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Souhrn

Fotodynamicka terapie (PDT) je spojena s oxidacnim poskozenim biomolekul, jejichz funkcni porucha je natolik
vyznamnd, ze vede k zaniku buriky. Z toho diivodu nasla své uplatnéni v lecbe rady onkologickych, kardiovaskularnich,
koznich a ocnich nemoci. Zanik bunék po PDT probiha procesem apoptozy anebo nekrozy, které provazi aktivace
riiznych biomolekul.

V predkladané praci jsme se pomoci imunofluorescencni metody ELISA zabyvali detekci kaspazy 3 a 9, poly ADP-
riboza polymerazy (PARP) v jejich aktivnich formdch, a uvolnenim proapoptotického proteinu cytochromu ¢ u bunék
lidského melanomu, které byly vystaveny fotodynamické terapii.
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Abstract

IMMUNOFLUORESCENCE ANALYSIS OF PROAPOPTOTIC SIGNALING MOLECULES IN HUMAN MELANOMA
CELLS AFTER PHOTODYNAMIC TREATMENT

Photodynamic therapy (PDT) is connected with oxidative damage of biomolecules causing significant impairment of
essential cellular functions that lead to cell death. It is the reason, why photodynamic therapy has also found its
application in treatment of different oncological, cardiovascular, skin and eye diseases. The cell death after PDT is
mediated by an apoptotic and/or necrotic process including activation of various biomolecules.

In the presented study we have used immunofluorescence method to detect caspase 3 and 9, poly ADP-ribose
polymerase (PARP) in their active forms, and release of the cytochrome c as the proapoptotic protein after
photodynamic treatment of human melanoma cells.

Keywords
apoptosis, photodynamic therapy, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

15



ORIGINAL RESEARCH

Uvod

Fotodynamicka terapie (PDT) se v poslednich letech
stava alternativni metodou v 1é¢bé fady onkologickych,
kardiovaskularnich, koznich a o¢nich nemoci. Jedna se
o novy zpusob 1écby, ktery vyuziva fotodynamicky ak-
tivnich latek, tzv. sensitizert, a G¢inek svétla k tvorbé
reaktivnich forem kysliku.

Zanik bunék po PDT probiha procesem apoptdzy
nebo nekrozy. Nekroza je forma bunééné smrti, ktera
nastava po vyrazném poskozeni buiky. PGvodné se
myslelo, ze nekréza je nefizeny proces. Novodobé
studie vSak ukazuji, Ze existuje ur¢itd forma nekrozy,
kterd je geneticky regulovana [1]. Apoptéza je vSak
burikou naprogramovana fizena smrt, pii které
nedochazi k masivnimu uvolnéni bunééného obsahu do
okoli a podporuje imunitni systém v boji proti
patologicky zménéné tkani. Apoptoticky zménéna tkan
uvoliluje do svého okoli velké mnozstvi ¢asti bunéc-
nych struktur, cytokini a fadu prozanétlivych faktord,
které pak mohou nastartovat velmi zadanou specific-
kou imunitni odpovéd’ [2]. I kdyz apoptoticky proces
mize byt spustén tisice rdznymi agens, v bufice
existuje pouze né&kolik signalnich drah, které ftidi
a vedou buriku k jejimu zéniku. Do dne$niho dne bylo
objeveno 14 specifickych protedz (kaspaz), které za
normalnich okolnosti jsou v burice pfitomny v neaktiv-
nim stavu a k jejich aktivaci dochazi pusobenim pro-
apoptotickych signalnich molekul [3,4,5]. Nadorové
buiky jsou charakteristické nejenom svoji nekontrolo-
vatelnou proliferaci, ale také neschopnosti anebo snize-
nou schopnosti aktivovat apoptézu v disledku urcité
poruchy v jejich signalnich drahach [6,7]. Tedy kom-
plexni znalost u€¢inku PDT na nadorové buiky, ktera
by zahrnovala také zplsob a miru aktivace téchto
vyznamnych apoptotickych protedz véetné jejich zna-
mych aktivatori, by bezpochyby pfispéla ke zvyseni
ucinnosti této terapie.

V predeslé praci [8] jsme ukézali, Ze na burikach
lidského melanomu G361 v piitomnosti ftalocyanino-
vého sensitizeru dochazi pii PDT k vyznamné zméné
mitochondridlniho membranového potencialu. Z toho
diivodu jsme se zaméfili na kaspazy, které jsou piimo
anebo nepiimo aktivovany pii mitochondridlnim pos-
kozeni, konkrétné na kaspazu 9 a 3, dale proapopto-
ticky mitochondridlni protein cytochrom c, ktery se
uvoltiuje do cytozolu buiiky, a jaderny protein poly
ADP-rib6za polymeraza (PARP). Tato polymeraza je
aktivovana v eukaryotickych buiikdch bezprostifedné po
poskozeni jejich DNA [9]. U nadorovych bunék byla
zjiSténa dokonce zvysena jeji exprese a aktivita [10].
Aktivni kaspaza 3 vstupuje do jadra, kde §tépi PARP,
¢imz tak zabrani opravé poskozené DNA a burka
nasledné zmira.

Ke zjisténi aktivnich a neaktivnich kaspdz, uvolnéné-
ho (cytozolového) a mitochondrialniho cytochromu c,
a rozStépené polymerazy PARP po PTD byla zvolena
imunologicka metoda ELISA.
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Material a metody

Fotodynamicka terapie

1,5x10° bungk bun&éné kultury lidského melanomu
G361 bylo kultivovano v pfitomnosti ftalocyaninového
sensitizeru 50 uM ZnAlPcS,. Za 24 hodin byly buiky
osvétleny Cervenym svétlem (660 nm se Sitkou piku
v poloviné¢ maxima 25 nm) po dobu 15 minut s celko-
vou vyzafenou hustotou energie 15 J/cm®. Kontrolnimi
vzorky byly buiiky kultivované bez sensitizeru a bez
osvétleni, bez sensitizeru a s osvétlenim, a se sensitize-
rem, ale bez nasledného osvétleni.

Imunologicka analyza ELISA

Primarni protilatka proti cytochromu c (mysi) byla
zakoupena od firmy Invitrogen, ostatni (krali¢i) pak od
firmy Cell Signaling. Jako sekundarni protilatky byly
zvoleny fluorescenéni konjugéaty Alexa Fluor 488 nm
(protimys$i) a Alexa Fluor 594 nm (protikralici).
Imunologicka analyza byla provedena po 6 hodinach
od ozafeni. Pro analyzu kaspaz a PARP byly buiky
trypsinizovany (1 %, zastaveno 10% FSA), centrifugo-
vany pii 800 ot/min po dobu 5 min, solubilizovany
v blokujicim fosfatovém pufru (PBS obsahujici 5%
normalni kozi sérum a 0,3 % Triton X-100) a ponecha-
ny blokovani ve specidlnich 96 jamkovych destickach
firmy NUNC (NUNC-Immunoplate maxisorp) pfi
pokojové teploté. Po 1 hodiné byl blokujici roztok
odstranén a pfidany primarni protilatky (1:200, v PBS
pufru obsahujici 1% BSA a 0,3 % Triton X-100).
Navazani primarnich protilatek probihalo pii 4°C ptes
noc. Druhy den byly jamky promyty 3x PBS (s 5
minutovou inkubaci) a nasledné po dobu 2 hodin a za
pokojové teploty byly vzorky inkubovéany se sekun-
darnimi protilatkami s navazanym fluorochromem
(1:200, v PBS pufru obsahujici 1% BSA a 0,3 % Triton
X-100). Na zavér byly jamky opét 3x promyty a zmé-
fena fluorescence na readeru Synergy HT.

Analyza cytochromu c v cytozolové
a mitochondrialni frakci

Adherované buriky byly na ledé¢ mechanicky seSkra-
bany zpovrchu Petriho misky a solubilizovany
v 750 pl ledové vychlazené¢ho pufru (10 mM Tris-Cl,
0,3 M sachar6za a koktail protedzovych inhibitort
(Sigma-Aldrich), pH 7,5). Odstfedénim pti 10 000
ot/min po dobu 45 minut byla ziskdna cytozolova
frakce. Pelet byl pak resuspendovan v ledové vychlaze-
ném pufru (10 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl, koktail
proteazovych inhibitorti a 1% Triton X-100), sonifiko-
van 3x 20 s na led¢ a sto¢en pfi 13 000 ot/min po dobu
45 minut. Ziskany supernatant byl vyuzit pro analyzu
mitochondrialni frakce cytochromu c. ELISA cytochro-
mu byla provedena obdobné jako u vyse popsané
analyzy kaspaz a PARP, jen s tim rozdilem, Ze nebyl



ORIGINAL RESEARCH

pouzit detergent. Intenzita fluorescence byla méfena na
spektrometru Tecan a piepoctena na jednotku celkové-
ho proteinu v analyzovaném vzorku, ktery byl stanoven
pomoci proteinového c¢inidla (BioRad).

Vysledky

Analyza kaspaz a PARP

V piipadé analyzy kaspaz a PARP byla provedena
v metodice fada Uprav. Béhem 6 nezavislych experi-
mentl byl zvysen pocet bun¢k pro vyssi vytézek, byly
pouzity specialni adsorpéni desticky firmy NUNC,
inhibitory proteaz, dale bylo redukovano mnozstvi
detergentu ve snaze zvysit adsorpci proteinu na povr-
chu jamky, prodlouzeny ¢asy inkubace a také byla pro-
vedena solubilizace pomoci ultrazvuku. Nicméné ves-
keré snahy nepiispély k detekci analyzovanych protei-
nd. Fluorescenc¢ni signal byl velice slaby a vyznamné
se nelisil od pozadi (nespecificky navazanych sekun-
darnich protilatek, vysledky nejsou prezentovany).

Analyza cytochromu ¢

Nejvétsi mnozstvi cytochromu c¢ bylo zméfeno
v mitochondridlni frakci u bunék vystavenych G¢inku
PDT. Oproti tomu se mnozstvi cytochromu c¢ v cy-
tozolové frakci u téchto bunék vyznamné nelisilo od
kontrolnich vzorkt (obr. 1).

160 [

60 |-
40
20 |- | ’_L
0
[ 50 [ 5
0 0 15 1

Obr. 1: Relativni mnozstvi cytochromu c stanovené-
ho pomoci ELISA metody, vyjadiené jako relativni
intenzita fluorescence navazanych sekundarnich proti-
latek, ktera je vztazenma na jednotku mnoZstvi vsech
proteinii v analyzovanych vzorcich — cytozolova frakce
(sloupce bez vybarveni), mitochondrialni frakce (Sedé
sloupce). Analyza cytochromu c byla provedena na
bunikach G361 vystavenych ucinku PDT. Zobrazend
data reprezentuji prumeérné hodnoty a smérodatné
odchylky ze 3 nezavislych méreni.

Intenzita fluorescence (rel. j.)

o [ZnAIPcS ] (uM)
5 PDT (J/cm’)

Pii ureni mnozstvi cytochromu c byla intenzita
fluorescence navazanych sekundéarnich protilatek vzta-
zena na jednotku celkového mnozstvi proteind
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v méfeném vzorku. Pii tomto méfeni jsme zjistili, ze
nejmensi koncentrace proteinti obsahuji pravé vzorky
mitochondridlnich frakci bunék podrobenych PDT
(obr. 2). Zmétené mensi mnozstvi proteinit v cytozo-
lové frakci u téchto bun€k uz nevykazovalo tak
markantni rozdil. Mensi mnozstvi proteint, a to jak
v cytozolovych frakci, tak i v mitochondridlnich fraket,
bylo zméfeno u bunék vystavenych G¢inku samotného
sensitizeru bez osvétleni a také u bun€k osvétlenych
cervenym svétlem.
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Celkové mnozstvi proteindi (rel. j.)
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Obr. 2: Celkové mnozstvi proteinii v analyzovanych
vzorcich — cytozolova frakce (sloupce bez vybarveni),
mitochondrialni frakce (Sedé sloupce). Analyza protei-
nut byla provedena na bunkdich G361 vystavenych
ucinku PDT. Zobrazenda data reprezentuji prumérné
hodnoty a smérodatné odchylky ze 3 nezavislych
méreni.

Diskuze

V predlozené préci jsme se zabyvali imunologickou
analyzou ur¢itych vyznamnych proapoptotickych sig-
nalnich molekul, které jsou aktivovany v buikach lid-
ského melanomu po aplikaci fotodynamické terapie.
Pro analyzu kaspaz, PARP a cytochromu c bylo vyvi-
nuto nékolik metod, vyuzivajici jak nespecifickych, tak
specifickych znacenych protilatek [11,12,13]. Pro je-
jich kvantifikaci se hojné pouzivd Western blot nebo
ELISA metody, vyuzivajici sekundarnich protilatek
s navazanou kfenovou peroxidazou, kterd preménuje
ur¢ity substrat (napf. luminol) na luminiscencni pro-
dukt. Liu a kolektiv, ktefi se zabyvali detekci PARP,
dosahli citlivosti u této metody 30 pg/ml [13]. Saunders
a kolektiv pfi kvantitativnim méteni kaspazy 3 akti-
vované staurosporinem u bunék T-lymfoblastové
leukémie Jurkat ziskali pfiblizné stejnych vysledki,
pokud pouzili k jeji analyze imunoblot a nebo ELISA
metodu, vyuZzivajici streptavidin peroxidazy k detekci
biotinylovanych protilatek (6,6 ng resp. 5,3 ng /10°
bun¢k) [14]. K detekci proteint in sifu se pouZziva
ELISA, kde na sekundarni protilatky je navéazan
fluorochrom. My jsme pouzili tuto imunohistoche-
mickou metodu s fluorescenénimi sekundarnimi proti-
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latkami k analyze kaspaz 3 a 9 a jaderného proteinu
PARP. Avsak, jak ukazuji naSe vysledky, zda se, ze
tato metoda neni vhodnd pro kvantitativni analyzu
téchto latek in vitro. Na druhou stranu je tfeba se
zminit, Ze u nékterych nadorovych bunek bylo zjisténo,
ze vykazuji snizenou expresy a aktivitu téchto posli
bunééné smrti [15,16] (Khavami, Kumar), jako napt.
u bunék karcinomu prsu MCF7, které postradaji kas-
pazu 3 v disledku genové mutace [17], coz sniZuje
nebo dokonce samo osobé znemoziuje jejich analyzu.
AvSak u nami studovanych bunék G361 podobné
zjisténi nebylo publikovano. Naopak pfi studiu G¢inku
latek indol-3 octové kyseliny a kienové peroxidazy na
buikach lidského melanomu G361 byl zméfen pomoci
imunoblotu zvySeny nartst kaspazy 3 a 9 a také PARP
[18].

Pfi nasi analyze cytochromu c jsme ocekavali jeho
zvySené uvolnéni do cytozolu u bunék podrobenych
PDT. Bohuzel, jak ukazuji naSe vysledky, relativné
nejvice cytochromu ¢ bylo nalezeno pravé v mitochon-
driich téchto bunék, pokud vyjadiime jeho mnozstvi na
celkovy obsah proteinti ve vzorku. To jsme ulinili
z ddvodu nutné korekce, nebot’ u kontrolnich, volné
proliferujich bunék je analyzované mnozstvi téchto
latek vétsi nez u poskozenych bunék vystavenych PDT.
Otazkou je, zda je tato korekce spravna, nebot’ jiné
proteiny mohou byt z mitochodrii uvoliiovany mnohem
snaz nez cytochrom c a uméle tak zvysit jeho relativni
mnozstvi. To potvrzuji i vysledky zobrazené v grafu na
obr. ¢. 2, které zfeteln¢ ukazuji na vyznamné poskozeni
mitochondrii po PDT. V mitochondrialni frakci téchto
bunék byla zmétena nejnizsi hodnota celkového mnoz-
stvi proteind.

Zaveér

Na zéaklad¢ ziskanych vysledkd a prihlédnutim k me-
todice usuzujeme, ze ELISA, vyuzivajici fluorochrom
konjugovany na sekundarni protilatky, neni vhodnou
metodou pro analyzu nami studovanych proapopto-
tickych proteind. Jednak pro jejich Spatné adsorpéni
vlastnosti a malé celkové mnozstvi. Ur¢ity podil nese
inizka citlivost pfistroje, ktery byl pouzit k méteni
intenzity fluorescen¢niho signalu. Analyza bunécnych
pochodd na molekularni Grovni pti PDT je nezbytné
nutna, av§ak se domnivame, Ze je potieba zvolit jinou
mnohonasobné vynosnéj$i metodu nez je ELISA, jako
napiiklad Western blot. Ta je sice mnohem pracnéjsi,
ale postrada né€kolikanasobné vymyvani lehce adhero-
vanych, relativné malych, proteindi, a tim moznych
ztrat pii jejich analyze.

Podékovani

Préace vznikla za podpory vyzkumnych projektii
MSM 6198959216, CZ.1.05/2.1.00/01.0030 a LF
2011/009.

Literatura

[11  Portt, L., Norman, G., Clapp, C., Greenwood, M., Greenwood,
M.T.: Anti-apoptosis and Cell Survival: a Review, Biochim.
Biophys. Acta, 1831 (2011), pp. 238-259.

[2] Mahoney, J.A., Rosen, A.: Apoptosis and Autoimmunity,
Curr. Opin. Immunol., 17 (2005), pp. 583-588.

[3] Salvesen, G.S., Dixit, V.M.: Caspases: Intracellular Signaling
by Proteolysis, Cell, 91 (1997), pp. 443-446.

[4] Thornberry, N.A., Lazebnik, Y.: Caspases: Enemies Within,
Science, 281 (1998), pp. 1312-1316.

[5] Chowdhury, I., Tharakan, B., Bhat, G.K.: Caspases - an
Update, Comp. Biochem. Physiol. B Biochem. Mol. Biol., 151
(2008), pp. 10-27.

[6] Yang, L.: Dysfunction of the Apoptotic Pathway in Cancer
Cells. In: Application of Apoptosis to Cancer Treatment (Ed:
M. Sluyser), Springer, Dordrecht, 2005, pp. 1-28.

[71 Fischer, U., Janssen, K., Schulze-Osthoff, K.: Cutting-edge
Apoptosis-based Therapeutics: a Panacea for Cancer?,
BioDrugs, 21 (2007), pp. 273-297.

[8] Krestyn, E., Kolarova, H., Bajgar, R., Tomankova, K.:
Photodynamic Properties of ZnTPPS(4), CIAIPcS(2) and ALA
in Human Melanoma G361 Cells, Toxicol. In Vitro, 24 (2010),
pp- 286-291.

[91 Amé, J.C., Spenlehauer, C., de Murcia, G.: The PARP
Superfamily, Bioessays, 26 (2004), pp. 882-893.

[10] Otsuki, Y., Li, Z., Shibata, M.A.: Apoptotic Detection
Methods - from Morphology to Gene, Prog. Histochem.
Cytochem., 38 (2003), pp. 275-339.

[11] Willingham, M.C.: Cytochemical Methods for the Detection
of Apoptosis, J. Histochem. Cytochem., 47 (1999), pp. 1101-
1110.

[12] Huerta, S., Goulet, E.J., Huerta-Yepez, S., Livingston, E.H.:
Screening and Detection of Apoptosis, J. Surg. Res., 139
(2007), pp. 143-156.

[13] Liu, X., Palma, J., Kinders, R., Shi, Y., Donawho, C., Ellis,
P.A., Rodriguez, L.E., Colon-Lopez, M., Saltarelli M,,
LeBlond, D., Lin, C.T., Frost, D.J., Luo, Y., Giranda, V.L.: An
Enzyme-linked Immunosorbent Poly(ADP-ribose) Polymerase
Biomarker Assay for Clinical Trials of PARP Inhibitors, Anal.
Biochem., 381 (2008), pp. 240-247.

[14] Saunders, P.A., Cooper, J.A., Roodell, M.M., Schroeder, D.A.,
Borchert, C.J., Isaacson, A.L., Schendel, M.J., Godfrey, K.G.,
Cahill, D.R., Walz, A.M., Loegering, R.T., Gaylord, H.,
Woyno, 1J., Kaluyzhny, A.E., Krzyzek, R.A., Mortari, F.,
Tsang, M., Roff, C.F.: Quantification of Active Caspase 3 in
Apoptotic Cells, Anal. Biochem., 284 (2000), pp. 114-124.

[15] Ghavami, S., Hashemi, M., Ande, S.R., Yeganeh, B., Xiao,
W., Eshraghi, M., Bus, C.J., Kadkhoda, K., Wiechec, E.,
Halayko, A.J., Los, M.: Apoptosis and Cancer: Mutations
Within Caspase Genes, J. Med. Genet., 46 (2009), pp. 497—
510.

[16] Kumar, S.: Caspase 2 in Apoptosis, the DNA Damage
Response and Tumour Suppression: Enigma No More?, Nat.
Rev. Cancor, 9 (2009), pp. 897-903.

[17] Janicke, R. U., Sprengart, M. L., Wati, M. R., Porter, A. G.:
Caspase-3 is Required for DNA Fragmentation and
Morphological Changes Associated with Apoptosis, J. Biol.
Chem., 273 (1998), pp- 9357-9360.

[18] Kim, D.S., Jeon, S.E., Park, K.C.: Oxidation of Indole-3-acetic
Acid by Horseradish Peroxidase Induces Apoptosis in G361
Human Melanoma Cells, Cell Signal., 16 (2004), pp. 81-88.

Kontakt na hlavniho autora

MUDr. Robert Bajgar, Ph.D.

Ustav lékaiské biofyziky

Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci
Hnévotinska 3, 775 15 Olomouc



