Technika fluorescencyjnego oznaczania aktywnosci enzymow
Wstep:

Wsréd technik biologii molekularnej jedng z najczesciej stosowanych jest technika
fluorescencyjna. Stosujgc technike fluorescencyjng mozna oznaczy¢ aktywnos¢ enzymow,
wykorzystujgc substraty fluorogeniczne tzw. prefluorofory, ktére po wniknieciu do komérki pod
wplywem dziatania enzymu przeksztatcajg sie w emitujgce $wiatto — fluorofory.

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie aktywnosci enzymatycznej kaspazy — 3 wykorzystujac
fluorogeniczny substrat Ac-DEVD-AMC (N-Acetyl — Asp — Glu — Val — Asp — amino-4-methylcoumarin)
dla kaspazy - 3. Podczas testu, aktywna kaspaza-3 ,tnie” substrat zawierajacy specyficzng sekwencije
aminokwasowg, rozpoznawang wtasnie przez ten enzym (miedzy DEVD i AMC), generujac wysoce
fluorescencyjny 7 — amino-4-methylcoumarin (AMC), ktéry wykrywany jest przy uzyciu czytnika
fluorescencji dla wzbudzenia przy 380 nm i emisji pomiedzy 420 - 460 nm. Rozszczepienie substratu
wystepuje tylko w lizatach komérek apoptotycznych; Dlatego tez, ilos¢ AMC jest proporcjonalna do
liczby komodrek apoptotycznych w prébie.
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Kaspazy sg enzymami nalezgcymi do rodziny proteaz cysteinowych (ang. cysteine-dependent
aspartate-directed proteases) biorgcych udziat zaréwno w fazie indukgcji, jak i w fazie wykonawczej
procesu apoptozy. Apoptoza jest aktywnym, zaprogramowanym genetycznie i ewolucyjnie
konserwatywnym procesem, w ktdrym dochodzi do autodestrukcji komérek. Sg to enzymy z grupy
proteaz, ktérych funkcjg jest degradacja (rozcinanie) specyficznych biatek komdrkowych. Kaspazy
istniejg w komdrce w formie proenzymu i sg aktywowane podczas kaskady zdarzen zwigzanych z
apoptoza. Proteazy podobne do kaspaz w sposdb specyficzny rozpoznajg biatka posiadajgce
specyficzne reszty aminokwasowe na C-korcu. Aktywacja kaspaz gra kluczowa role w inicjacji
poczatkowych etapéw apoptozy. Oznaczanie aktywnosci kaspaz opiera sie na reakcji w ktérej enzym
tnie substrat zawierajacy specyficzng dla siebie sekwencje aminokwasowg. W wyniku rozciecia
substratu uwalniana jest czesc¢ fluorescencyjna, ktoérej ilosé¢ proporcjonalna jest do ilosci aktywnej
kaspazy. Metoda ta jest czulsza 10-20 razy od metody kolorymetryczne;j.



Tabela 1: Rodzina kaspaz i specyficzne substraty.

New name Old name(s) Molecular weight (kDe)" Preferred small substrates®
Pr Lg Sm
Caspase-1 ICE 45 24 14  YEVD/X WEHD/X
20 10
Caspase-2  Ich-1y. 48 32 14 VDVAD/X DEHIVX
NEDD?2 18 12
Caspase-3  CPP32, 32 20 12 DMQD/X DEVIVX
YAMA, 17
Apopain
Caspase-4  Tx, Ich-2, LEVIDVX (W/L)EHDVX
ICE Il
Caspase-5  1CEglll, Ty Unknown (W/L)EHD/X
Caspase-6 Mch2 21 13 VEIDVX VEHD/X
18 11
Caspase-7 Mch3, 20 12 DEVD/X DEVIVX
CMH-1,
ICE-LAP3
Caspase-8  Mch3, 53 43 12 IETDVX LETD/X
FLICE. 55 18 11
MACH
Caspase-9 ICE-LAP6. 50 37 12 Unknown LEDH/X
Mch6
Caspase-10  Mch4, 55 43 12 IEAD/X Unknown
FLICE-2 17
Caspase-13 ERICE Unknown Unknown
Caspase-14 MICE 29 18 10 Unknown Unknown




Opis procedury ¢wiczen:

Na zajeciach studenci wykonajg analize oznaczania aktywnosci enzymatycznej kaspazy — 3 uzywajac
fluorescencyjnego substratu (AC-DEVD-AMC).
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Synonimy: Ac-Devd;AC-DMQD-AMC;AC-DEVD-MCA;AC-DEVD-AMC;ACETYL-DEVD-AMC;AC-ASP-
MET-GLN-ASP-AMC;AC-ASP-GLU-VAL-ASP-MCA; AC-ASP-GLU-VAL-ASP-AMC;AC-DEVD-AMC
AMMONIUM SALT;CASPASE-3 FLUOROGENIC SUBSTRATE

W trakcie wykonywania doswiadczenia odczynniki oraz ptytke trzymamy na lodzie.

Ptytke z komdrkami wyciggamy 10 min przed rozpoczeciem analizy z zamrazarki -70°C.
Do dotkéw ptytki 96 dotkowej z posianymi komdrkami dajemy po 100 ul buforu lizujgcego
CAB na 5 min.
3. Przygotowujemy substrat do kaspazy — 3:
Roztwor roboczy w CAB ----- > przeliczenia na ptytke 96 dotkowa
10 mM x 1000 — 10 uM
10 pl substratu + 10 ml CAB

4. Nastepnie dodajemy po 100 pl roztworu roboczego zawierajgcego 10 UM substratu kaspazy
— 3. Pamietamy o kontroli negatywnej — BLANK

5. Inkubacja w ciemnosci 37°C przez 30 min.

6. Odczyt powtarzamy co 10 min, az do uzyskania maksymalnej aktywnosci enzymu przy
dtugosci fali 360/460 nm.

7. Po zakonczeniu pomiaru oznaczamy zawarto$¢ biatka dodajgc 10 pl roztworu fluorescaminy
do préb, blanku i krzywej biatkowe]. Fluorescamine rozpuszczamy w acetonitrylu przed
samym odczytem (5 mg fluorescaminy na 1 ml acetonitrylu).



Krzywa biatkowa:

Stezenie biatka BSA (1mg/ml) H,O destylowana
0pug oul 200 ul
50 ug 10 ul 190 pl
100 pg 20 ul 180 pl
250 pg 50 ul 150 pl
500 ug 100 pl 100 pl
1000 pg 200 pl opl

8. Analiza wynikdw: porédwnanie analizowanych préb do krzywej kalibracyjnej.
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