdlni gelové elektroforézy
nasledované barvenim ethidium bromidem (Wyllie, 1980).

Stépeni substriti 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 detekci se vyuziva immunoblotting, pritokova cytometrie, fluorescencni mikroskopie
atd. (Shah et al., 1995).

Zmény mitochondridlniho membranového potencialu

Pro sledovani zmén mitochondridlntho membranového potencialu se vyuzivd napf.
fluorescenéni 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 detekei
Ize pouzit fluorescenéni mikroskop nebo pratokovy cytometr (O'Reilly et al., 2004).
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Fluorescenéni mikroskopie

DETEKCE FRAGMENTU CASPASY 3

Vybaveni a pomicky
Sestijamkovy panel, pinzeta, podlozni skli¢ka, kryci sklicka, desticka obalena parafilmem,

fluorescencni mikroskop Olympus vybaveny digitalni kamerou CoolSnap, sada pipet a Spicek

Chemikalie, roztoky a protilatky:
e DAPI (10 mg/ml)

DMEMI/FS (kultivaéni médium DMEM s 10 % fetalnim sérem)

e fixacni smes methanol/aceton 1:1, ledové vychlazena

e krali¢i monoklonalni primarni protilatka proti Stépnému fragmentu caspasy 3 (anti-
cleaved casp3)

e mowiol

e PBS (fosfatovy pufr)

e PBS-T (0,1% Tween/PBS)

e sekundarni kozi protilatka proti krali¢im IgG znacena AlexaFluor 488



Vlastni postup:
1. Bunky jsou kultivovany na krycich sklickdch Vv Sestijamkovych panelech
V kultivaénim médiu DMEM/FS v/bez pfitomnosti inhibitoru proliferace. Kultivace
probiha v inkubatoru (37 °C, 5 % CO,, 100% vlhkost).
Promyvani:
2. 2x1 mlPBS, 2 min.
Fixace a permeabilizace bunék:
3. Odsaj PBS.
4. Opatrné ptidej 1 ml ledove vychlazené smési methanol/aceton 1 : 1
5. Inkubuj 10 min v -20 °C.
6. Odsaj fixacni smes, opii sklicka o hranu jamky a nechej vyschnout volné na vzduchu.
7. Sucha, zafixovana sklicka lze v tomto stavu uchovavat v -20 °C.
Promyvani
8. 3x1mlPBS, 2 min
Permeabilizace:
9. 1ml 1% Triton X/PBS, 5 min.

Promyvani

10. 3x 1 mI PBS, 2 min
Blokovani:

11. 1 ml DMEM/FS, 15 min

Primarni protilatka anti-cleaved casp3
12. Nafed’ primarni protilatku 10x do DMEMY/FS, na 1 skli¢ko pocitej 25 ul.
13. Nanes 25 pl roztoku primarni protilatky na desticku obalenou parafilmem, piiklop
kryci sklicko s bunkami naspod a uloz vSe do krabice s vikem zvlhéené uvnitf
destilovanou vodoul.

14. Inkubuyj 1 hod pfi laboratorni teploté.

Promyvani
15. 1 ml PBS, 2 min
16. 1 ml PBS-T, 2 min
17. 1 ml PBS, 2 min.

Sekundarni protilatka proti krali¢im imunoglobulinim znacena AF488

18. Nared’ sekundarni protilatku do DMEM/FS (na 1 sklicko pocitej 25 pl) 1000x.



19. Nanes 25 pl roztoku sekundarni protilatky na desti¢ku obalenou parafilmem, ptiklop
kryci sklicko s buikami naspod a uloz vSe do krabice s vikem zvlhéené uvnitt
destilovanou vodou.

20. Inkubuj 1 hod pfi laboratorni teploté ve tmé!!!.

Promyvani
21.1 ml PBS, 2 min
22.1 ml PBS-T, 2 min
23.1 ml PBS, 2 min.
DAPI

24. Nared’ 2000x zasobni roztok DAPI 10 mg/ml do PBS (kone¢na koncentrace 5 pg/ml).
25. Ptidej do kazdé jamky 1 ml roztoku DAPI.

26. Inkubuj 10 min pfi laboratorni teploté ve tmé.

Promyvani
27.1 ml PBS, 2 min
28.1 ml PBS, 2 min
29.1 ml H,0, 2 min.

Vytvoreni trvalého preparatu
30. Nanes na podlozni sklicko 5 pul mowiolu a ptiklop sklicko bunkami na spodni strané.
31. Preparat lIze ihned pozorovat, pro pouziti imerzniho objektivu je vSak tfeba nechat
mowiol ztuhnout do druhého dne pii 4 °C.
Uchovavani preparata

32. Sklicka jsou uchovavana ve tmée pii 4 °C.



Priklad:

kontrola
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caspasy 3
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