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Apoptoza

- geneticky kontrolovany komplexni proces, cilend
sebedestrukce bunky

- obrovsky vyznam ve vyvoji a udrZeni homeostaza
mnohobunécného organismu

-charakteristické biochemické a morfologické znaky
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Morfologie -
nekroza vs. apoptoza

+ ztrata integrity
plazmatické membrdny
+ bobtnani cytoplazmy a
zvétseni bunky

+ rozbiti jadra

- desintegrace bunéénych
organel

- kompletni lyze bunky

- bobtnani

cytoplazmatické
membrany, integrita
membrany neni
porusena

- zmenseni velikosti

buriky

- kondenzace a

specificka fragmentace
jaderneho chromatinu

* udrZeni integrity

intracelularnich organel

- formace tzv.

apoptotickych bodies
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Biochemie -
nekroza vs. apoptoza

- Vétsinou bez ulasti

specifickych molekul

» Pasivni proces bez
dodani energie z ATP

* Neregulovana
destrukce jaderné DNA
* Neni specifickd role
mitochondrii

+ Ztrata reqgulace
iontfovych rovnovah

- Aktivace specifickych

molekul - kaspazy,
nukledzy

* Nutné dodani energie

ve forme ATP

- Specificka fragmentace

jaderné DNA

- Aktivace mitochondrii a

volnéni specifickych
r'egulcn‘or'u do
cytoplazmy

+ Zmény symetrie

membran
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Detekce bunécnée smrti -
asymetrie/permeabilita plazmatické membrany

Translokace fosfatidylserinu

Pratokova cytometrie
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Annexin-V assay S e A
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- Phosphatidylserin (PS) - fosfolipid v plazmatické membrané, dilezZity v
regulaci rady strukturnich a funkénich zmén v membradné, zapojeny v
lipidovych signdlnich drahdch

* v ,normalni* burice je lokalizovan na vnitrni strané plazmatické
membradny, kde mj. kotvi cytoskeletarni proteiny k lipidovym membrdanam

+ Béhem apoptozy dochdzi k translokaci PS z vnitrni strany plazmaticke
membrany na stranu vnéjsi, coz je diusledkem zmény morfologie a
modulace cytoskeletu béhem apoptdzy

* PS translokovany na povrch buriky je signdlem pro fagocyty, tzv.“eat me
signal”

REVIEW doi: 10.1111/}.1365-3083.2006.01 771

Phagocytosis of Apoptotic Cells and Immune
Regulation

G. Liv", C. Wut, Y. Wu™ & Y. Zhao”
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Annexin V staining - detekce PS

annexin V - protein, ktery ma schopnost vdzat
fosfolipidy, s vysokou afinitou pro PS, vazba zavisla
na vapniku

- citliva proba pro detekci PS
» conjugace s fluorescencnimi probami (FITC, PE atd.)
- vizualizace vazby/pritomnosti PS

Annexin V-PE
conjugate
- ]
‘1 o
B Hog B e i

Apoptosis
s

Extarnalization of

Plasma phosphatidylserine

mambrana

Cytoplasm Cytoplazm
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Annexin V se vaze na PS u apoptotickych i
nekrotickych bunék!

- je to diky tomu, Ze u nekrotickych bunék je
porusenad integrita plazmatické membrany,a proto
znaCeny annexin V pronika do bunék a vaze se k PS
na vnitrni strané plazmatické membrany

Je proto klicové:

rozliSit mezi apoptotickymi a nekrotickymi burkami,
které jsou oboji pozitivni pro vazbu znaceného
annexinu V

Test integrity plazmatické membrany - barvi se
nekrotické buriky, ne vSak buriky apoptotickeée

- napr. vyuziti propidium jodidu
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Annexin V staining: phosphatidylserine exposure

Annexin V-
conjugate

g phosphatidyl-

serine

xtracellular extracellular extracellular
1 PI PI

o
I

cytoplasmic

staining normal cell apoptotic cell hecrotic cell
- + +
propidium iodide - - +
Analyticka cytometrie, Hyrslova Vaculova 2018




FL3-H / PROPIDIUM IODIDE

Annexin V/PI assay
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Detekce translokace PS
» Vyhody:

- specificky znak apoptdzy, relativné casny
- moznost kombinace s detekci povrchovych CD
antigenu nebo dalSich parametru apoptozy

- Limitace:
- je nutné béhem analyzy odliSit mrtvé bunky
- optimalizace koncentrace PI pro dany typ
bunék (soucasné vs. ndsledné pridani PT)
- po nabarveni nutnéa rychla detekce
- neni mozné analyzovat fixované vzorky
- adherentni bunky opatrné trypsinizovat
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Detekce bunécné smrti -
zmény na Urovni aktivace kaspdz

Prutokova cytometrie
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Kaspazy

- Cysteinové protedzy, specificky Stépi proteinove
substrdty v misté kyseliny asparagové

- Klicova dloha v prenosu apoptotického signalu

- v inaktivni formé (proenzymy, pro-kaspazy) v
cytoplazmé, Stépeni - aktivni kaspdza schopna dale
Stépit tzv. ,death substraty” a vyznamné se tak
podilet na Sireni apoptotického signdlu a exekuci
apoptozy

- struktura:
- Prodoména

- Katalytické podjednotky - velkda a mala
(heterotetramer)
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32-57kDa

QACXG

Asp-X Asp-X
Prodomain Large subunit Small subunit
(2-25kDa) (17-21kDa) (10—-13kDa)
Long Short
Initiator caspases Effector caspases
Caspase-2 Caspase-8 Caspase-3
Caspase-9 Caspase-10 Caspase-6
Caspase-7

(Vaculova et al., 2008)
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Activace pro-kaspadz

. 32-53 kDa .
Asp-X Asp-X
N Cc
pro-domain large subunit small subunit
(3-24 kDa) (17-21 kDa) (10-13 kDa)
O it ot rlarge subunit/small subunit
= heterodimers
active tetramer

www.rsc.org/ej/NP/2001/A909080K/
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CASPASES: DETERMINATION OF THEIR
ACTIVITIES IN APOPTOTIC CELLS

Alena Vaculova and Boris Zhivotovsky

Methods in Enzymology, 2008;442:157-81.
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Detekce Stépeni kaspaz

- Vyuziti specifickych protilatek, které:

- rozpozndvaji hové vznikla mista Sr,\eoepvijro?(y) vV
proteinovych fragmentech vzniklych pri aktivaci
(stépeni) kaspazy

- nereaquji s nenastépenymi prokaspdzami, pouze
selekfivné s aktivni formou enzymu

- jsou bud’ primo konjugované s fluorochromy, nebo

nekonjugované (nutnost ndsledné pouzit
fluorescencné znacené sekundarni protilatky)

Pred priddnim protildtky k bukdm je nutné je
permeabilizovat, po skonceni inkubace je potreba
odmyt nenavazane protilatky
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Caspase-3
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Flow Cytometry

Events
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Relative Fluorescence

Flow cytometric analysis of Jurkat
cells, untreated (blue) or etoposide-
treated (green), using Cleaved
Caspase-3(Aspl75) (S41E) Rabbit
mab compared to a nonspecific
negative control antibody (red),
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Detekce aktivni

formy kaspaz

_— Jurkat cells, anti-Fas antibody

IF-IC

Confocal immunofluorescent images
of HT-29 cells, untreated (left) or
Staurosporine #9953 freated (right)
labeled with Cleaved Caspase-3

Aspl75) (SA1E) Rabbit mab (green).

Actin filaments have been labeled
with &lexa Fluor® 555 phalloidin
ired), Blue pseudocolor = DR&QS‘E'
#4084 (fluorescent DMNA dye),

www . cellsignal.com

(Vaculova. Zhivotovsky. 2007)
Western Blotting
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YWestern blot analysis of extracts
from Ca (rat), NIH/3T3 (mouse), and
Jurkat (human) cells, untreated or
treated with staurosporine (1uM,
3hrs) ar etoposide (25uM, Shrs) as
indicated, using Cleaved Caspase-3
(Asp179) (SA1E) Rabbit mab,
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Detekce endogennich kaspazovych
substratu - PARP

Poly(ADP)ribose polymerase (PARP)

Jaderny protein (113 kDa), opravy DNA - inaktivace PARP
blokuje opravu DNA, posileni fragmentace DNA

Béhem apoptozy specificky Stépeny na fragmenty 89 a 24 kDa,
citlivy marker pro detekci apoptdzy

- substrdt kaspazy -3, -6, -7

- rutinni detekce fragmenti pomoci Western blotu / THC

- analyza na pr'u1'okovem cytometru pomoci protilatek proti
stepenym fragmentim

- PARP (p25; p89)

numan PARP-1 1-{FTIHEFZ 3 BrCE-iGA- car Tl 101
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Detection of PARP cleavage

3

Cleaved PARP (Asp214)

[ Cell Signaling |

Jurkat cells,
etoposide,
ctrl, iso ctrl

PARP Specific Antibodies From Epitomics

Cleavage site
Asp213)
1 1 W13
K /—, \ ) C
e \ \\\
PARP-1 (p25) PARP-1 (p8§) PARP-1 Full Length
Cat#1061-1 26 kDa Cat#1074-185 kDa Cat#10721 116 kDa
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http://www.epitomics.com/technology/parpl_intro

(Bao J et al. , 2002)
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Detekce endogennich kaspazovych
substratu - cytokeratin 18 (CK18)

Cytokeratin 18
- Slozka cytoskeletu, intermembranova filamenta epithelialnich
bunék
pozor! - pouziti metody omezeno pouze na buriky
epithelidlniho puvodu - normdlni i nadorové; ne vSak napr.
krevni, nervové; ale - vyhoda - vyuZiti pri monitorovani
bunék karcinomu v krvi pacientu po terapii
- Stépeni béhem apoptézy - kaspdzy-3, -6, -7, -9
- detekce specifického fragmentu (novy epitop) pomoci M30
Cytodeath™ protilatky (konjugovana s fluorochromy,
nekonjugovand - nutnost znacené sekundarni protilatky)
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CYTOKERATIN-18
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HCT116 cells 1.r.ea.|.ed Wlﬂ'l TRAIL M30 CYTOdeGTh (www.enzolifesciences.com)
M30 cytodeath (Vaculova, Zhivotovsky, 2007)
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http://www.peviva.se/prod/prod.php?key=M30%20CytoDEATH%20antibody
Analyticka cytometrie, Hyrslova Vaculova 2018


http://www.peviva.se/start/main.php
http://www.peviva.se/start/main.php
http://www.alexis-biochemicals.com/Home.2+M5d906b4d07c.0.html
http://www.alexis-biochemicals.com/Home.2+M5d906b4d07c.0.html

Detekce stépeni CK18

* Vyhody:
- jednoduchy protokol - standardni intracelularni
iImunodetekce

- moznost kombinace s detekci dalSich
intracelularnich antigenu

+ Limitace:
- bunécna specifita (CK18 - epithelidlni bunky)
- obtizna_kombinace analyzy s detekci povrchovych
antigenu

- nemozna kombinace s analyzou vitdlnich funkci
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Detekce bunécné smrti -
zmeény na urovni DNA/jadra

Analyza fragmentace DNA

- sub 6,/6, populace
- TUNEL

Prutokova cytometrie
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Analyza subdiploidni populace
(barveni DNA)
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Cell Cycle and cell death
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HH 1

DNA Analysis

- propidium iodide
- DAPI

0 200 400 600 800 1000
- Hoechst 33342 2N 4N
- 7-AAD DNA content

Purdue University Cytometry Laboratories

Analyticka cytometrie, Hyrslova Vaculova 2018



>

Number of cells

Analyza subG,/G, populace

+ popis protokolu

Current Protocols in Cytometry
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Analyza subG,/G, populace

Markers

|
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DARZYMNEIEWICZ ET AL.

extrakce nizkomolekuldrnich fragmentt pomoci citratového pufru

& 1097 Wiley-Liss, Inc. Cytometry 27:1-20 (1997)

Review Article

Cytometry in Cell Necrobiology: Analysis of Apoptosis
and Accidental Cell Death (Necrosis)

Zbigniew Darzynkiewicz," Gloria Juan, Xun Li, Wojciech Gorezyca, Tomoyuki Murakami, and
Frank Traganos
The Cancer Research Institute, New York Medical College, Valhalla, New York

Recetved 16 May 1996: Accepted 22 July 199
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Analyza subG,/G; populace
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Analyza subG,/6, populace

Vyhody:

- rychla a levnad analyza

- analyza moZna zaroven s detekci bunécného cyklu

- lze pouzit jakoukoliv znacku vazajici se na DNA

Limitace:

- omezenad specificita - subG, populace je
detekovatelnd i u mechanicky poskozenych bunék

- extrakce nizkomolekuldrnich fragmenti DNA
zavisi na protokolu zpracovani bunék

- buriky umirajici apoptozou z 6, faze je obtizné
detekovat

- nelze povazovat za specifickou metodu detekce
apoptozy
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Analyza zlomu DNA
(modifikované dNTPs)
TUNEL
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Apoptdza a Stépeni DNA - TUNEL assay

- apoptdza - aktivace endonukleaz -
charakteristické stépeni DNA

- PFitomnost zlomti DNA, vznik fragment
ruzné velikosti, volné 3" -OH konce DNA

- detekce specifickych zlomt - vyznamny
marker apoptozy

‘deoxynucleotidyl transferase (TdT), katalyzuje
TUNEL kovalentni pripojeni modifikovanych nukleotidid k
/ 3” -OH konci DNA, nezavisle na templatu
(terminal deoxynucleotidyl transferase dg’ll’A nick end labeling)

(modified deoxyuridine triphosphate nucleotides)

- 3 -OH konec jedno- nebo dvouretézcovych zlomi DNA je oznaéen
modifikovanym analogem baze pomoci TdT
- vizualizace
prima - dUTP primo znaceny fluorescencné (FITC-dUTP)
neprima - inkorporace modifikovanych dUTPs, ty jsou specificky
rozpoznavany fluorescencné znacenou Ab (napr. anti-BrdU Ab)

Analyticka cytometrie, Hyrslova Vaculova 2018



Znacené nukleotidy - prima TUNEL:
konjugace dUTP s fluorochromy s DNA fragmentation
ruznymi spektrdlnimi vlastnostmi

Fl i
torescein Fluorescein-12-dUTP

-Texas red

-Cyanine In situ end labeling (TUNEL)

-BODIPY etc.

/ DNA damages

TNINI I\

oo Terminal
0.%¢ transferase
FITC-dUTP Cocl,

Absorbance
Fluorescence emission

”\Wy
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BrdUTP-based detection of DNA fargmentation

Addition of the deoxythymidine analog 5-bromo-2'-deoxyuridine
5'-triphosphate (BrdUTP) to the TdT reaction serves to label the break
sites. Once incorporated into the DNA, BrdU can be detected by an
anti-BrdU antibody using standard immunohistochemical techniques

- \ Apoptosis ' ‘ , -~,4
/ ’ \ VY : [ N
» 8. cleavage =S i

Br-dUTP enzymatic
@ Br-dUTP attachment - polymerization

0%
/ \“\j
5 ® m

CitlivéjSi nez primé znaceni dUTP

Br-dU Ab-FITC
immuno-labeling

(Dar'zynklewmz et al., 2008) Analyticka cytometrie, Hyrslova Vaculova 2018



DNA strand breaks
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Current Protocols in Cytometry

DNA content
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Fluorescein (FL-1H)

HL60_etoposide

0 200 400 600 800 1000
Propidium lodide (FL2-Area)

TUNEL

Pritokovy cytometr

Fluorescencni mikroskop
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TUNEL

+ Vyhody:

vysoka citlivost, specificita

soucasnd analyza detekci bunécného cyklu,
urceni, ze které faze bunky prednostné umiraji

- Limitace:

relativné narocny protokol (financné a casové)
spotreba relativné velkého mnozstvi bunék

nékteré druhy fixace mohou u urcitych bunék
vést k artefaktum

nevhodné pro bunky, u nichz béhem apoptozy
nedochazi k nizkomolekularni fragmentaci DNA
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Detekce bunécné smrti -
zmény na Urovni mitochondrii

Mitochondrialni membranovy potencidl
Detekce exprese/aktivace proteinu rodiny Bcl-2
Vyliti cytochromu ¢ z mitochondrii

Prutokova cytometrie
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Mitochondrie a apoptdza

- Dulezita dloha mitochondrii v regulaci
apoptozy

+ Klicové regulatory v mitochondriich -
proteiny rodiny Bcl-2

+ Zmény na udrovni mitochondridlni membrany -
membradnovy potencial, tvorba poru

- Uvolnéni proapoptotickych proteinu z
mitochondrii - cytochrom c, AIF, endoG,
Smac/DIABLO, Omi
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Mitochondrialni
membranovy H*

potencial DYm

Mitochondrie - centra bunécné respirace, elektron-
transportni Fetézec ve vnitfni mitochondrialni membrdné,
redoxni potencidl, translokace protonu (H+) z mitochondridlini
matrix do mezimembrdnového prostoru mitochondrii

- Elektrochemicky protonovy gradient napric vnitfni
mitochondridlni membranou (nutny pro tvorbu ATP)

- Rozdil napéti, elektrického potenciglu mezi vnitrni a vnéjsi
stranou vnitfni mitochondridlni membréany (150-180 mV)

- nerovnomérné rozdéleni volnych kationti a anionti na
obou strandch membrany
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Mitochondrie, DY,, a apoptoza

Depolarizace mitochondridlni membrany a ztrata
DYm je dusledek otevieni ,permeability transition
pores” (PTP) nebo naruseni integrity vnéjsi
mitochondridlni membrany

Depolarizace mitochondrii je spojena s:
+ ischemii/reperfuzi

- oxidativnim stresem
- bunéénou smrti
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Meéerenit MMP

* Primé méreni
- elektrody

’

* Neprimé méreni
- Neinvazivni lipofilni kationické proby
- radioaktivné znacené

- fluorescencni

v
- neinvazivni - netoxické pro Zivé burky
- lipofilni - snadny transport pres lipidovou membranu
- kationické - akumulace v misté s negativnim nabojem
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tetramethylrhodamine, ethyl ester, perchlorate (TMRE)
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Counts

TMRE

Jurkat leukemia cells,
anti-Fas antibody (2 h)
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Méreni MMP

* Vyhody:

- rychld a nendroéna metoda, relativné levna

- snadné odliSeni bunécnych populaci

- mozné kombinovat s detekci rady dalSich
vitdlnich funkci

- Limitace:

- specificitu nutno potvrdit dalsSi metodou

- nelze povazovat za specifickou metodu
detekce apoptozy

- vhodnd koncentrace proby, pH
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Proteiny rodiny Bcl-2

+ Klicové regulatory apoptozy na urovni
mitochondrii

* Proapoptotické a antiapoptotické, tvorba
homo- a heterodimeru, dulezitost rovnovah

- Stanoveni mnozstvi celkového nebo aktivniho

proteinu - s vyuzitim specifickych protilatek
pomoci prutokové cytometrie
* napr. Bax protein
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Bax protein activation

- healthy cells - Bax as a soluble monomeric
protein, diffusely distributed in the
cytoplasm

- apoptotic cells - Bax undergoes
conformational changes (dissociation of its
termini, exposing previously occluded
epitopes) allowing recognition of the active
form by conformation-specific antibodies

Specific anti-active Bax antibody
mouse anti-Bax (BD556467, clone 6A7, Becton Dickinson)

control

A
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Release of apoptogenic proteins from
mitochondria

Cytochrome c release
Detection by antibodies specifically recognizing
cytochrom ¢ (mitochondrial and/or cytoplasmic)
- Flow cytometry
* Quantification of cells with released cyt c

- Western bloting

- Cellular fractionation, and immunodetection

- Fluorescence microscopy
» Visualisation of cytochrome c in the cytoplasm
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Vyliti cytochromu ¢ z mitochondrii

LONurol Actinomycin D _

ot
AlexaFluor 488 {oyt c)
SW620 cells, actinomycin D Skender, Vaculova
(30 ug/ml, 24 h) (unpublished data)
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Jakou metodu detekce apoptdozy pouzit?

+ vice nez jednu; nikdy nedélat celkové
zdvéry postavené pouze na detekci
jednoho parametru apoptozy

* principielné odlisnou (napr. aktivita
kaspazy + jaderna morfologie)

» v zavislosti na bunécném typu (napr.
detekce CK18 atd.)

* a experimentalnim zdsahu (koncentrace
a doba pusobeni studovaného induktoru

apoptozy)
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Cemu ddle vénovat pozornst pri detekci apoptézy?

Absolutni pocty (%) apoptotickych bunék se mohou lisit v
zavislosti na typu metody/parametru; je vzdy nutné uvest,
jaka metoda bgla pouzita, nemluvit pouze obecné o %
apoptotickych bunek

Spravné nacasovani detekce - brat ohled na kinetiku bunécné
smrti, homogenitu/(a)synchronizaci buné¢né populace, stdadia
bunécéné smrti atd.
- doba trvani ,Casového okna", kdy je mozné zachytit urcity
znak se list (1)
* u jednotlivych bunéénych populaci
+ v zavislosti na induktoru bunécné smrti

* v zavislosti na konkrétnim znaku ktery detekujeme
(metodé)

rizné buriky ze stejné populace mohou umirat riiznym
zpusobem smrti

in vitro vs. In vivo
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Apoptoza indukovand TRAILem u bunék HT-29

MMP Stépeni CK18
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Modelovy experiment:
Srovnani vybranych metod detekce apoptozy

na zvoleném modelu nddorovych bunék tlustého streva HT-29 po
treatmentu s TRAILem 100 ng/ml, 4h

cytoskeleton mitochondria nucleus
and plasma
membrane

Cells (%) | CK 18 PS| Apo2.7 MMP | TUNEL DAPI

e
control 1.7 4.0 1.8 2.4 0.2 2.8

TRAIL 25.7 26.3 17.1 16.5 0.3 15.0
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Vicebarevné analyzy pritokové cytometrie

- Soucasnd detekce nékolika parametru apoptozy
- Idedini pristup pro komplexni studium bunécné smrti
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Thermo Fisher Scientific

Live Dead Fixable dead cell stain kits
(Invitrogen)

react with cellular proteins (amines)
cannot penetrate the intact cell membrane
- live cells - stain only surface amines -
dim staining
- dead cells - stain both surface and
intracellular amines - bright staining 10° 10° 10° 10°
(>50-fold) N
covalent binding, well preserved, stable,
resistant to following fixation and washing

Number of cells counted

steps..
multiple color avai!able for major lasers, = ’ dead
excellent for multicolor staining Bk N
o o . » s
does nor interfere with surface antibody Py | o
binding ¢ » it R
. o o
do not use with BSA.. SN N INE wA
live *°°° ¢

Analyticka cytometrie, Hyrslova Vaculova 2018



4

Simultaneous flow cytometry detection of:

—
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Simultaneous flow cytometry detection of:

- caspase-3 cleavage (anti-cleaved caspase-3 Ab)
- Bak activation (anti-active Bak Ab)

- viability (Live/Dead Violet)
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Simultaneous flow cytometry detection of:
- PARP cleavage (anti-cleaved PARP Ab)
- Bax activation (anti-active Bax Ab)

- viability (Live/Dead Violet)
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cl. caspase-3 (Becton Dickinson)

- s cl. caspase-3 (FITC)
Simultaneous flow cytometry detection of: E > el pn
- caspase-3 cleavage (anti-cleaved caspase-3 Ab)

- cell cycle distribution (propidium iodide)
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Simultaneous flow cytometry detection of: =& SRR
- PARP cleavage (anti-cleaved PARP Ab) +  cell cycle (PI)

- cell cycle progression (propidium iodide)

Cells in S-phase, with

Cells in 60/61-phase, with cleaved PARP Cells in G2/M-phase, with
HCT116 cleaved PARP cleaved PARP
cells
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Shrnuti prednasky

Z dnesni prednasky byste méli védeét:

jaké jsou hlavni charakteristiky procesu apoptézy a jak je
|ze vyuZit pri detekci specifickych parametrd apoptézy

jakym zplisobem detekovat apoptézu ha pritokovém
cytometru na riznych drovnich v bunce:
zmeny na Urovni kaspdz, membrdny, jddra, mitochondrii

principy, vyhody a limitace jednotlivych metod

jakymi kritérii se ridit pri vybéru metod detekce apoptdzy
a interpretaci ziskanych vysledkd

konkrétni priklady vicebarevnych analyz - sou¢asnd
detekce nékolika parametrt apoptézy ha pritokovém
cytometru (+ jejich vyhody)
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Dékuji za pozornost!

Vase pripadné dotazy smérujte na adresu:

vaculova@ibp.cz

RNDr. Alena Hyrslova Vaculova, Ph.D.
Oddéleni cytokinetiky
Biofyzikdlni tstav AV CR, v.v.i.
Krdlovopolska 135
612 65 Brno
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